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1. La rete di monitoraggio

Negli ultimi anni in Europa ed in altri paesi debnudo sono stati segnalati numerosi fenomeni di
mortalita di api o di spopolamento di alveari che, alcuni casi, hanno assunto aspetti
particolarmente preoccupanti. Le ricerche svotie fid ora hanno messo in evidenza che i fattori di
rischio piu probabili sono le malattie che colpisade api, i trattamenti fitosanitari, le pratiche
apistiche e I'andamento climatico. Tra questi fatsono particolarmente critici e rilevanti i
trattamenti fitosanitari, soprattutto quelli effedti in primavera-estate nelle aree a coltivazione
intensiva. La maggior parte dei principi attiviliztzati sono piu 0 meno tossici per le api e gli
effetti possono essere immediati e vistosi se queshgono colpite direttamente, piu subdoli e
difficili da collegare alla causa quando si trattd, esempio, di prodotti usati nella concia delle
sementi (es. neonicotinoidi), microincapsulati gotatori di crescita (IGR).
Azioni dirette al monitoraggio dei fenomeni di sptamento degli alveari e di moria delle api sono
state attivate o sono in corso in diversi statiopar. In Italia, dopo le segnalazioni piu o meno
isolate che si sono succedute a partire dal 2@0getessita di un sistema di monitoraggio e di
segnalazione degli episodi di morie si € manifestatn forza nel 2008, portando alla ribalta la
gravita degli eventi verificatisi nella primavera dquellanno. La creazione di una rete di
monitoraggio nazionale e importante per conoscerestato di salute degli alveari e rilevare,
attraverso le opportune segnalazioni, la consisterie possibili cause del fenomeno.
Nellambito del Progetto APENET e stata messa atpwma rete di monitoraggio nazionale,
costituita da moduli di rilevamento, almeno uno giascuna Regione e Provincia Autonoma, a loro
volta formati da 5 apiari di 10 alveari ciascunagspdsti nelle diverse realta territoriali di ogni
Regione. Ad oggi, la consistenza della rete € dnaduli, 94 apiari e 940 alveari.
La funzione della rete di monitoraggio € quellaaticogliere informazioni sullo stato di salute eell
famiglie di api che compongono i moduli - posizibna ambienti rappresentativi per le regioni
italiane -, attraverso periodici rilevamenti e sggive analisi di laboratorio sulle diverse matrici
raccolte (api morte, api vive, covata, cera, pellin
Oltre alle analisi di routine, in caso di eventoarali di mortalita € previsto che vengano effetuat
visite supplementari (controlli fuori periodo) corelativa raccolta di campioni (analisi
straordinarie).
Periodicamente (4 volte all'anno: dopo l'inverna; primavera inoltrata; durante I'estate; prima
dell'inverno) gli alveari di ogni postazione dovran essere accuratamente controllati da un
operatore e, in particolare, saranno raccolti tutdiati relativi allo stato sanitario (presenza di
parassiti e patogeni), allo stato nutrizionale (atmlanza di polline e miele) e allo stato della
famiglia (numero di api e di covata, eta della nagiecc.).
Per la raccolta dei dati, gli operatori hanno gasszione appropriati moduli cartacei da compilare.
Successivamente, i dati dei rilievi effettuati samgeriti in un sito web (www.izsvenezie.it/apenet)
in cui e stato predisposto un software dedicatolperccolta e la gestione dei dati della rete di
monitoraggio, accessibile ai referenti dei moduliilévamento, al fine di conoscere in tempo reale
lo stato degli alveari sotto osservazione.
Durante i controlli periodici dovranno essere pratedei campioni di varie matrici apistiche (api
morte, api vive, covata, miele, cera o polline) stdtoporre ad analisi di laboratorio (chimiche,
patologiche e palinologiche).
Al fine di poter confrontare i dati provenienti daari moduli e ovviare alla soggettivita delle
rilevazioni, i responsabili dei moduli sono stairrhati attraverso un corso d’addestramento per |l
corretto rilievo dei dati, la compilazione dei madulutilizzo della piattaforma informatica, il
prelievo dei campioni e la loro gestione (catalogiag, conservazione e spedizione).
Nellattivita della rete nazionale sono state coiter anche altre iniziative di monitoraggio locale
gia attive o in fase di attivazione, tra cui:

la rete di monitoraggio delle aree naturali preteftnanziata dal Ministero dell’Ambiente e

gestita dall'ISPRA, attivata in 4 aree (Veneto, EariRomagna, Toscana, Lazio);
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le reti di monitoraggio regionali attive in Lombé&d Toscana, Friuli Venezia Giulia e
Piemonte, a cui si aggiungeranno moduli regiondlirdegrazione di quelli gia esistenti (ad
esempio, Umbria, Calabria). La regione Veneto peoev con un finanziamento diretto al
proprio modulo.
Nel corso del primo anno e stato attivato un modatomposto da 5 apiari di 10 alveari ciascuno)
per ogni regione, ad eccezione di alcune regio® bhanno attivato un loro programma di
monitoraggio: Lombardia (50 apiari), Friuli Venegaulia (10 apiari) e Piemonte (10 apiari).
Nel 2009 non sono stati segnalati casi di moripapslamento, ad eccezione della stazione CLB 2
di Rossano Calabro, limitrofa all’area agrumicolellal Piana di Sibari, dove si e verificata
un’elevata moria di api in concomitanza con laifioa degli agrumi.
Sulla base della rete di monitoraggio APENET, lartal@ga invernale 2009-2010 si € attestata al
17,6% (113 alveari morti su 753). Il dato non sscdista molto da quello nazionale ottenuto
attraverso l'utilizzo di specifici questionari, base ai quali la mortalita per lo stesso periode si
attestata al 19,5% (2.437 alveari morti su 12.933).
Le analisi dirette alla ricerca di agenti di makatsi sono concentrate $dosema apisNosema
ceranaee sui virus. | risultati ottenuti indicano unafdgione endemica in tutte le regioni italiane
del fungo (Microsporidia)Nosema cerangeche ha quasi completamente sostituito la specie
presente precedentemenioéema apis)con I'eccezione di un apiario della provinciaBdilzano,
dove sono state rinvenute entrambe le specie. &g realizzata e tutt'ora in corso, ha consentito
di confermare le prime segnalazioni, risalenti @2, in merito alla presenza Ni ceranaeanche
in Italia e di definirne la reale diffusione sulrieorio nazionale.
Per quanto riguarda i virus, € stata rilevata Esenza, singolarmente o in differenti combinazioni
tra loro, del virus delle ali deformi (DWV), delrus della cella reale nera (BQCV), del virus della
covata a sacco (SBV), del virus della paralisi marfCPV), del virus della paralisi acuta (APBV).
In nessuno degli alveari sottoposti ad analisia@astiscontrata la presenza del virus iridescente
delle api (AlV), del virus Kashmir (KBV) e del visusraeliano della paralisi acuta (IAPV).
Questo riscontro ha evidenziato come i principalisrdelle api siano presenti anche in Italia, come
peraltro nel resto dell’Europa. In particolare, nebktro paese é rilevante soprattutto la presenza d
DWV e di BQCV.
E’ la prima volta che in Italia si realizza un’irglae su tutto il territorio nazionale diretta allo
studio della presenza dei virus delle api con wenbiomolecolari. Infatti, gli studi precedentiec
risalgono ormai a parecchi anni fa, oltre ad eskei&ati solo ad alcune regioni, si basavano ancge
su metodiche di microscopia elettronica e sier@ode uniche disponibili, in passato, per la
determinazione della presenza di questi agentiadiitia.
Le conoscenze acquisite sulla distribuzione deisvitelle api appaiono decisamente interessanti e
costituiscono un’ottima base di partenza per wtestudi.
Le analisi chimiche eseguite su campioni d’api eelia dirette al rilievo di residui di pesticidi
organofosforati, organoclorurati, carbammati e msaimoidi non hanno rilevato presenze
significative di dette sostanze. Questi risultame indicativi di una situazione favorevole per il
settore dell’apicoltura, ad eccezione ovviamenigidenti di moria acuta registrata in specifiche
situazioni, anche al di fuori della rete di morgtpgio e rilevati attraverso il sistema delle
segnalazioni.

1.1 Il sistema delle segnalazioni

Un importante strumento a supporto del monitoraggiguello costituito dalle segnalazioni, che
permettono di rilevare eventi anomali in alveare aion fanno parte della rete. Il sistema delle
segnalazioni prevede che l'apicoltore riporti aln®ao Veterinario dellASL competente per
territorio I'episodio di mortalita e che lo steg@oceda al necessario sopralluogo, alla raccolta di
campioni, alla loro adeguata conservazione (-20&C)all'invio al laboratorio dell’lstituto



Zooprofilattico Sperimentale delle Venezie per talei del caso, in collaborazione anche con la
rete APENET.

In passato, e in particolare nella primavera d€l820e segnalazioni spopolamento o di mortalita
degli alveari da parte degli apicoltori sono sthtfondamentale importanza per 'individuazione e
la quantificazione delle morie causate dalla serdimaais conciato. Nella primavera 2008, tutte le
185 segnalazioni sono avvenute in concomitanzdaceamina del mais e dei 132 campioni raccolti
e analizzati, il 57,5% é risultato positivo ai nemtinoidi usati per la concia delle sementi di snai
Nel 2009 sono state registrate tre segnalaziomyiddue ufficiali pervenute al Servizio Veterirari
durante il periodo della semina del mais, ed ureataon ufficiale giunta direttamente al CRA-API:
tutte e tre sono risultate connesse all’'utilizza aatorizzato di sementi di mais conciato.

Nel corso della primavera del 2009, altri 7 campiooilegati a segnalazioni non associate alla
semina del mais sono pervenuti ai servizi veterinBr questi, 5 sono risultati positivi ai
neonicotinoidi, ma, a differenza degli altri cd®yento e risultato essere causato dall’utilizzm n
corretto di prodotti spray a base di neonicotinoiei frutteti. Per gli altri 2 campioni le analisdn
hanno rilevato presenza di residui.

Relativamente alla primavera 2010, le segnalazi@rabella 1) non hanno riguardato aree
maidicole. Inoltre si evidenzia come in 16 dei 2&icsegnalati ci sia stato anche il coinvolgimento
dei servizi veterinari delle AASSLL competenti perritorio.

Tabella 1 -Numero di segnalazioni pervenute ai servizi vetaiinelle primavere 2008, 2009 e 2010 in aree
maidicole e non (Fonte IZS delle Venezie).

N. di segnalazioni in Segnalazioni in aree
. aree maidicole non maidicole
Regione Primavera| Primavera| Primavera . .
2008 2009 2010 Primavera 2009| Primavef®10

Lombardia 40 1 - nd
Piemonte 8 - 2 nd
Emilia-Romagna 7 1+1* - 2%* + 3*
Veneto e Trentino 20 - 3 gr**
Bolzano - 2
Friuli Venezia Giulia 110 - 1 1
Calabria 0 - 1 1+ 2*
Basilicata - 1
Sardegna 1
TOTALE 185 2+ 1* 0 7 16 + 5*

* Segnalazioni non ufficiale

** Una delle 2 segnalazioni riguarda una postazideléa rete Apenet

*** |In due casi si e rilevata la presenza di: 1.iAphiametoxan, Penconazolo; 2. Api: Acetamipriéipglie:
Acetamiprid, Iprodione, Tebuconazolo; le analisyldealtri campioni sono in corso.

nd = a seguito di contatti diretti (2/7/10) corzEAPLV (Asti) e IZSLER (Brescia) non risultano
comunicazioni ufficiali di morie

1.2 Conclusioni

Da guanto esposto, e soprattutto per il raddopplte degnalazioni pervenute quest’anno rispetto
allo scorso, si ritiene che il sistema integratanittyaggio-segnalazioni, cosi come configurato, sia
in grado di fornire adeguate informazioni sullotstdi salute degli alveari presenti sul territorio
nazionale con particolare riferimento a specifigeati di malattia e ai residui di pesticidi poskibi
cause di mortalita degli alveari. Ad oggi i rilevanti effettuati hanno evidenziato che la presenza
di nosema e di virus delle api, in assenza di wesdl pesticidi, non sono stati causa di
spopolamenti o0 morie di api e alveari. Al contrate segnalazioni di morie di api in forma acuta
sono state associate alla presenza rilevanteidurel pesticidi.
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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 cdoaian 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'utilita produttiva ed agronomidella concia del mais;

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

Per quanto riguarda la polverosita del seme, estata valutata sottoponendo dei campioni di seme

al test di Heubach.

La quantificazione delle polveri da abrasione dispedurante la semina € stata effettuata sia in

prove a punto fisso che in prove di campo, utilimta una seminatrice pneumatica munita di un

sistema di tubi deflettori.

Le osservazioni sulle api sono state effettuatecardo delle prove di semina in campo disponendo

delle gabbiette spia intorno a ciascun campo drgro

Tali attivita sono di seguito descritte in dettagli

Per quanto riguarda la valutazione dell'utilita guttiva ed agronomica della concia e la

valutazione della persistenza nel suolo e dellaldcazione dei principi attivi nei tessuti della

pianta, i risultati non sono al momento disponilniliquanto, al momento della redazione della

presente relazione, la coltura si trova ancorani fase fenologica precoce. Pertanto, i dati kelati

a tali attivita potranno essere disponibili a faieo (settembre-ottobre).

2.1 Test di polverosita del seme

In base al Protocollo per il test di HeubaBregcription of the Heubach method for the eternimat

of the fine dust quantity of corn seeds treatedh witecticides, Author: JKI Institute for Plant
Protection in Agriculture and Grassland, BraunscigydDecember 2008 il seme conciato deve
essere campionato alla fonte, dal flusso diretmafezionamento e, successivamente condizionato
per almeno 48 h a temperatura e umidita relatissaci.

La finalita del test non é verificare la risponderdei dati dichiarati dall'industria, ma forniretida
relativi all'evoluzione del prodotto nel suo normalammino dallo stabilimento all’azienda, dato
guesto che torna utile all'industria stessa.

In questo contesto il test & stato ripetuto in madalogo a quanto fatto nel 2009 su seme ibrido di
mais PR32G44, fornito da Pioneer Hi-Breed, sotttp@dlo stesso trattamento conciante con i
guattro principi attivi utilizzato nel 2009. |l seng stato conferito al CRA-ING il giorno 3 Marzo
2010. | campioni di seme da sottoporre al test elubhch sono stati immediatamente prelevati e
conservati secondo quanto indicato nel suddetttopodo. Il test e stato eseguito il giorno 17
Marzo 2010. | risultati sono riportati nella TalaeR, dove vengono anche confrontati con i dati
forniti dal produttore.

Le quantita di polvere fine (Tabella 2, colonnegimassetto), quella cioé trattenuta dal filtro del
cilindro di Heubach e sulla quale viene fatta lautazione, € risultata piu bassa di quella dich&ra
dal produttore.

Oltre alle polveri fini, & stata quantificata andhefrazione di polvere grossa, non intercettata da
filtro dello strumento, che si deposita sul fonds tecipiente di vetro dello strumento, la quale
rappresenta circa il 90% della polvere totale éstra

A titolo indicativo, associando quantita di polvéiree e dosi/seme (moltiplicando i relativi valani
Tabella 2) si ottiene una graduatoria secondo &egla maggiore quantita di p.a. dispersa con la
polvere da abrasione si ha per il clothianidin (beuale si produce piu polvere e si applica una
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dose maggiore), seguito nell’ordine da imidaclopriliamethoxam e fipronil. Sebbene tali
osservazioni siano riferite a condizioni di laborai, differenti da quelle operative, esse sono
risultate utili nella successiva valutazione dsultiati delle prove di semina.

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

dati forniti dal produttore dati rilevati CRA-ING
Nome prodotto
commerciale . .
(principio attivo) Pol(\;ielztrr((a)flne Dose p.a., POléﬁtrfofme’ Polvere Polvere totale,
Heubach) g/q mg/seme Heubach) g/q grossolana, g/q a/q

Gaucho
(imidacloprid) + 1,100 1,000 0,875 10,83 11,71
Celest
Poncho
(clothianidin) + 2,430 1,250 1,833 19,16 20,99
Celest
Cruiser
(thiamethoxam) + 1,200 0,600 0,950 5,00 5,95
Celest
Regent (fipronil) | 4 7g9 0,500 0,723 9,08 9,81
Celest

Infine, il test di Heubach é stato effettuato ansheun campione del seme delle prove del 2009,
conciato con clothianidin, prelevato da una comfeeiintegra. Il test ha fornito un valore di
polverosita di 1,248 g/q, analogo a quello ottemebtest condotto al CRA-ING in occasione delle
prove del 2009 (Maggio 2009). Cio testimonia lebsita del trattamento nel tempo, come si era
detto anche nelle conclusioni della relazione d#liVita 2009. Lo stesso seme da cui é stato
prelevato il suddetto campione, e stato sottopadtana “semina” a punto fisso, che ha consentito
di raccoglierlo in recipienti collocati sotto glileenenti di semina e quindi € stato provato
nuovamente al cilindro di Heubach. In questo casasultato € stato di 3,998 g/q. Nella remota
prospettiva di poter effettuare uno studio sull@angnto, la differenza fra i due valori potrebbe
costituire un parametro per stimare il tipo di “tr@tamento” che il seme subisce nel passaggio

nella seminatrice e la capacita del processo diiaati resistere ad esso.
2.2 Prove a punto fisso

Le prime esperienze su seminatrici a punto fissw siate condotte al CRA-ING dall’inizio del
2008, nella convinzione che da esse si possance trargliori informazioni relativamente al
comportamento delle stesse in relazione al probleggetto di studio. Lo sviluppo di un sistema
per la prova a punto fisso e la valutazione di mamee dispositivi finalizzati all'abbattimento el
guantita di polveri da abrasione disperse costituiparte dell’attivita prevista nella scheda di
ricerca del progetto APENET. Nel corso primo ann@rdbgetto tale attivita non ha potuto avere
I'attenzione necessaria a causa dell’emergenzaiisi@ dovuto operare, tuttavia € stato possibile
sviluppare alcuni dispositivi da utilizzare nel sodel secondo anno.

2.2.1 Obiettivi

Obiettivo principale € la realizzazione di un sistein grado di determinare condizioni di prova
controllabili e ripetibili per l'osservazione delomportamento delle seminatrici pneumatiche
equipaggiate o meno con modifiche atte all'abbattito delle quantita di polveri da abrasione
disperse in ambiente. Tale sistema di prova hadeenti finalita:



- Determinazione delle concentrazioni dei diversngipi attivi a terra e nell’aria a varie distanze
dalla seminatrice provata sia in condizioni stadadre con eventuali modifiche;

- Confronto obiettivo fra diverse macchine, diversedifiche ecc., premessa per un ipotetico
sistema di certificazione delle stesse.

2.2.2 Materiali

E’ stata utilizzata una seminatrice di precisiomeymatica a sei file (sesto di semina: 0,75m x
0,18m, 75000 semi /ha) Gaspardo Magica (Figura,ldétata di un sistema di 4 tubi deflettori che,
a due a due, convogliano l'aria espulsa dal veantéaposteriormente ai due assolcatori centrali
(Figura 1-B e C). Qui la polvere, schermata dai dersoi degli assolcatori, viene indirizzata nel
solco e parzialmente ricoperta dal terreno doppassaggio. Il sistema € stato fornito con la
macchina dal costruttore. Non é di tipo universala,dedicato. Un’osservazione importante & che
sulla seminatrice Gaspardo Magica, a causa dedlasButtura e conformazione, non & possibile
montare il dual pipe deflector fornito da Syngenéh 2009, molto ingombrante. La seminatrice e
stata posta nella zona di prova, sollevata da terallegata ad un trattore per I'azionamento del
depressore mediante presa di potenza. Il regini@ plel.p. e stato regolato in modo da ottenere una
depressione di 45 mbar.

Figura 1 - A) seminatrice utilizzata nelle prove; B) partia@alel ventilatore con bocchetta rivolta verso il

basso sulla quale € applicata la modifica delldegs@ano visibili due dei quattro tubi deflettori) Que dei
guattro tubi deflettori che terminano dietro gléaleatori.

E’ stato impiegato seme di mais conciato di cié detto al punto 1, preventivamente sottoposto a
test di Heubach per la determinazione della pobitxo

Per I'azionamento del sistema di distribuzionesighe da fermo, simulando la velocita di semina
in campo, é stato utilizzato un motore elettrictiegato all’albero di trasmissione del moto dalla
ruota motrice agli organi di distribuzione (Figutad). Mediante un inverter e possibile regolare a
piacimento la velocita di rotazione della ruota nwet in modo da ottenere la velocita periferica
(corrispondente alla velocita di lavoro) desiderdfa stata adottata la velocita di 6 km/h. La
superficie di prova €& in cemento. Nel caso dellevercon la modifica, allo scopo di simulare
I'effetto schermante dell’assolcatore e del terrenoondizioni di campo, immediatamente sotto ai
due assolcatori centrali sono stati posti dei ieaipin plastica rivestiti con sacchetti di jutagmati

per trattenere la polvere nei confronti di possthbilbolenze (Figura 2-B).

La zona nella quale la prova € stata effettuataedmvessere necessariamente protetta. Essa €
schematizzata nella Figura 3 ed é stata ricavata @mmpio e lungo portico della struttura del CRA-
ING avendo cura di chiudere il lato esterno con @i La Figura 4 mostra un atomizzatore
modificato (nell’angolo in basso a sinistra) allcogo creare condizioni controllate di velocita
dell'aria, la seminatrice sotto vento e successerm la zona monitorata con piastre Petri e
campionatori d’aria a varie distanze. Le condizidnivento, temperatura e umidita sono state
rilevate in continuo da appositi strumenti collocegila zona di prova.



S

- i el S

Figura 2 —A) motore elettrico per I'azionamento del dispasitdi semina da fermo con macchina sollevata
da terra; B) sotto I'assolcatore & stato posiziomgx recipiente rivestito con un sacchetto di hagnato per
proteggere la polvere dalle turbolenze, simulaadsituazione reale di campo.
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Figura 3 —Schema dell’organizzazione delle prove a puntmfike piastre Petri sono state poste, rispetto al
lato destro della seminatrice, a distanze muliijgia larghezza di semina (4,5 m, 9 m, 13,5 m, 136 m)

su tre file distanti fra loro 1,5 m. | tre campitmd d’aria sono stati posizionati lungo la filanteale a 5 m,

10 m e 20 m. L’area in giallo rappresenta la zonaainpionamento. La sua larghezza, pari a 4,5 m é
determinata dalla distanza di 1,5m fra le tredilésulta importante per I'elaborazione dei dati.

Figu}a 4 —Zona di prova a pto fisso. A) e visibile la seatiite sollevata da terra e nell'angolo in basso a
sinistra I'atomizzatore utilizzato per generareeihto; B) nella vista dal fondo sono visibili leaptre Petri e i
campionatori d’aria alle varie distanze.
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2.2.3 Metodi

Sono state condotte prove preliminari allo scopo di

- individuare la piu idonea distanza fra ventilat@eseminatrice in grado di consentire la
maggiore uniformita della velocita dell’aria inttuta zona di prova.

- definire le piu opportune distanze di campionamelaita seminatrice .

- effettuare una mappatura della velocita dell’agiadiente) nell’ambiente di prova.

- verificare la ripetibilita delle condizioni di prav

Prove effettuate

Seminatrice con e senza modifie®er I'osservazione della deriva della polverabliasione nelle
due condizioni, in ambiente controllato € statotedo uno schema che ricalca quello proposto
nelle prove condotte in campo sia in ambito APENE&fivita 2009), sia da Syngenta e Bayer
(quest’ultima fa riferimento al document®BA Drift Guideline, Part VII, 2-1.1, 1992, “Measng
direct drift when applying liquid plant protectigoroducts outdoor9. Al suddetto schema sono
stati apportati alcuni adattamenti riferiti allendizioni controllate. Esso prevede il posizionarment
di una serie di tre pastre Petri, con una soluzthirecetonitrile e acqua, per ogni distanza (rdiev
della concentrazione di p.a. a terra nella zonmgemnto alla seminatrice). Vicino alle piastre Retr
lungo la striscia centrale & stata anche utilizeai@ serie di tre campionatori d’aria per rilevere
concentrazione di p.a. nell’aria (ppb) a varie ahge. | dettagli sono riportati in Figura 3. Le
distanze di campionamento adottate per le piagthe $bno multipli della larghezza di lavoro della
seminatrice. Questa scelta ha lo scopo di semgidi¢elaborazione dei dati secondo uno schema
di calcolo che fornisce una stima dellandamentitadsoncentrazione di p.a. che si otterrebbe in
campo in condizioni (velocita di lavoro, velocitaieezione del vento) corrispondenti a quelle della
simulazione a punto fisso.

Utilizzo dei campionatori d’aria= Essi devono dare indicazioni sulla diffusiondl’aga delle
polveri soggette a deriva. Non esiste una metoamldgriferimento specifica per applicazioni in
campo agricolo poiché questo genere di rilievnalizzato alla valutazione della qualita dell’ana
ambienti di lavoro generalmente di tipo industridl@altezza da terra di 1,7 m, adottata nelle prove
di campo del 2009 per il posizionamento delle ckgsan i filtri, derivava dalle indicazioni della
normaUNI CEN TR 15547:200@ corrispondea quella media di un operatore che respira in tale
ambiente; essa € stata mantenuta nel caso delle grcampo. Per una maggiore corrispondenza
con le condizioni di volo delle api I'altezza dinspionamento € stata portata a 2 m Per il filtraggio
dell'aria sono stati utilizzati dischetti filtro IRTFE Millipore da a 0,2 um, con diametro di 37 mm.
Il campionamento € stato effettuato impostande strumenti su una portata d’aria di 5 I/min.

Le prove hanno riguardato i quattro principi attimidacloprid, clothianidin, thiamethoxam e
fipronil. La seminatrice e stata provata con e adazmodifica descritta in precedenza. Riguardo al
Suo posizionamento, come gia detto essa e stdévatal da terra per consentire la rotazione della
ruota motrice alla velocita di 6 km/h. Per ogni dizione di prova sono state effettuate tre
ripetizioni. La quantita di seme distribuita € atai una dose (25000 semi) per ogni ripetizione,
corrispondenti a 3333 il campionamento aveva inizio all’avvio della Seene proseguiva, dopo

la fine della semina, per altri 5 minuti per cortgenla dispersione/deposizione della polvere
presente nell’aria (nelle prove di campo tale vado di tempo aggiuntivo era di 15 minuti). Dopo
ciascuna ripetizione la zona di prova veniva ademante ripulita dai residui di polvere e principi
attivi mediante aspirazione.

Trattamento e analisi dei campienCon riferimento alle piastre Petri, i campioanse stati trattati
secondo le indicazioni fornite dall'industria afiizio del progetto APENET. Le soluzioni di
acetonitrile contenenti le polveri depositate ddaoprova di semina, sono state conservate in
congelatore e al riparo dalla luce. Le analisiaanpioni sono state effettuate presso il CRA-PAV
di Roma secondo il metodo HPLC MS/MS, applicandm&todologie messe a punto dalle societa
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produttrici per I'imidacloprid e gli altri principattivi e presentate al momento della registrazione
del prodotto. Metodo analogo é stato adottato’paalisi dei filtri dei campionatori d’aria.

Elaborazione dei risultati delle analisilnnanzitutto occorre ricordare che i risultagile analisi
forniscono dati relativi ad una superficie teorggninata di un terzo di ettaro, concentrati su una
zona di campionamento larga 4,5 m e lunga 22,5uamtita attese di principio attivo sono quindi
molto elevate e questo costituisce uno dei mowviiguali in queste prove non sono state previste
osservazioni sulle api, in quanto non riferibit@ndizioni reali di esposizione.

Con riferimento alle piastre Petri, i risultati leéinalisi hanno fornito la quantita di p.a. conten

in ciascuna piastrau@/piastra). In primo luogo, tale quantita e staferita all’'unita di superficie
(ng/m?). Sulle base delle medie ottenute per ogni distaizampionamento sono state tracciate le
curve che mostrano 'andamento della concentrazadieumentare della distanza dalla linea di
semina, nelle due condizioni di prova.

In base alla velocita di avanzamento (simulatady, lakrghezza della zona di campionamento (area
gialla tratteggiata in Figura 3) e alla durata agdtova, € possibile calcolare il numero teorico di
passaggi effettuati dalla seminatrice davanti ztlaa di campionamento. Dividendo per tale valore
la concentrazione per unita di superficie si otida quantita di p.a. per metro quadrato e per
passaggio {g/m® passaggio), alle varie distanze multiple di 4,5 @onsiderando che ad ogni
successivo passaggio, la seminatrice si allontadébdn dalla zona di campionamento, e possibile
ricostruire la distribuzione teorica ottenibile gampo dopo un certo numero di passaggi. Per tale
motivo sono state adottate distanze di campionamentitiple di 4,5 m. Ad esempio, dopo tre
passaggi, la quantita totale di p.a. che si dowehtere alla distanza di 4,5 m dalla iniziale lidea
semina risultera dalla somma dei tre valori relatigpettivamente, alla concentrazione calcolata a
4,5 m (primo passaggio), a 9 m (secondo passaggia)13,5 m (terzo passaggio). Nel caso
presente, si € preso come riferimento il numergatisaggi (8) corrispondente ad una parcella
avente una larghezza di 36 m BBA Drift Guideline, Part VII, 2-1.1, 1992, “Measng direct
drift when applying liquid plant protection prodscbutdoorsprescrive di effettuare le prove su
parcelle di 3600 mdi 36 m di larghez2a adottatanelle prove di campo degli anni precedenti
(APENET 2009 e altri). In base a questo metodopatiesndo di sole cinque distanze di
campionamento (fino a 22,5 m) sarebbe possibitestiaire la distribuzione limitatamente a cinque
passaggi. Tuttavia, disponendo delle serie di @ngalori medi che descrivono la variazione lungo
la zona di campionamento, utilizzando le funzioniregressione di ciascuna serie, € possibile
calcolare le concentrazioni probabili relative aspaggi successivi al quinto, in modo da avere la
distribuzione dei principi attivi su una larghezhab0 m sottovento alla zona di semina derivante
dall’'esecuzione di 8 passaggi. Teoricamente, tedequlimento puo essere applicato per qualsiasi
numero di passaggi e qualsiasi distanza dalla tineamina.

| valori forniti da questo tipo di elaborazione smtati confrontati con quelli di prove di campd de
2009 nei quali si sono avute condizioni di ventoe@one e velocita) assimilabili a quelle delle
prove a punto fisso.

Per quanto riguarda i filtri dei campionatori darile analisi forniscono la quantita di p.a.
intercettata dal filtro (g/filtro). Tenendo conto della durata del campioeatn, del valore di
portata d’aria e della densita di quest’ultima &gdoile calcolare la concentrazione di p.a. ned’ar

in ug/kg (= ppb). In base ai tre punti di campionamenpmssibile tracciare le curve che descrivono
'andamento della concentrazione nell’aria conrezaemodifica. In questo caso I'applicazione di un
metodo analogo a quello sopra descritto per laastiglla concentrazione a terra in condizioni di
campo non e stato ritenuta possibile.

2.2.4 Risultati
L’organizzazione del sistema di prova ha dato tadukoddisfacenti in relazione alle strutture e
attrezzature utilizzate. La schermatura del lateras del portico con teli amovibili nei confronti

pY

del vento esterno é risultata funzionale. L'impiedell’atomizzatore modificato in modo da
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indirizzare tutta l'aria verso il lato destro conte di creare condizioni costanti e ripetibili di
velocita e direzione del vento. Unica precauzioaesservare € attendere alcuni minuti, prima di
iniziare la prova di semina simulata, in modo dhkigsso d’aria si stabilizzi lungo tutto il tunnel

La direzione é risultata sempre perpendicolare ditazione di semina. Nella Tabella 3 sono
riportati i valori della velocita del vento rilevat varie altezze in vari punti del tunnel.

A valle della seminatrice, e stato osservato cheelacita del vento a 2 m da terra, dopo un valore
di 2,5 m piu vicino alla seminatrice, si attestavalori di circa 1,7 m/s lungo tutta la zona di
campionamento. In corrispondenza delle piastrei,Rgtino al suolo, si osserva una maggiore
variabilita dovuta alla presenza della stessa samiie e, soprattutto, delle ruote posteriori del
trattore, che schermano in particolare le piaststgpa 4,5 m 9 m e 13,5 m della fila n. 3. La
velocita del vento a livello del terreno é di cidcd m/s. Tuttavia il valore indicato risulta ricente

in numerose delle prove di campo svolte nel 2009.

Tabella 3- Andamento della velocita del vento in varia putgi tunnel e a varie altezze.

Posizione del rilievo o
velocita del
(lato destro della .
. ) ventoalm velocita del vento a terra
seminatrice assunto note note
RN da terra (m/s)
come origine (=0)
(m/s)
(m)
sul lato sinistro
45 375 della semlnatrlce i
verso il
ventilatore
sul lato destro - .
della seminatrice vicino estremita .
0 2,9 4 1 tubo deflettore di
verso la zona di
destra
prova
5;)32&22333;:2%0 velocita del v_elpcna_del vento a terra
aesl ventoa 2 m vicino piastre petri (m/s)
seminatrice assunto note note
. - da terra : ' .
come origine (=0) flal fila2 fila 3
(m/s)
m fil |
La fila 2 € centrale
4.5 2,5 2,6 15 0 in corrispondenza
degli organi di
9 1,75 2,1 1,65 0 semina. Lafila3eé
in corrispondenza
13,5 1,75 1,6 1,65 0,4 delle ruote posteriori
al centro della del trattore ed &
18 155 zona di prova 15 17 12 Schermata da queste:
’ ' ’ " alle distanze minori
il vento & assente e
questo si ripercuote
22,5 1,7 15 1,65 1,2 sulle quantita di
principi attivi
rilevati

Risultati delle analis Le analisi del contenuto delle piastre Petri lvafamnito i valori in termini

di ug/piastra Petri riportati nella Tabella 4, con &xgentuali di abbattimento della concentrazione
in seguito all'impiego della modifica. Per quantguarda la concentrazione nell’aria, e stata fatta
una elaborazione analoga alla precedente. Le daadhtiprincipi attivi nell’aria sono in media
decisamente inferiori nel caso di utilizzo di mazhf in tutti i casi tranne per il fipronil in ca
distanza di 20 m dalla linea di semina si é ris@otun aumento.

13



Tabella 4 - Confronto delle quantita dei diversi principi attintercettate dalle piastre Petri con seminatrice
modificata e non modificata (media + errore staddar= 9).

Concentrazionamidacloprid a terra

(ng/piastra Petri) 17
Distanza dalla linea di Riduzione

(media = errore standard) concentraziong

semina (m) Seminatrice non  Seminatrice aterra (%)
modificata modificata

4.5 282 + 056 099 =+ 0,15 65%

9 1,88 + 0,34 | 0,35 + 0,05 82%

13,5 1,06 + 0,13 ]| 0,25 + 0,06 76%

18 08 + 0,15| 0,31 + 0,07 63%

225 0,72 + 0,22 | 0,09 # 0,01 87%

Concentrazionelothianidin a terra

(ng/piastra Petri) Riduzione

Distanza dalla linea di . .
(media = errore standard) concentraziong

semina (M
™ Seminatrice non  Seminatrice aterra (%)
modificata modificata

45 574 + 100| 2,74 + 0,63 52%
9 320 + 0,30 1,20 + 0,15 66%
13,5 219 + 0,22 0,96 =+ 0,16 56%
18 145 + 0,07 0,86 =+ 0,08 41%
22,5 1,00 + 0,07 | 0,81 + 0,06 20%

Concentrazion¢hiamethoxam a

terra (1g/piastra Petri) Sy
Distanza dalla linea di Riduzione

(media * errore standard) concentraziong

semina (m
™ Seminatrice non  Seminatrice aterra (%)
modificata modificata

4,5 275 + 057 1,95 =+ 0,55 29%
9 227 + 026 1,28 + 0,12 44%
13,5 1,20 + 0,26 | 053 * 0,10 56%
18 156 + 0,24 | 052 + 0,04 66%
225 0,41 + 0,06 | 0,25 + 0,03 39%

Concentrazionépronil a terra

(ng/Piastra Petri)

Distanza dalla linea di Riduzione

(media + errore standard) concentraziong

semina (m
™ Seminatrice non  Seminatrice aterra (%)
modificata modificata

4,5 430 + 0,68 154 + 0,32 64%
9 256 + 025 0,99 + 0,12 61%
13,5 1,28 + 0,11 | 0,67 =+ 0,05 48%
18 0,48 + 0,03 | 0,27 + 0,04 44%
225 0,28 + 0,03| 0,14 =+ 0,02 50%
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| dati che hanno originato la Tabella 4 sono stattoposti ad analisi statistica della varianza a
schemi fattoriali per ogni distanza di campionaraeltre alle ripetizioni, sono stati considerati
come fattori di variazione le posizioni (fila 1,3), delle piastre Petri su ogni distanza (Tab&)la

la presenza o meno di modifica sulla seminatridenterazione fra questi due fattori. | risultati
dell'analisi sono riportati nella Tabella 5.

Tabella 5 -Risultati dell'analisi della varianza sui dati esti a terra nelle prove a punto fisso.

Analisi della varianza - Grado di significativita alle varie distanze
45m 9m 135m 18 m 225m
cause variazione
F tavole F tavole F tavole F tavole F tavole
F calc Ris. | F calc Ris. | F calc Ris. | F calc Ris. | F calc Ris.
p=005p=001 p=1005p=0,01 p=1005p=001 p=005|p=001 p=005p=001
Ripetizioni (3) 024 | 19,39 | 9940 276 | 19,39 | 99.40 246 | 19,39 | 9940 293 | 19,39 | 99.40 119 | 19,39 | 99,40

£

-'g Posizioni (3) 964 | 410 | 7,56 22,09 | 410 | 756 903 | 410 | 7,56 096 | 410 | 7,56 083 | 410 | 756

o]

E Sem M -Sem NM 1382 | 496 | 9.65 17169 496 | 965 59,92 | 496 | 9,65 3663 | 496 | 965 451 | 496 | 965

o
Interaz. Sem./Pos. | 219 | 4,10 | 7,56 639 | 410 | 756 715 | 410 | 756 020 | 410 | 756 014 | 410 | 756
ripetizioni 0,24 | 19,39 | 99,40 2,76 | 19,39 | 99,40 246 | 19,39 | 99,40 293 | 19,39 | 99,40 119 | 19,39 | 99,40

b=}

'g'- posizioni 964 | 410 | 756 2209 | 410 | 756 903 | 410 | 756 096 | 410 | 756 083 | 410 | 756

o

% MM/ MNM 1382 | 496 | 965 171,59 | 4,96 | 965 59,92 | 496 | 9,65 36,63 | 496 | 965 451 | 496 | 965
int. Macch./Pos. 219 | 410 | 7,56 6,39 | 410 | 756 715 | 410 | 7,56 0,20 | 410 | 7,56 014 | 410 | 756
ripetizioni 118 | 19,39 | 99,40 1,31 | 19,39 | 99,40 087 | 19,39 | 99.40 0,20 | 19,39 | 99,40 248 | 1939 | 99,40

£

% posizioni 814 | 4,10 | 7,56 785 | 410 | 756 17,28 | 4,10 | 7,56 1,78 | 4,10 | 7,56 026 | 410 | 756

k]

E MM/ MNM 288 | 498 | 965 2726 | 496 | 965 1543 | 496 | 9.65 5068 | 496 | 965 6,37 | 496 | 985
int. Macch./Pos. 056 | 410 | 7,56 476 | 410 | 756 569 | 410 | 756 085 | 410 | 7.56 009 | 410 | 756
ripetizioni 214 | 19,39 | 99,40 147 | 19,39 | 99,40 088 | 19,39 | 99,40 042 | 19,39 | 99,40 092 19,39 | 9940

E | posizioni 12,90 | 4,10 | 7,56 686 | 410 | 7,56 397 | 4,10 | 756 055 | 410 | 7,56 025 | 410 | 756

o

2 | MMIMNM 44,04 | 496 | 965 56,01 | 496 | 965 3496 | 496 | 9,65 14,31 | 496 | 9,65 1165 | 496 | 965
int. Macch.iPos. 210 | 410 | 756 067 | 410 | 756 016 | 410 | 756 022 | 410 | 756 072 | 410 | 756

Legenda
non significativo
| significativo per p=0,05
_ significativo per p=0,01

Dai risultati in Tabella 5 si possono trarre lewsagi indicazioni:

- la variabilita legata alle ripetizioni non & maysificativa, a conferma della bonta del sistema di
prova relativamente al controllo delle condizionptbva,

- la posizione delle piastre Petri € un fattore inguatie di variabilita (responsabile spesso di
differenze significative al 99%) il cui peso teraleliminuire al crescere della distanza, a conferma
di quanto descritto in precedenza, sull’azione sohete della stessa seminatrice e soprattutto del
trattore.

- Le differenze dovuta alla presenza della modificquasi sempre altamente significativa. Fa
eccezione il caso del thiamethoxam a 4,5 m (nelegsiaé rilevata una elevatissima variabilita
legata alla posizione, relativamente alla quale madifica ha un effetto poco evidente);
allaumentare della distanza di campionamento jfferdnze sembrano stemperarsi risultando non
significative per il clothianidin a 22,5 ma e sifigativo al 95% per il thiamethoxam, sempre a 22,5
m.

Si puo quindi concludere che anche dal punto davssatistico, la presenza della modifica alla
seminatrice risulta essere un fattore significatned determinare il livello di concentrazione di
principio attivo sulla superficie del terreno.
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Per quanto riguarda le concentrazioni nell’aridati sono stati trattati analogamente a quanto fatt
in precedenza per le concentrazioni a terra. ltagwsono riportati nelle Tabelle 6 e 7.

Le quantita di principi attivi nell’aria appaiono media decisamente inferiori nel caso di utilidzo
modifica in tutti i casi tranne che per il fipromiér il quale, a distanza di 20 m dalla linea dnis&

si e riscontrato un aumento (Tabella 6). Dal pufiteista statistico, le differenze sono risultate
significative (analisi della varianza, Tabella BJssnel caso del clothianidin (5 m e 10 m) e del
thiamethoxam (10 m), probabilmente per effettdodehisso numero di valori a disposizione.

Tabella 6 -Confronto delle quantita dei diversi principi atiintercettate dai
campionatori d’aria con seminatrice modificata e nwdificata (media +
errore standard, n = 3).

Concentrazion@midacloprid
nell’aria (ppb)

Distanza dalla linea : Percentuale di

di semina (m) (media + errore standard) abbattimento

Seminatrice n0||1 Seminatrice

modificata modificata
5 231+ 065|158+ 0,28 32%
10 1,39+ 0,08 1,00 0,35 28%
20 125+ 0,30 |0,99+ 0,30 21%

Concentrazionelothianidin
nell’'aria (ppb)
Percentuale di
abbattimento

Distanza dalla line
di semina (m)

142

(media % errore standard)

Seminatrice nofl  Seminatrice

modificata modificata
5 517 + 0,27 | 1,16 0,44 78%
10 3,18+ 0,39 | 1,03+ 0,05 68%
20 163+ 0,12 1,12+ 0,27 32%

Concentrazion¢hiamethoxam
nell’aria (ppb)
Percentuale di
abbattimento

Distanza dalla line
di semina (m)

142

(media % errore standard)

Seminatrice nofl  Seminatrice

modificata modificata
5 294 + 045|212+ 0,29 28%
10 2,67+ 055180+ 0,57 33%
20 192+ 029 |11,35+ 0,20 30%

Concentrazionéipronil nell'aria
| | (ppb) |
Distanza dalla lineg media + errore standard Percentuale di
di semina (m) ( la= ) abbattimento

Seminatrice n0||1 Seminatrice

modificata modificata
5 6,80 + 0,40 | 596+ 0,08 12%
10 6,45+ 0,12 | 6,34+ 0,87 2%
20 503+ 033588+ 1,10 -17%
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Tabella 7 -Risultati dell’analisi della varianza sui datiatVi ai filtri dei campionatori d’aria
nelle prove a punto fisso.

Analisi della varianza - Grado di significativita alle varie distanze
5m 10m 20m
cause variazione F tavole F tavole F tavole
F calc Ris. | F calc Ris. | F calc Ris.
p=0,05( p=0,01 p=0,05| p=001 p=005 p=0,01
=
% ripetizioni 17,56 | 200,00 | 4999,00 1,52 |200,00| 4999,00 1,11 |200,00| 4999,00
.‘E
8 MM [ MNM 554.30| 18,51 | 9849 38,29 | 18,51 98,49 322 | 18,51 98,49
=
S |ripetizioni 0,18 |200,00 | 4999,00 1,82 |200,00| 4999,00 1,00 |200,00| 4999,00
'-.E MM I MNM 063 | 1851 | 9849 161 | 18,51 98,49 10,65 | 18,51 98,49
£
g ripetizioni 0,05 [200,00| 4999,00 27,33 |200,00| 4999,00 3,32 |200,00| 499900
.g .
2 |MM/MNM 1,23 | 18,51 | 9849 39,51 | 18,51 98,49 16,71 | 18,51 98,49
=
= ripetizioni 0,70 [200,00| 4999,00 0,57 |200,00| 499900 1,75 |200,00| 4999,00
o
-3
MM MNM 3,71 | 18,51 | 9849 0,01 | 1851 98,49 0,74 | 1851 98,49
Legenda

non significativo

significativo per p=005
- significativo per p=0,01

| valori riportati nelle Tabelle 4 e 6 sono statl®rati allo scopo di tracciare i diagrammi che
descrivono I'andamento delle concentrazioni eatemell’aria nelle diverse condizioni di prova.

In Figura 5, per tutti i principi attivi, con e semmodifica, il contenuto delle piastre Petri dcsta
riferito all'unita di superficie {g/m?). Come indicato in precedenza, i valori si rifedso ad una
guantita di seme corrispondente ad 1/3 di ettapocentrata nella zona di campionamento. Di
conseguenza sono molto elevati e servono ad evatenzosa avviene, nella zona sottovento
rispetto alla seminatrice, nelle condizioni di paouMn particolare si osservano chiaramente le
differenze fra le quantita riscontrate con e senadifica applicata alla seminatrice. La riduzione %
di concentrazione di p.a. osservabile lungo twtaistanza di campionamento € mediamente del
50% (>50 % per imidacloprid e fipronil; <50% pethiamethoxam). | valori nel dettaglio sono gli
stessi riportati nella Tabella 4.

Sulla base dei dati di Figura 5, e anche in sequiitasultati dell’analisi della varianza, in bage
guanto descritto al paragrafo precedente, sonee gdiabvate le curve di previsione della
distribuzione dei principi attivi a terra in condini di campo. Secondo tale elaborazione, la
distribuzione che si sarebbe avuta su parcelleoghala quelle delle prove descritte da Agrofarma
(superficie: 3600 M lato: 36 m; numero di passaggi: 8) alla stessacitda del vento e di
avanzamento avrebbe avuto I'andamento riportatadiagrammi di Figura 6.

In tutti i casi, 'andamento della concentraziomdcolata risulta chiaramente piu regolare di quello
visibile in Figura 5 per effetto della sovrapposim dei vari passaggi. La riduzione della
concentrazione in seguito allimpiego della modifigulla seminatrice € chiara e si mantiene nelle
stesse proporzioni indicate in precedenza. Cordraid i valori osservati per ciascun p.a., essi
rispecchiano quanto riportato in Tabella 2 relatieate alla dose/seme e alla polverosita: questi
due parametri sono maggiori per il clothianidingwto dall'imidacloprid e dagli altri due con
valori simili; per i valori delle concentrazionilcalate si ha la stessa graduatoria (Figura 6).
Quanto all’attendibilita dei valori delle concertiani previste, essi sono chiaramente dello stesso
ordine di grandezza dei valori del 2009, anche seelmente superiori soprattutto per
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imidacloprid (5,8ug/m? contro 4,2ug/m? nel 2009 a 5 m) e clothianidin (9;&y/n? contro 4,5

ng/m?a 5 m nel 2009).

Clothianidin Imidacloprid
~. 700 - o~ 700 ;
Ng 600 | —— Senza modifica E i | BT S—
g —=— Con modifica E{ —=— Con modifica
5 5004 o 500 -
g 5
E 400 E 400 4
£ 300 A £ 3004 \
@ [
2 200 2 200
8 S -
ey - \.\.\:.\_\’
0 o | .
0 45 9 135 18 225 27 0 4.5 9 13,5 18 225 27
Distanza, m Distanza, m
Thiametoxam Fipronil
~ 700 — 700
%, 500 4 —+— Senza modifica %) 600 —+—senza m?fiifica
% 500 4 —=— Con modifica ;1 500 4 —=— con modiifica
5 5
2 400 A S 400 -
E ©
£ 300 A P £ 300 A
8 [
S 200 A | 2 200
(5} 5]
100 A © 100 4
0 | 0
0 4,5 9 13,5 18 225 27 0 4,5 9 13,5 18 225 27
Distanza, m Distanza, m

Figura 5 —Risultati delle prove a punto fisso: quantita dnpipi attivi rilevate all’analisi nelle piastre ®e
alle varie distanze dalla seminatrice riferitewaita di superficie (f).
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Figura 6 —Risultati delle prove a punto fisso: previsiongaebncentrazione a terra in condizioni di campo
effettuata in base ai dati riportati in Figura Bdfiad una distanza teorica di 50 m dal campo dirgerhe
curve sono riferite a 8 passaggi della seminatgoerispondenti 36 m di larghezza di semina) a#oeita

di semina di 6 km/h, con una velocita media detwein 1,5 m/s al suolo e di 1,85 m/s a 2 m da terra
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A tale proposito, € ragionevole pensare che le emnazioni osservate in condizioni di campo
secondo gli schemi degli anni scorsi, ottenuteoimdézioni sicuramente meno favorevoli di quelle a
punto fisso relativamente a velocita e direzionkeveato, possano essere sottostimate, rispetto alla
realta, soprattutto se, nel corso della prova mpm® le condizioni di vento mutano: in tal caso,
l'unico lato sottoposto a campionamento puo risaltaon essere quello maggiormente investito
dalla polvere.

La possibilita di controllare e ripetere le condigidi prova a punto fisso, oltre a consentire una
stima attendibile delle concentrazioni a terra,semte sicuramente una piu obiettiva valutazione del
fenomeno soprattutto dal punto di vista del cortfsole anche da questo punto di vista i risultati
ottenuti nel 2009, relativamente ad un abbattimeinttrca il 50 % della quantita di principi attivi
dispersi sono in linea di massima confermati.

In Figura 7 € infine riportato 'andamento dellancentrazione dei principi attivi nell’aria.

In concomitanza con I'impiego della modifica si@s& la riduzione della concentrazione. L’entita
di tale riduzione e variabile, risultando molto weta per il clothianidin (80% a 5 m) e intorno @l 3
% per imidacloprid e thiamethoxam. Per il fiprosil ha un andamento variabile. | diversi
andamenti osservati potrebbero essere attribddttari come il diverso contenuto di ciascun p.a.
nella polvere e la possibile diversa granulometebe polveri generate (es.: una diversa interazion
fra i quattro p.a. con il trattamento concianterglobe favorire la formazione di polvere pit 0 meno
sottile che si deposita piu 0 meno in ritardo e piineno lontano) la quale farebbe variare |l
comportamento delle polveri soggette a deriva.r&ta comunque di un aspetto che andrebbe
approfondito con uno studio specifico. | valorikigura 7 sono mediamente 10 volte piu elevati
delle concentrazioni nell'aria rilevate nelle pradiecampo nel 2009 a 5 m e 10 m. In questo caso
non e stata effettuata un’elaborazione analogaedlagdescritta per le concentrazioni a terra di
Figura 6 per risalire alle concentrazioni nell’aimacondizioni di campo, poiché i presupposti sono
diversi. Il sistema di prova a punto fisso cossit@, anche sotto questo aspetto, una sorta di
amplificatore degli effetti e delle differenze fn@gacchina modificata e non modificata e come tale
risulta utile.
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Concentrazione nellaria
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(pph)

w

L

4
3 3
el

21 S 21
14 =S 14 e ———
0 T T T T T 0 T T T T T

a 5 10 15 20 25 Q 5 10 15 20 25

Distanza (m) Distanza (m)
Thiametoxam Fipronil
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Figura 7 —Risultati delle prove a punto fisso: andamentoedetincentrazioni dei principi attivi nell’aria
nella zona di campionamento a diverse distanza dalha di semina.
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2.3 Prove di semina in campo

Lo schema di prova ricalca quello applicato nelievp effettuate dall'industria nelle proprie prove
di campo a sua volta mutuato da una metodologidopstudio della deriva di fitofarmaci allo stato
liquido (BBA Drift Guideline, Part VII, 2-1.1, 1992, “Measng direct drift when applying liquid
plant protection products outdogrsLe modifiche al modello sono dettate da motivalg la
necessita di minimizzare l'influenza di fattori amitali, di completare le prove nel piu breve
tempo possibile, nel contenere il numero di anatlai effettuare senza compromettere la
significativita dei risultati, in modo da fornire indicazioni richieste al progetto nei tempi iradic
dai Ministeri competenti (MiPAAF, Ministero dellakite)

In seguito alle esperienze effettuate nel 2009squs essere fatte le seguenti considerazioni:

* Rigiditd del sistema di prove in soluzione unictvdari + piastre Petri) nei confronti delle
variabili meteorologicheCon gli alveari posti attorno alle parcelle di yap non si possono
orientare le stesse e la direzione di semina i ladla direzione del vento e non sempre é
possibile rimandare le prove.

» Lo studio della deriva senza alveasi svincola dalla necessita di seminare in peredione
significativi per la presenza di fiorg puo essere effettuato teoricamente in qualsiasiento,
purché le condizioni di temperatura siano complatiioin la biologia delle api nelle gabbiette,
opportunamente alimentate.

» Tutte le prove sulld@eriva della polvere da abrasiors®no state esequite su parcelle di piccole
dimensioni (1600 M. Si ritiene che queste non siano sufficienti allodio degli effetti sulle
api (sia in gabbiette sia in colonie), per i quabdvrebbero essere incrementate in modo
significativo. Di tale incremento di superficie potbeneficiare lo stesso studio della deriva
(migliore qualita dei dati di concentrazione di.paaterra e nell’aria), svolto in condizioni piu
vicine a quelle reali di semina.

2.3.1 Obiettivi

- valutazione del livello di abbattimento delle paivemesse in presenza di modifiche alle
macchine, in condizioni di campo (validazione dsiesna di prova a punto fisso);

- determinazione della distribuzione a terra dei @.@diverse distanze dal campo di semina;

- determinazione delle quantita di principio attivaptata da api contenute in gabbiette spia
posizionate accanto alle piastre Petri e relazibaequesta e concentrazione di p.a. in quel
punto;

- individuazione delle corrispondenti concentrazidinprincipi attivi nell’aria

2.3.2 Materialie metodi

Per la seminatrice e il seme si rimanda a quaritalgito per le prove a punto fisso (75 cm tralée fi

e 18 cm sulla fila: 75000 semi /ha).

La valutazione degli effetti delle modifiche allansinatrice é stata fatta in prove di campo nelle
guali e stata studiata la deposizione di polveralgtasione (con il relativo contenuto di principio
attivo), a livello del terreno, in seguito alla seendi campi di prova. Contemporaneamente si €
osservato l'effetto dell’esposizione alle stessaame di api contenute in gabbiette spia.

Poiché l'effetto di deriva e influenzato dalla presa di vento (velocita e direzione), allo scopo di
contenerne gli effetti & stato adottato lo scheipartato in Figura 8, che prevede, per ciascun
principio attivo, la semina di un unico campo capexficie di 3-4 ha, che si reputa piu significativ
delle parcelle delle precedenti esperienze nelleragnare la eventuale contaminazione della zona
circostante. La zona di campionamento per la detezione della concentrazione di principi attivi
al suolo era rappresentata da una fascia di 20aemcicbonda il parcellone. Riguardo invece alla
concentrazione nell’aria, disponendo di soli trenpeonatori d’aria, essi sono stati posizionati alle
stesse distanze delle piastre Petri, sul lato theoanento della prova risultava sottovento. Essi
erano regolati su una portata d’aria di 4,5 |/mie prove si sono svolte in parte (4 su 8) su terre
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messi a disposizione dal CRA-PCM, limitrofi al CRRG di Monterotondo. La coltura di mais su

tali appezzamenti e stata portata avanti normaknetdll’azienda del CRA-PCM, che ha
provveduto ad effettuare I'irrigazione e le norn@lre colturali.

200 m 5
i HARA ARG ARG RRATIATA T Dettaglia delvarea di
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}HIHHIlhllII|I||'I||||I|||}|||.:I|I||j||||||I||}||n||||| (plastre petrl + gabbiette api)
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Figura 8 —Esempio di parcella di prova. La zona di campionaime estesa a tutti i lati della parcella
seminata la cui superficie & estesa allo scopssrvare livelli di concentrazioni derivanti da seerreal.

Ciascun campo prova aveva una superficie di 3diemensioni di 200 m di lunghezza per 150 m di
larghezza.

La velocita di semina era di 6 km/h. L'acquisizodei dati e il campionamento iniziavano con
I'avvio della semina che richiedeva mediamenten@. L'acquisizione proseguiva per ulteriori 20
min dopo la fine della semina per consentire laodegone/dispersione delle polveri. Durante
guesto tempo complessivo di circa 100 minuti, | geomatori filtravano mediamente 450 | di aria;
il risultante valore di portata d’aria, pari a 4%in € lo stesso applicato nelle prove del 2009,
cui venivano campionati circa 100 | di aria in atervallo di tempo intorno a 22 minuti.

Le piastre Petri sono state posizionate su tufiiatro i lati in numero di tre per ognuna delke tr
distanze (5 m, 10 m, 20 m) dal campo di semina. Wtezxiori piastre Petri, contenenti soluzioni
note di p.a. e mantenute a distanza di sicurezizeati@po di semina, hanno costituito il controllo.
Da cio é risultato un numero complessivo di 38 tpga$etri. La loro gestione e I'analisi dei
campioni sono state a cura del CRA-PAV di Romalag@nente a quanto indicato per le prove a
punto fisso. Nel corso di ogni prova, tenendo cpdelle temperature, della presenza di vento e
della notevole durata della prova, si € avuto cinabboccare le piastre Petri con la soluzione di
acetonitrile, onde evitare che restassero a secaasa dell'evaporazione.

Per quanto riguarda l'analisi del contenuto dellasfpe Petri si rimanda a quanto detto in
precedenza per le prove a punto fisso.

Per quanto riguarda le osservazioni sulle api, state effettuate posizionando ai quattro lati del

cantiere di semina delle gabbiette contenenti dpita campionate e disposte in campo secondo le

seguenti modalita:

- scelta di una colonia in buono stato sanitario ®/duppo;

- inserimento di 30-40 api coetanee adulte botticataccolte dai favi del melario per ogni
gabbietta;

- posizionamento delle gabbiette nei 4 lati del @stdi semina alle distanze prefissate di 5-10-20
metri accanto a ciascuna piastra Petri. Per ogaidano state posizionate 3 gabbiette ad ogni
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distanza (totale 9 gabbiette per lato); le apirdairno di ogni gabbietta, durante I'intero periodo
di osservazione, sono state alimentate tramitesgiroppo zuccherino 1:1 contenuto all’interno
di un piccolo nutritore (Figura 9);

- predisposizione di 9 gabbiette di controllo posteondizioni analoghe a quelle a cui sono state
sottoposte le api nel cantiere di semina, ma safftemente distanti e protette dal contatto con le
polveri della semina;

- circa 20’ dopo il termine della semina le gabbiett;no state raccolte e posizionate in un
ambiente condizionato con temperatura di 25°C guata umidita relativa;

- la mortalita delle api all’interno delle gabbie@estata valutata fino a 48 ore dopo la semina; €
stata quindi calcolata la percentuale di mortabtaguesta & stata sottoposta al test non
parametrico di Mann-Whitney e, dopo la trasformaegi@angolare, all’analisi della varianza,
utilizzando il software Statisti€a

Figura 9 —Da sinistra: gabbietta con alimentatore, conteneinte 30 api; gabbietta a terra accanto ad una
piastra Petri nel corso di una delle prove di samamemometro che rileva direzione e velocita dato e
capsula del campionatore d’aria contenente ibfiltr

Dopo le 48 ore di controllo le api sono state pasteongelatore in attesa di essere analizzatéaper
ricerca delle sostanze attive.

Per ciascuna condizione di prova (macchina conneasenodifica; quattro principi attivi) € stato
rilevato I'andamento della deposizione di princi@tivo intorno al campo seminato anche in
relazione alla velocita e alla direzione del vetbpossibile contenere gli effetti negativi di gte
ultime grazie alla disponibilita dei dati relatevitutti e quattro i lati del campo di semina, tedem
particolare considerazione il lato posto sottovento

Riguardo alla quantita di p.a., la concentrazioneri € stata espressa in microgrammi di p.a. per
metro quadrato di terrenad/nr).

L’inizio delle prove era previsto per la meta dirm@a L'andamento meteorologico sfavorevole ha
consentito i primi accessi ai campi solo il 18,190 aprile. Successivamente, le piogge continue
hanno determinato la sospensione dell'attivita @it8 giugno. La fase di campo e terminata il 16
giugno.

2.3.3 Risultati

Concentrazioni di principi attivi rilevate a terranell’aria

In Tabella 8 sono riportati i valori medi dei pripali parametri ambientali rilevati durante le peov

di campo. Analogamente al 2009, il vento e risaltaffattore maggiormente variabile, sia per la
direzione che per la velocita. In tale conteste sivelato utile effettuare il campionamento aderr
su tutti i lati dei campi di prova.
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Tabella 8 - Principali dati ambientali medi durante le provesdmina con i 4 p.a. | dati sono stati rilevati
dalla centrale meteorologica del CRA-ING integreda misurazioni anemometrie di campo. Sono tusii e

riferiscono alle condizioni effettive nei campiptiova.

o - . Temp. Velocita | .
Prl_nC|p|o Moqmca Data_ di media | U.R. (%) | vento Direz. Note
attivo (si/no) semina o vento
) (m/s)
daNe direz. e vel.
Si 19-apr-10 20,8 85 1.4 NO abbastanza
L constanti
clothianidin -
daN e direz. e vel.
no 20-apr-19 21,7 75 1,6 abbastanza
NNO \
constanti
dase direz. e vel.
no 2l-apr-1Q 21,4 65 2,24 SSE abbastanza
. constanti
thiamethoxam -
da s ed direz. abbastanz
Si 07-giu-10] 24,3 67 1,03 E constante, vento
scarso
das, Direzione vento
Si 08-giu-10, 27,9 63 1,47 | SO, NE |estremamente
_ . e NO variabile
imidacloprid .
_ da SSE direz. e vel.
no 14-giu-10 29,67 56 2,05 ' abbastanza
S, SSO \
constanti
. da Se |direz. e vel.
_ _ no 15-giu-10 25,31 80 2,5 SO constanti
fipronil daSe |direz. e vel
Si 16-giu-10, 28,4 60 2 SO constanti

| risultati delle analisi del contenuto delle prasPetri, inug/m?, sono riportati nella Tabella 9 in
termini di media = errore standard dei valori oga#rsu ciascun lato e come media generale £
errore standard, per ciascuna distanza di campieni@mLe colonne in carattere blu corrispondono
ai lati sottovento piu esposti a deriva. | risulsgino parziali in quanto alcune analisi sono irsco

La prima osservazione € che non sempre i lati s@to hanno ricevuto piu principio attivo. Ad
es. in entrambe le prove con il clothianidin ildl&iord, sopravvento ha ricevuto le concentrazioni
maggiori. Probabilmente, in relazione alle modatité&semina (conformazione del campo, tipo di
manovre da eseguire, semina del bordo campo, m&iccasi in cui il vento ha velocita contenuta, é
possibile che esso non riesca a disperdere la neolgellevata in prossimita della zona di
campionamento.

Nel caso dell'imidacloprid, I'andamento si & rielgpiu rispondente alle attese. Non ritenendo
possibile effettuare delle generalizzazioni sulkdridbuzione in relazione alla direzione del verto,
guale, presenta una quota di variabilita che sfugjgmonitoraggio, si ritiene piu utile ragionare
sulle medie generali derivanti dalle osservaziomigsiattro lati. | valori riportati in Tabella 9 80
anche stati usati per tracciare i diagrammi relaiciascun p.a., per dare una idea immediata
dell’andamento delle concentrazioni in relazioriégnapiego del deflettore.

| dati al momento disponibili mostrano differenzrgentuali, legate alluso o meno della modifica,
analoghe a quelle rilevate nelle prove a puntoffgr gli stessi principi attivi. Tutto cio confeam
quindi le indicazioni avute dalle prove di campd 21809 e dalle prove a punto fisso sopra descritte,
circa l'efficacia delle modifiche basate sui tukefldttori, in grado di abbattere le quantita di
principi attivi dispersi in media del 50% facendienmento specifico alla qualita del seme adottato
dal punto di vista del trattamento conciante csbes stato sottoposto.
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Tabella 9 - Risultati delle prove di campo: valori medi e refaerrori standard delle concentrazioni sui
guattro lati, alle tre distanze di semina, e meginerale ed errore standard per ogni distanzhagrammi
mostrano I'andamento delle medie. Le colonne mattere blu sono relative ai lati sottovento dehpa di
prova. Nei campi relativi a thiamethoxam e fipt@gono presenti valori medi in carattere rossoemeio
conto che i risultati di alcune analisi erano irdgral LOQ (pari a 0,015 e 0,0Qdg/piastra rispettivamente
per thiamethoxam e fipronil) e non ritenendo cooretiminarli, allo scopo di calcolare le medienggali, a
tali valori & stato attribuito il valore del LOQesso.

direzione vento  daNO . .
velacitd (m/s) 115 Elathlgiin i yodifis Concentrazioni medie
concentrazione lato Nord |concentrazione lato 3ud| concentrazione lato Est | concentrazione lato media generale w140
Distanza da horda (gt (gre®) (g Ovest (pgfn’) (i) % 12,0 —=—con m
campo (m) 5 10,0 —=— Senza m
media + Err 3t media  + Ear 5t media  + Err. 3t media = Er 3t media =+ Err. St H 8,0 4
No6,0 '—_'————__H__
] ,
5 8979 & 182 4875 & 0564 EI70 &+ 0879 4384 = 0672 6252 + 0832 £ 404
@ =t
1 7752 o+ 124 5121 = 0624 7313 o+ 0215 5437 = 0248 6323 = 0547 H S’g
=3 ¥ T T T T
a0 4490 = 0414 3788 o+ 043 535 = 1,094 4735 = 0425 4718 = 0416 ~ 0 5 10 15 20 25
Tevdore veme T ol — - Distanza da bordo campo (m)
i clothianidin senza modifica
welocita (ins) 1-1,5
concentrazione lato Mord |concentrazione lato Zud| concentrazione lato Est | concentrazione lato media generale
Distanza dal (,Ltg,fmg) (‘ug,fm;‘) (‘ug.!mﬂ) Eivast (,Ltg,n’mz) (‘ugfmg) differenza con
fsenma mdoifica
bordo campo (k)
media  * ExwSt | media + Em S | media + EmSt | media + Em St | media + B St 0o
3 15223+ 1375 9085+ 3962 10,558 + 0843 11433 = 0333 11,575 & 1,355 45,98
10 7050 o+ 1,264 775+ 1,281 10,523 + 1,125 72 o+ 0702 138 + 0735 22,30
20 8348 &£ 1§21 6068+ 0371 4490 & 0351 6349 = 0,69 6314 &+ 0658 25,28
direzione vento dal e NO - .
velocits (wis) 115 imidacloprid con modifica Concentrazioni medie
concentrazione lato Nord [concentrazione lato Sud| concentrazione lato Est | coneentrazione lato media generale 20,0
Distanza da bordo (ugfm’) (pim®) (eg/m?) Ovest (zp/m’) (/) £ |
campo (1) E' 15,0 5 —=— senza ca
media  + Em 5t media * Err 3t media =+ Em 3t media  +  Err 3t media + Er 3t g 100
g A |
E |
5 3367 £ 0530 3613 &+ 0405 3122+ 0609 4515 &+ 2648 3657 = 0713 £ 50 | |
i} 2506 = 0928 2385 = D443 3788 = 0701 2192+ 1,011 2740+ 0450 g i Lﬁ__"————__. |
=3 ! T T T T T 1
an 1998+ 0379 1,894+ 0182 0526 = 0263 1,333 = 1,070 1432 £ 0353 LE] 0 5 10 15 2 25
T — Tagnenn Distanza da bordoe campo {m)
Sel imidacloprid senza modifica
welocitd (m/s) 2
concentrazione lato Nord [concentrazione lato 3ud| concentrazione lato Est | concentrazione lato media generale
Distanza dal borda (gl (i’ (egimt) Orvest (ugim?] (gl siffeteine cog
Fsenza mdoifica
campo (i)
media  * Emr 3t media + Er 5t media =+ Em 3t media  * B 5t media + Er 3t &)
5 46,685 =+ 19767 5402 = 0405 3738 = 1913 8173 = 1,231 15012 = 7394 7716
10 1,961+ 5025 10277+ 5473 3928 = 0,185 4262 = 2001 7607 o+ 2,265 6398
an 4490+ 1,367 6439 + 1934 3964+ 045 1,368+ 1,105 4072+ 0918 6473
direzione vento da 3 e BV 3 2
velocitd (nvs) 1 Thiametoram con modifica Concentrazioni medie
concentrazione lato Nord |concentrazione lato Sud| concentrazione lato concentrazione lato media generale . 80
Distanza da barde cugi’) (g Estugfm’) Ovest (ugim’) cugi’) H —s=Conmadiica
canpe () ? 6.0 - —=— Senza modifica
media + Em. 5t media  + Err St media  + Em 5t media  + Eur St media £ Eer 5t % 10 J
g 4
5 7,541 + 3,503 L824 £ 015 1684 = 0105 1613 £ 0035 366 = 1,249 .E' 20 4 \F—J
10 2701 = 0873 1824 & 0246 1578 = 0,000 1578+ 0000 1920 = 0275 § i
=3 ! T T T T
0 3258 + 1,668 1,572+ 0,000 1,578+ 0,000 1,613  + 0,000 3,157+ 0,534 « 0 5 10 15 20 25
o e - - Distanza da bordo campo (mjp
5 Thiametoxam senza modifica
welocita (ms) 2,4
concentrazione lato Nord |concentrazione lato Sud| concentrazione lato Est concentrazione lato media generale
Distanza dal basdo (ugfm?) (ugfe) (ugfm?) Ovest (ugfm’) (ugfm?) oo
faenza mdoifica
campo (m)
media = B St | media + B3t | media £ Ex 3t | media * ErSt | media = B3t )
3 10,762 + 47224 3577+ 1,312 5016+ 1,703 6173+ 2131 6,284 + 1,506 54,01
0 5472 + 2,137 1920 £ 0969 1,578+ 0,000 2385 & 0153 2841 = 0,790 24
n 3016+ 087 3087+ 1303 1,578+ 0000 1578+ 000 1315+ 0485 6,82
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direzione vento da 3 e B0
velocith (i) 25 Fipronil con modifica Concentrazioni medie
concentrazione lato Mord [concentrazione lato Swd | concentrazione lato Est | concentrazione lato media generale 14 |
Digtanza da bords uafm?) G’ (eafm?) Ovest (ugim’) eg/m?) T @ —-—'-f |
g 1.0 S lifi |
Sampy (m) i BITOIE i " EIIOIE i " BITOTE di EITIOIE i & EITOTE i.' el I
o standarg | 58 standard | TR standarg | 50 standarg | 5 standard § 0.8 |
= 06 |
3 0145 £ 0000 0351+ 0246 0ids £ 0000 0544  + 0167 027+ 0097 é o4 |
b} 0386 = 0035 0140 + 0035 0281+ 012 0281 + 013 0272 = 0055 E 02 '—_&—_k_hﬂ |
H |
20 0105 = 0000 0105 o+ 0,000 0,140+ 0,000 0105 o+ 0,000 0114 = 0010 3 o0 d
L] § 10 15 20 25
direzione vento daiie 50 Fipronil senza modifica Distanza da bordo camipo {my)
velocitd (m/s) 2
concentrazione lato Mord [concentrazione lato Sud| concentrazione lato Est | concentraziosie lato media generale
Distanza dal borda (i) (gl (egim’) Orvest g/’ (egim’) Giffeippne ol
it fsenza mdoifica
£ BIIOIE u BITIOIE 5 BITOTR BITOIE 5 EITOTR E%)
e statidard media & standard e A statdard media & standard media & standard
3 2140 = 2,084 0246 = 0,035 0458 = 0700 1,789 + 0,295 1,157 = 0622 8435
i} 0421 = 0316 036+ 0,105 0421 = 0161 0737 = 0316 0474 = 0132
20 005 £ 0,000 0105 £+ 0,000 0,105 &+ 0,000 o105+ 0000 0,05 £ 0,000

Per quanto riguarda i livelli delle concentrazioosservate, indipendentemente dal lato, é
interessante notare che esse risultano mediamatdeppiate rispetto ai valori osservati nel 2009
su parcelle di piccole dimensioni (1603)mCid conferma quanto atteso nelle premesse abpia
sperimentale del 2010 e cioe che allaumentareadeiperficie seminata (3 ha nel 2010), aumenta,
anche se in modo meno che proporzionale, I'enatiadontaminazione della zona circostante.
Infine, osservando i dati dell'imidacloprid, si puwtare, in rosso, il valore apparentemente
anomalo di 46,68%.g/n’, media di tre valori osservati nelle piastre Pedtie dei quali pari
rispettivamente a 7jg/n? e 56 ug/m?. Questi ultimi sono stati determinati dalla presemelle
relative piastre Petri, di frammenti di polvereibik ad occhio nudo. Cio testimonia il fatto che,
assenza di deflettori, anche frammenti di polvetegoossolana si possono disperdere nella zona
circostante al campo di semina. Non consideraml@ ivalori “accidentali”, la media finale anziché
16,012ug/n?, risulterebbe pari 6,4i{g/n? e la riduzione sarebbe pari a 43,48%.

Quanto appena descritto trova una conferma statisell’analisi della varianza eseguita sui valori
delle concentrazioni rilevate (Tabella 10). Ad emore del caso del fipronil, le differenze derivant
dall'impiego o meno della modifica sulla seminagrgono quasi sempre significative, nonostante
la variabilita determinata dal lato del campo clpedde, a sua volta, dall'azione del vento.

| diagrammi di Figura 10 mostrano le concentrazdinprincipi attivi nell’aria alle varie distanze.
Per I'esiguo numero di dati a disposizione, legdforganizzazione delle prove e alla possibilita d
impiegare solo tre campionatori d’aria, in ques&sa non e stato possibile effettuare l'analisi
statistica: i diagrammi hanno il solo scopo di mam& una tendenza. Gli andamenti risultano
differenti fra loro probabilmente per effetto delldiverse condizioni ambientali e delle
caratteristiche delle polveri: per il clothianidmon si possono trarre indicazioni circa I'effettel d
deflettore, mentre per gli altri due, sebbene codamenti differenti, la riduzione e evidente. E
interessante notare come per il fipronil la con@abne senza modifica aumenta con la distanza.

In relazione ai livelli di concentrazione raggiymger il clothianidin essi risultano decisamente pi
elevati, rispetto agli altri due prodotti, rispesido la maggiore polverosita risultante dal tast d
Heubach e sono dello stesso ordine di grandezZa gedve del 2009. Questo e plausibile e
spiegabile con il fatto che la maggiore contamioagia terra non & necessariamente dovuta ad una
maggiore concentrazione nell’aria, ma puo ancheresdeterminata dalla contaminazione di una
massa d’aria piu grande nella quale la concentnazim ppb, pud essere la stessa di prove che
hanno investito superfici e masse d’aria piu rielott

E infatti, se si osserva la Tabella 11 nella quadduogo delle concentrazioni, sono riportate le
guantita di principi attivi trovate nei filtrip@/filtro), si osserva che nelle prove del 2010 tali
guantita sono molto piu elevate rispetto al 20G®shpiegazione di cio risiede nel fatto che come gia
detto in precedenza, nel 2010 i campionatori d’aeano funzionato per un tempo piu lungo (100
minuti), legato alla maggiore durata della semiileando un volume di aria di circa 450 | su
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campi di 3 ha. Nelle prove 2009 i volumi d’aria qaamnati erano stati di circa 100 | in un tempo
molto piu breve per la semina di parcelle di superfidotta.

| valori riportati nelle ultime colonne a destradiceano che: 1) nel caso della macchina senza
modifica i rapporti fra le concentrazioni rilevateei due anni di prova a 5 m e a 10 m,
rispettivamente di 6,43 e 5,24 sono vicini al valdr5 (rapporto fra i volumi 450 | e 100 I) a
conferma di quanto detto in precedenza; 2) nel dafla macchina con la modifica, il rapporto a 5
m risulta molto elevato (14,12), mentre a 10m duce a 1,88. Cio e probabilmente dovuto
all'effetto del deflettore che, indirizzando verdobasso la polvere, la sottrae in larga parte
all'azione del vento, per cui essa resta conceningprossimita del campo di semina

Un aspetto interessante collegato a quanto appetta @ la determinazione del tempo di
permanenza dei principi attivi nell’aria successieate alla semina. Anche questo e influenzato da
fattori ambientali molto variabili e non controliibUn primo approccio in tal senso é stato temtat
in occasione della semina con thiamethoxam, pasazido i tre campionatori d’aria a 20 m dal
bordo del campo, dopo oltre due ore dalla fineadalémina con seminatrice modificata, e
campionando aria per ulteriori 100 minuti (450A)analisi dei filtri € risultata in tutti i casuna
guantita di principio attivo inferiore al LOQ. Tattia tale aspetto meriterebbe di essere
approfondito, considerando, oltre alla variabifitabientale, anche quella legata alle caratteristich
dei diversi principi attivi, che in relazione a petosita e dosi applicate nella concia, raggiungono
in ambiente diversi livelli di concentrazione.

Tabella 10 -Analisi della varianza delle concentrazioni rilevatterra nelle prove di campo alle varie
distanze e sui quattro lati di ciascun appezzamgclati relativi al fipronil sono parziali).

Analisi della varianza - Significativita delle differenze alle varie distanze peri quattro principi attivi
5m 10m 20m
cause di variazione F tavole F tavole F tavole
F calc Ris. | F cale Ris. | F cale Ris.
p=005|p=001 p=005|p=001 p=005p=001
- |ripetizioni (3) 2,06 | 19,39 | 99,40 067 | 19,39 | 99,40 0,17 | 19,39 | 99,40
E lato campo (4) 383 | 329 | 542 _ 081 | 329 | 542 128 | 3,29 | 542
% Sem M/ Sem NM 2175 | 454 | 868 729 | 454 | 868 763 | 454 | 868
© int. Sem [ Pos. 071 | 410 | 756 H 329 | 410 | 7,56 538 | 410 | 756
o ripetizioni (3) 1,22 (19,39 | 99,40 0,80 | 19,39 | 99,40 0,29 | 19,39 | 99,40
E" lato campo (4) 449 | 329 | 542 101 | 329 | 542 273 | 329 | 542
é Sem M/ Sem NM 6,59 | 454 | 868 6,36 | 454 | 868 | 12,59 | 454 | 868
= int. Sem [ Pos. 693 | 410 | 7,56 2,00 | 410 | 7,56 255 | 410 | 7,56
g |ripetizioni (3) 2,16 | 19,39 | 99,40 066 | 19,39 | 99,40 401 | 19,39 | 99,40
E lato campo (4) 369 | 329 | 542 340 | 329 | 542 | 307 | 3,29 | 542
% Sem M/ Sem NM 6,68 | 454 | 868 218 | 454 | 868 010 | 454 | 868
= int. Sem [ Pos. 0,07 | 410 | 756 159 | 410 | 7,56 145 | 4,10 | 7,56
ripetizioni (3) 0,76 | 19,39 | 99,40 057 | 19,39 | 99,40 1,0714| 19,39 | 99,40
% lato campo (4) 079 | 329 | 542 081 | 329 | 542 1,0714| 329 | 542
E Sem M/ Sem NM 251 | 454 | 868 243 | 454 | 868 1,0714| 454 | 868
int. Sem/Pos. 1,10 | 410 | 7,56 072 | 410 | 7,56 1,6071| 4,10 | 7,56
Legenda
non significativo
| significativo per p=0,05
significativo per p=0,01
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Figura 10 —Andamento delle concentrazioni dei p.a. nell'ariara da terra, a varie distanze dal campo di

semina in corrispondenza del lato sottovento.

Tabella 11 - Quantita di clothianidin intercettate dai filtreidcampionatori d’aria nelle prove del 2010

confrontate con quelle del 2009.

2009 2010 Rapporto 2010/2009
Distanza Con Senza Con Senza
(m) modifica modifica modifica modifica Con Senza
] ] ] ] modifica modifica
po/filtro po/filtro po/filtro po/filtro
5 0,017 0,028 0,24 0,18 14,12 6,43
10 0,032 0,021 0,06 0,11 1,88 5,24
20 - - 0,10 0,10 - -

Osservazioni sulle api

Poiché durante le semine la velocita del vent@ta selativamente bassa (in media 1,8 m/sec) e la
sua direzione spesso variabile, si € deciso di oonsiderare nelle elaborazioni il fattore
orientamento e di trattare complessivamente tettgabbiette poste alla stessa distanza dal campo
seminato.

Come gia affermato al punto 2.3, le parcelle spenitali di piccole dimensioni non sono adatte allo
studio degli effetti tossici di tipo acuto sulleiapla presenza delle gabbiette attorno al campo
seminato € servita essenzialmente a determinagedatita di polveri captata dal corpo delle api
poste al suolo a fianco delle piastre Petri (anadisorso). Per le ragioni precedentemente esposte
e per il fatto che la prova € stata fermata alle @B72h nelle prove al punto 6.1 si &€ continuato a
avere mortalita con picchi proprio al 3° giorno adothianidin, Figura 22), i dati non hanno messo
in evidenza mortalita legate ad effetti di tossi@tuta.

Infatti analizzando le mortalita percentuali ditéuke 360 gabbiette impiegate nelle prove (4 pp.aa.
due seminatrici, 4 orientamenti, 3 distanze e 3idlep, oltre alle gabbiette di controllo) si nota
come nella maggior parte dei casi non sia staterstip I'1% di mortalita (Tabella 12). Se non si
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considerano i casi in cui la mortalita é risultati@riore all’1%, la maggior parte delle gabbietie

comungue mostrato una mortalitd compresa tra b%e

Tabella 12 —Numero di gabbiette per ciascuna classe di maxtalfittutte le prove.

Classe di mortalita Numero di gabbiette
>=20% 1
10,00-19,99% 5
5,00-9,99% 9
2,00-4,99% 77
1,00-1,99% 9
<1,00% 259

Tuttavia, considerando complessivamente i 4 prirgifivi € i due tipi di macchina (con e senza

modifica) e confrontando la percentuale di momaht 48 ore nelle gabbiette poste alle diverse
distanze con quella del controllo, si sono evidatezidifferenze statisticamente significative

(Tabella 13). In particolare, a 5 metri in 13 cdai media delle gabbiette e risultata

significativamente maggiore rispetto al controlbmntre in 6 casi € avvenuto il contrario; questa
differenza si annulla alle distanze superiori. $ededuce che allaumentare della distanza dal
campo seminato, la differenza tra le gabbiettetatt@te di controllo si attenua. Pertanto le
successive elaborazioni hanno preso in considerazolo le gabbiette poste a 5 metri.

Tabella 13 —-Numero di casi in cui la media delle repliche padlte diverse distanze mostra una percentuale
di mortalita significativamente maggiore o minoispetto a quelle di controllo, complessivamentetpti i

4 principi attivi e le due macchine seminatrici. BMA seguita dal test HSD Tukey, su dati sottopasti
trasformazione angolare.

- Distanza dal campo
Confronto statistico 5 10m 2om
trattato > controllo 13 11 12
trattato < controllo 6 8 11
No differenza significativa tratt. vs contr. 13 13 9

Tabella 14 —Percentuale di mortalita delle api nelle gabbiptiste a 5 metri dal campo seminato, a
confronto con quelle di controllo. | valori sigméitivi di p sono indicati in rosso. Testli Student su
dati sottoposti a trasformazione angolare.

Principio attivo Seminatrice % mortalita
P 5m controllo testt
modificata 1,41 0,26 p<0,05
Clothianidin
non modificata 0,75 0,73 n.s.
modificata 4,40 3,93 n.s.
Imidacloprid
non modificata 0,87 0,33 p<0,05
modificata 1,74 0,25 p<0,05
Thiamethoxam
non modificata 0,63 1,56 p<0,05
modificata 0,26 0,40 n.s.
Fipronil
non modificata 0,82 0,72 n.s.
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In Tabella 14 vengono poste a confronto, separateemger ciascun principio attivo e tipo di
macchina seminatrice, le percentuali di mortaligvate (sempre a 48 ore) nelle gabbiette poste a 5
metri dal campo e in quelle di controllo. Dallad¢dh appare evidente che in 3 casi la mortalita é
significativamente maggiore nel trattato rispett@a@ntrollo, mentre in un solo caso si verifica la
situazione inversa.

Infine, dal confronto della mortalita delle api mta con laformula di Shneider-Oreflidurante la
semina con i due tipi di seminatrice (modificatao®) non si evince un andamento generalizzabile
(Figura 11); infatti per due principi attivi (clagmidin e thiamethoxam) la mortalita é risultata
maggiore con la seminatrice modificata, mentrasiiltato opposto si € ottenuto per gli altri due
principi attivi (imidacloprid e fipronil).

Clothianidin Imidacloprid
6 12
o Mediana [ ] 25%-75% | Min-Max - o Mediana [ ] 25%-75% | Min-Max

g ° S g
0 4 ©
S g °
g ° s *
s 2 g 2 *
5 5 0 ]
g1 . * € u
L L 2
Py = =

=gl = - -6 - ”

modificata non modificata modificata non modificata
Seminatrice Seminatrice
Thiamethoxam Fipronil
4
o Mediana [ ] 25%-75% | Min-Max 0,8} = Mediana[ ] 25%-75% [ Min-Max
g 3 g 06
g T g 1
) = 04
Q o Q
o * S 0,2 * °
€1 g
E 5—9 0,0
-0,4
3 N
-0,6
-2 ” — -0,8 - -
modificata non modificata modificata non modificata
Seminatrice Seminatrice

Figura 11 - Percentuale di mortalita corretta con la formulae&tier-Orelli rilevata nelle gabbiette poste a 5
m dal campo e messa a confronto tra i due tipiatichina seminatrice. Test U Mann-Whitney (p=0,05).

Queste osservazioni lasciano comunque irrisolpgdblematiche legate agli effetti dei dosaggi sub-
letali che i principi attivi in questione hanno glamostrato di possedere nei confronti degli insett
non target come le api, effetti non valutabili atgrso questa tipologia di prove (si veda Capitolo
6).

! 9pmortalita corretta = [(% mortalita trattato -riortalita controllo) / (100 - % mortalita controfJt100.
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2.4 Rilievo dei residui di principi attivi nel terreno e nelle piante di mais nei diversi stadi
fenologici

L’attivita 2010 prevede anche il secondo anno @rispentazione per la valutazione dei residui di
imidacloprid nel terreno e nei tessuti delle piadiemais. A tale scopo sono state destinate 3
parcelle di 1000 f Onde eliminare la variabilitd dovuta alla diveisgerazione fra il p.a. e il
metabolismo dei differenti ibridi utilizzati nei duanni, é stato utilizzato lo stesso seme nel 2009,
con seminatrice modificata (semina effettuata RAGNG).

La sperimentazione prevede la valutazione dellaigtenza dell'imidacloprid nel terreno durante lo
sviluppo della coltura. Si seguira inoltre la toasizione delle sostanza attiva nei tessuti della
piantana diversi stadi fenologici, in particolarerna campionato il polline all’emergenza del
pennacchio per verificare I'eventuale presenzdiahdlacloprid.

Attivita prevista:

- caratterizzazione del terreno (granulometria, tessi pH, ecc.);

- quantificazione della presenza di p.a. all'intedab campo seminato;

- rilevazioni meteorologiche e climatiche;

- campionamento di terreno e di piante di mais ceo@aestimone a diversi stadi fenologici
della coltura, in triplo per ogni parcella,

- analisi delle piante campionate (il numero di canpieve essere sufficiente a consentire
I'analisi dei diversi tessuti: radici, stelo foglipolline, granella) per verificare la presenza
del prodotto ed eventualmente dei suoi metaboliti.

- determinazione del peso fresco e secco della pianta

La sperimentazione e tutt'ora in corso. Le piantiianais sono allo stadio iniziale di sviluppo
anche in seguito al ritardo delle semina legatoatofi meteorologici e sono oggetto di
campionamento periodico in attesa di essere aaddizz

2.5 Conclusioni

La dispersione dei principi attivi e risultata digere da vari fattori. Il primo e il trattamento
conciante. Se la qualita della concia € buona mindamissioni di polveri (e di p.a.) limitate. Con
specifico riferimento alle seminatrici convenzian@enza modifica), le prove descritte negli anni
scorsi da vari produttori di queste sostanze, ngllali € stato utilizzato seme trattato secondo
processi meno recenti ed efficienti di quelli aftuavalori delle concentrazioni erano molto piu
elevati (circa 10 volte) di quelli riscontrati relprove piu recenti in ambito APENET. Da questo
punto di vista i risultati del 2009 sono sostammete confermati da quelli del 2010: a parita di
polverosita del seme (test di Heubach), le conaeidni ottenute nelle prove a punto fisso
(previsione, Figura 6) e in campo (su superficiegstesa, Tabella 8), sebbene superiori di oltee du
volte, sono dello stesso ordine di grandezza dilguello scorso anno, sia per la seminatrice
convenzionale sia per quella con modifica.

Il secondo fattore e rappresentato dall'impiegdedelodifica (deflettore). Diverso per dimensioni e
conformazione da quello utilizzato nel 2009, il Idgbre utilizzato nel 2010 e basato su un
principio simile e ha fornito risultati in linea m@uanto osservato nel 2009, sia nelle prove aopunt
fisso che in quelle di campo, con una sensibilezimhe delle concentrazioni rispetto alla macchina
convenzionale. Osservando i diagrammi dei risyl&é a punto fisso (Figg. 5 e 6) che in campo
(Tabella 8), tale riduzione pud essere sinteticameunantificata, per i quattro principi attivi, dal
valore 50%.

Attualmente sono allo studio soluzioni maggiormeeffecienti nell’abbattimento delle quantita di
polveri da abrasione disperse. In prospettiva,it&ne che l'obiettivo da raggiungere dovrebbe
essere I'annullamento della dispersione di poldarabrasione durante I'utilizzo delle seminatrici.
Cio e possibile trattenendole in qualche modo rdétino della seminatrice stessa, rinviando lo
smaltimento ad una fase successiva alla seminapnde@rocedure analoghe a quelle seguite per
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tutti i residui di pesticidi. In tal modo, il pradina delle polveri viene spostato da una situazione
scarsamente controllabile (il campo con tutte leiadli operative e ambientali piu volte
sottolineate) ad una in cui la possibilita di colitr € massima (una zona circoscritta del centro
aziendale), ovviamente osservando tutte le precauaitutela della salute dell’'operatore.

Il terzo fattore e rappresentato dai fattori medmgici ed ambientali. Essi non sono controllabili

di conseguenza risulta difficile ottenere condizidnprova perfettamente confrontabili. Si ritiene
che I'esecuzione dei campionamenti su tutti i dei campo di prova contribuisca ad aggirare tali
difficolta e sicuramente fornisce una migliore desone del fenomeno relativamente sia alla
singola prova, che al confronto fra macchina modifh e convenzionale. Tuttavia, il confronto
resta comunque condizionato dall’elevata variabiiimbientale testimoniata anche dall'analisi
statistica dei risultati delle prove di campo (Ti&b8). Da questo punto di vista, il sistema a punt
fisso, proposto allo scopo di normalizzare le coiudii di prova, € in grado di fornire indicazioni
sicuramente piu attendibili. Esso ha confermatmdicazioni delle prove di campo relativamente
all'entita dell’abbattimento in termini percentuali

Il metodo proposto per la previsione delle con@aimi in campo da dati ottenuti in prove
simulate, dopo ulteriori verifiche, messe a punt@kdazioni, potrebbe consentire di evitare laefas
di campo, rendendo le operazioni di valutazioneaurtha macchina o di una modifica molto piu
pratiche, e veloci. In tal senso, nell’eventuali@lintroduzione generalizzata, sulle seminatrici
pneumatiche, di dispositivi atti a ridurre la disgpene delle polveri, risultera necessario predispo
un sistema di prova in grado di “certificarne” leegtazioni. Una tale attivitd potra essere
convenientemente condotta utilizzando un sistemalogn a quello descritto nelle presente
relazione. A tale riguardo, si ricorda che il CR¥% ¢ incaricato delle “prove di certificazione
ENAMA delle prestazioni e delle caratteristiche siturezza delle macchine per la semina e |l
trapianto”.

Tutte le prove sono state finora effettuate utdizdo seme normalmente conciato con i principi
attivi oggetto di studio. Nel caso in cui l'attizitdi prova (di campo o a punto fisso) divenga
sistematica, sara di fondamentale importanza clpgdee vengano condotte utilizzando seme che
provenga dal normale processo di concia avendo @& di cura di sostituire ciascun principio
attivo con sostanza avente caratteristiche ad @ssparabili dal punto di vista del comportamento
(produzione di polvere, caratteristiche analiti¢ime® totalmente innocua.

Nelle prove di campo su appezzamenti di 3 ha state silevate concentrazioni, nelle zone di
campionamento, mediamente doppie rispetto a qasHlervate nelle prove del 2009 su parcelle di
1600 nf. Questo conferma quanto si era ipotizzato nekengsse all’attivitd del 2010 e cioé che
I'estensione della superficie seminata influendevdllo di contaminazione delle zone limitrofe,rpe
cui, per avere dati attendibili su questo ultimecarre avvicinarsi a condizioni operative reali.

Per altro, nelle suddette parcelle di 1606, m causa delle caratteristiche della seminatrice a
disposizione, si era adottata una densita di semioléo elevata: se si fosse adottata la normale
densita di semina (75.000 semi/ha) la superficieigmondente alla quantita di seme distribuito
sarebbe stata di circa 2706.r@uindi, per un incremento della superficie ser@ir@mpreso fra 12
volte (rapporto fra 30.000 fre 2700 ) e 19 volte (rapporto fra 30.000°re 1600 rf) si &
osservato un raddoppio delle concentrazioni a.t&udla base di questi dati € ragionevole pensare
che [l'ulteriore incremento della superficie seméngbossa determinare un aumento della
concentrazioni di principi attivi nelle zone cirtasti. Tuttavia, in assenza di ulteriori esperienze
non si ritiene possibile dare una stima attendiddientita del fenomeno.

Parallelamente a quanto appena detto, si svilupgiadorso delle osservazioni sulle api, le quali a
parte alcune eccezioni, hon hanno sostanzialmesgetito - a livello di effetti di tipo acuto -
dell’'esposizione alle concentrazioni rilevate atcaa ciascuna gabbietta, sebbene raddoppiate
rispetto allo scorso anno. Tuttavia, poiché, comitodn precedenza, alllaumentare della superficie
seminata si osserva un incremento (anche se menproporzionale) delle concentrazioni, non Si
hanno elementi per dire cosa si verificherebbereaalelle api nel caso di una semina estesa ad
un'area di dimensioni rilevanti, caso frequentelenetone tipicamente maidicole. Ulteriori
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esperienze in merito a questo punto sarebbero tppore potrebbero fornire indicazioni
importanti, tenendo conto del fatto che si providaedue anni di sospensione dei principi attivi, ne
guali si & osservata una sostanziale diminuziofie degnalazioni di problemi a carico delle api in
zone maidicole (Tabella 1). Resta in ogni casotapédiscorso sugli effetti delle dosi sub-letali,
non valutabili nelle gabbiette, che saranno oggidtacapitolo 6.

In conclusione, il trattamento conciante e la modifalla seminatrice sono elementi fondamentali
nell'abbattimento della deriva dei principi attivi deve comunque rilevare che, nonostante tali
mezzi ed accorgimenti, si rileva ugualmente unaacelispersione ambientale delle polveri
insetticide concianti.
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3. Effetti dellimpolveramento delle api durante il sorvolo di un campo seminato
con mais conciato

3.1 Premessa

Scopo della ricerca € valutare I'effetto dell'espmme diretta di api in volo alla polvere emessa
dalla seminatrice durante la semina di mais coociatparticolare si vuole sostenere l'ipotesi che
'ape, nei ripetuti voli verso le piante in fiorehe prevedano un sorvolo degli appezzamenti
seminati con mais conciato, possa intossicarsiddarietale a causa della povere assunta durante il
tragitto.

Prove preliminari con api chiuse all'interno di gabdi tulle e direttamente esposte alle polveri
emesse dalla seminatrice, avevano dimostrato ett@ffossico di questo tipo di esposizione;
tuttavia in queste condizioni le api non potevamggire dalla gabbietta ed evitare quindi il comtatt
con le polveri. Per simulare condizioni piu sindliquelle di campo, in cui si verifica un rapido
contatto col particolato emesso dalla seminatecstata allestita una sperimentazione in cui le api
vengono addestrate a visitare un alimentatore perebrso tra questo e l'alveare si trova un campo
seminato a mais.

Sono state condotte diverse sperimentazioni ne® 20@el 2010. La maggior parte di questi dati
sono in corso di pubblicazione e si riportano pedasolo i risultati relativi a due prove effetteat
nella primavera-estate del 2010.

3.2 Materiali e metodi

Le prove sono state condotte presso I'Azienda Ag@perimentale della Facolta di Agraria, sita in
Legnaro (PD), dove erano presenti 4 alveari fowmtéti'associazione apicoltori di Padova. Le api
dei 4 alveari sono state addestrate a visitareliomeatatore del diametro di 25 cm, contenente
soluzione di saccarosio. L'alimentatore, che eraaliore marrone per confondersi con il terreno e
non attirare api di altri apiari, & stato progreasiente distanziato dagli alveari fino ad una dizta

di circa 100 m. Le api, partendo dall'apiario (4638.45"N; 11°57'16.05"E) per raggiungere
'alimentatore, dovevano alzarsi per almeno 2-3p&; sorvolare una screen-house, un piccolo
vigneto, attraversare una strada e 70 m di teraato. Osservando il volo delle api, & stato
possibile vederle volare intorno ai 2 m di alteezsono state contate un centinaio di api al minuto
in andata e in ritorno dalla fonte di cibo.

Le semine sono state effettuate nella prima pafleagpezzamento, tra 35 e 65 m dagli alveari e ad
almeno 35 m dall'alimentatore. E’ stata utilizzatema seminatrice MONOSEM NG-Plus
(Monosem, Largeasse-Francia) a 4 file, essenddulauilizzata per la semina del mais presso
l'azienda della Facolta. Sono stati distribuiti d&8.000 ai 74.000 semi/ha. La velocita di
avanzamento della macchina era di 6-7 km/h, veélquet cui, con una larghezza effettiva di semina
di 3 m, essa impiegherebbe teoricamente 30 miretiseminare 1 ha, anche se, in realta, ne
impiega circa 45 minuti. L'uscita dell’aria (150éc) posta sulla parte destra della seminatrice,
scaricava ad 1,8 m di altezza, con un angolo driépetto all'orizzonte.

Il seme utilizzato é stato fornito dall’A.l.S. (Asgazione lItaliana Sementi) e I'ibrido impiegato e
stato il X1180D 964890 (Pioneer Hi-Bred Italy-Jotmms IA). Sono state effettuate due semine, una
il 21/04/2010 utilizzando semi conciati con fiproail'altra il 30/06/2010 con thiamethoxam.
Quando le api, solite a sorvolare I'appezzamentorgggiungere l'alimentatore, incontravano la
sagoma della seminatrice, la evitavano o sorvolando scansandola di lato a distanza di pochi
metri dalla stessa. Era possibile osservare questgportamento, guardando la seminatrice in
azione con il sole alle spalle.

All'inizio della semina e successivamente ad inaindi 15 minuti, le api venivano catturate presso
I'alimentatore con una provetta, poste singolarmemtgabbiette di tulle 5 x 5 cm e alimentate con
una goccia di miele posta sulla rete della gakdbietperiodicamente rinnovata. Sono stati catturati
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campioni di 24 api per ogni intervallo di tempaopilmo al momento dell’avviamento del trattore e i
successivi ad intervalli di 15 minuti dall’'inizicetla semina.

| campioni di 24 api nelle gabbiette sono statinguiportati in laboratorio a temperatura
condizionata di 22+1,5°C e di questi, per ognirvdado orario, meta (12 gabbiette) scelte a caso
sono stati tenute nelle condizioni di umidita ddddratorio, mentre I'altra meta (12 gabbiette) sono
state poste in box ad umidita vicino alla satunagi@>95%). L’'elevata umidita relativa veniva
ottenuta ponendo le gabbiette entro box di plastasparente, chiusi non ermeticamente con lastre
di plexiglass e ponendo sulla base un foglio diacaimida. Le pareti e il coperchio venivano
spruzzate con acqua e le gabbiette erano rialpatenca striscia di polistirolo rispetto al fonda pe
evitare che le api si bagnassero con I'acqua ctevpaestare sul fondo del box.

In totale sono state saggiate 120 api nella pravafipronil (5 intervalli orari) e 72 api in quella
con thiamethoxam.

Ciascuna prova e durata in tutto 60 minuti. In &mtoe le prove, ad un ora dalla fine della semina,
sono state contate le api morte davanti agli alveattorno all'alimentatore, e sono stati inoltre
prelevati campioni di api per I'analisi chimica.

3.3 Risultati

La mortalita delle api catturate ai diversi intdlivdi tempo dalla semina a mantenute in condizioni
di umidita diverse in laboratorio sono riportateTiabella 15 per la prova con fipronil e in Tabella
16 per quella con thiamethoxam.

Le api catturate all'inizio della semina non hammanifestato alcun sintomo di intossicazione e non
si € avuta mortalita in nessuna delle due condizibrumidita; le api catturate successivamente
allinizio della semina, viceversa, hanno mostratocondizioni di alta umidita, una mortalita del
100% entro le 24 ore, ma alcune gia dopo un’orkadimle della semina. Alle condizioni di umidita
di laboratorio, invece, la mortalita e stata irnfee.

| risultati di mortalita a due ore per le api cadte durante la semina con fipronil sono anche
rappresentati nel grafico di Figura 12. Gia nelvbrperiodo € visibile la sinergia tra esposizione
alle polveri ed elevata umidita, mentre nelle agituwrate all'inizio della semina non si osserva
alcuna mortalita.

Minuti Numero di api morte/Numero totale di api nella gabietta
dall'inizio UMIDO SECCO

della semina ™1 513 dopo la| 2 ore dopo la| 24 ore dopo | 1 ora dopo la| 2 ore dopo la| 24 ore dopo

con fipronil semina semina la semina semina semina la semina
0 0/12 0/12 0/12 0/12 0/12 0/12
15 12/12 12/12 12/12 4/12 9/12 11/12
30 12/12 12/12 12/12 1/12 6/12 10/12
45 10/12 12/12 12/12 8/12 9/12 11/12
60 9/12 12/12 12/12 0/12 3/12 8/12

Tabella 15 -Mortalita delle api bottinatrici catturate in camp@sso I'alimentatore dopo aver sorvolato la
macchina seminatrice durante la semina di maisiatncon fipronil.

Minuti dallinizio Numero di api morte/Numero totale di api nella gabietta
della semina con UMIDO SECCO
thiamethoxam 2 ore dopo la 24 ore dopo la 2 ore dopo la 24 ore dopo la
semina semina semina semina
0 0/12 0/12 0/12 0/12
15 12/12 12/12 6/12 12/12
30 12/12 12/12 6/12 10/12

Tabella 16 -Mortalita delle api bottinatrici catturate in camp@sso I'alimentatore dopo aver sorvolato la
macchina seminatrice durante la semina di maisiatincon thiamethoxam.
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Figura 12 - Mortalita delle api che hanno sorvolato la sentinatdurante la semina di mais conciato con
fipronil, a 2 ore dalla cattura presso I'alimentato

| primi risultati delle analisi chimiche delle apiorte nelle gabbiette in laboratorio, indicano llive

di contaminazione in media superiori ai 500 ng/digea..

Davanti agli alveari sono state osservare alcuméirae@a di api morte o moribonde espulse nelle
ore immediatamente successive alla prova e nehgiseguente, con un massimo di 1000 api morte
davanti ad alcune arnie. Cio e avvenuto in parielquando le prove sono state effettuate in
giornate di alta umidita relativa dell'aria. Neingpioni di api raccolte il giorno successivo davanti
agli alveari, sono risultati presenti, in mediay pgi 100 ng/ape. Non sono comunque stati valutati
gli effetti sulle colonie, che apparentemente nanfto mostrato evidenti riduzioni nel volo delle
bottinatrici.

3.4 Conclusioni

| risultati della sperimentazione indicano che gl@anon’ape, nel suo tragitto verso la fonte di cibo,
sorvola una seminatrice che semina mais conciatargetticidi, pud assumere una dose letale di
principio attivo, probabilmente anche con un singablo. Inoltre & dimostrato che le polveri della
seminatrice sono sufficienti a uccidere le apizserhe l'intossicazione sia mediata dall’assunzione
di cibo contaminato. Quest'ultima ipotesi, formalgier spiegare la moria delle api conseguente
alla semina di mais conciato, prevede che in sealia ricaduta delle polveri contaminate sulla
vegetazione limitrofa ai seminativi, i principi igitpresenti nella concia, idrosolubili e con aiti
sistemica, possano penetrare nella vegetazionateteein circolo, raggiungendo nettare e polline
e avvelenando cosi le api che se ne nutrono. Tadeesi, seppur credibile e non priva di
fondamento, non spiegherebbe comunque la morte dgil poche ore dopo il passaggio della
seminatrice.

Un altro aspetto interessante della sperimentazoleffetto dell’'umidita sulla mortalita delle gpi

le api poste alle condizioni di umiditd del labora sono morte in misura molto minore,
nonostante avessero subito lo stesso impolveramgintpelle poste in condizioni di elevata
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umidita, dato che i due gruppi sono stati separatiso. Emergerebbe quindi che quantita anche di
500 ng/ape, non sarebbero necessariamente letalindhizioni di bassa U.R.

Lo scenario sarebbe quindi il seguente: quandgidnaontrano la seminatrice, nel tentativo di
evitarla si impolverano di una dose potenzialmégtise di neonicotinoide; se le condizioni di U.R.
sono elevate, le api muoiono nel volgere di alcaree se invece l'aria e asciutta, esse di norma
sopravvivono e I'associazione tra seminatrice pragioa, mais conciato con neonicotinoidi e moria
delle api, non risulta evidente. Una volta impoater le api possono morire presso la fonte di cibo
(come osservato nei pressi dell’alimentatore), tungragitto di volo oppure successivamente al
rientro nell’alveare, in tal caso vengono espulsiéedcompagne, che potrebbero a loro volta essere
contaminate dalle polveri.

L’elevata tossicita della polvere emessa dalla satrice, rispetto a quella degli stessi principivat

in formulazione spray, necessita di una spiegaziegata non solo alle variazioni di umidita. Se
infatti si prende in considerazione la quantitdpdi. nei frammenti di polvere raccolti all’'uscita
della seminatrice, emerge che questa costituis@)% in peso del particolato. L'impiego dei
neonicotinoidi in formulazione spray nei fruttifgsrevede una diluizione di p.a. in acqua per |l
clothianidin, attorno ai 75 ppm (Dantop® 50% clatindin, impiegato a 15 g/hl) ovvero una
concentrazione che rispetto al 20% e di almeno R.80lte minore. A questa elevatissima
concentrazione di p.a. nelle polveri, si aggiungednformazione del tegumento delle api, atto a
raccogliere polline e quindi ad impolverarsi. Stirinoltre che anche la quantita di p.a. sul seme
(1,25 mg di p.a. per seme dal peso di 0,3 g) ersapea 3500 ppm, il che rappresenta di per sé un
problema ecologico direttamente correlato al fenwordelle guttazioni (Girolanet al. 2009).

A queste problematiche si aggiunge il fatto cheree dove si semina il mais costituiscono, ad
esempio per la provincia di Padova, il 30% dellpesficie totale (> 65.000 ha su 215.000 ha ) e
circa il 50% della SAU (Superficie Agraria Utile}36.000 ha (dati Regione Veneto-Direzione
Sistema Statistico Regionale, 2006). | mais etie@deminato in piccoli appezzamenti frammisti ad
altre colture e aree verdi, come e facile ossergansultando il territorio via web con riferimento
alle coordinate sopra citate, dove € piu probatile si verifichi il fenomeno sopra descritto e
simulato con questa sperimentazione. Probabilmé&rger questo motivo che anche in altri paesi
(ad es. la Germania) le morie sono state riscantrataree frammiste (Nikolokist al 2009),
mentre in presenza di monocoltura, come in Frarkimeno probabile che le api attraversino i
seminativi, vista I'assenza di fioriture. Pertaiitgroblema della mortalita primaverile delle api
sarebbe legato alla frammentazione delle coltuaglieabituali voli di bottinamento delle api, che
con alta probabilita le portano a sorvolare app@erdi seminati a mais.

| risultati di questa sperimentazione contribuisc@ertanto a far luce sul problema della mortalita
delle api, limitatamente alle zone investite a neargel periodo delle semine intercorrente tra marzo
e meta maggio, in particolare in periodi di altaidita.
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4. Valutazione dell'utilita produttiva ed agronomica della concia dei semi di
mais e persistenza nella pianta dei principi attivusati per la concia

4.1 Valutazione dell’utilita produttiva ed agronomica della concia dei semi di mais

La sperimentazione, effettuata presso il CRA-UmitaRicerca per la Maiscoltura di Bergamo
(CRA-MAC), ¢ volta allo scopo di confrontare laagsroduttiva di materiali derivanti da semente
trattata con solo fungicida (Celest), rispetto @ligudi materiali derivanti dalla stessa semente
conciata, in aggiunta al fungicida, anche con ridgypi attivi sotto studio, utilizzati contro inge
terricoli e fitomizi in genere (imidacloprid, cla#midin, thiamethoxam e fipronil).

| dati definitivi della campagna 2010 saranno dmspiii solo a fine autunno, al termine del ciclo
produttivo della coltura, e pertanto non potranmirage a far parte della presente relazione;
verranno presentati solamente i primi risultatilelghrove on-farm 2010 effettuate da veneto
Agricoltura. Si riportano invece i risultati rebatialle prove agronomiche 2009, che, per gli stessi
motivi, non erano stati presentati nella relazidako scorso settembre 20009.

4.1.1 Materiali

Per la sperimentazione 2009 erano stati utilizzedime concordato nell’ambito del Progetto
APENET, materiali forniti dall’ Associazione ItaliarSementi-ASSOSEMENTI, preparati partendo
da un lotto di semente omogenea di un ibrido coroialerdi Mais (PR31N27- FAO 700) secondo
le seguenti 5 tesi:

TESI FUNGICIDA Principio attivo
INSETTICIDA
1-TESTIMONE *Celest nessuno
2 - Cruiser *Celest thiamethoxam
3 - Gaucho *Celest imidacloprid
4 - Poncho *Celest clothianidin
5 - Regent *Celest fipronil

*|| fungicida Celest contiene fludioxonil e metaldx

4.1.2 Schema sperimentale

Le 5 tesi sotto studio sono state saggiate nellfenth ciascuna prova agronomica, in uno schema a
blocchi randomizzati con 4 repliche; per la spentagione sono state impiegate parcelle di 30 mq
nelle quali le tesi sono state seminate ad unaitdedis? piante/rh

Prove agronomiche- Nel 2009 le prove agronomiche sono state aiestiraccolte in 17 localita
distribuite per lo piu nelle regioni a vocazioneidin@ola (Lombardia, Piemonte Veneto, Emilia
Romagna) e Toscana (Tabella 17). Nel 2010 le l@catrano 20, distribuite nelle regioni
Lombardia, Piemonte Veneto, Emilia Romagna e Tascamisultati saranno disponibili a fine
autunno 2010.

Valutazioni agronomiche Nell’ambito di ciascuna prova agronomica, perscima delle 5 tesi
sotto studio, sono stati effettuati rilievi e valmioni agronomiche standard precisamente:

- produzione (g/ha-15,5% U.R.)

- umidita della granella (U.R. %)

- peso ettolitrico (kg/hl)

- altezza pianta (cm)

- altezza inserzione spiga (cm)

- percentuale piante spezzate (%)

- percentuale piante allettate (%)
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Tabella 17 -Elenco delle 20 localita nelle quali sono statesdite le prove agronomiche Apenet 2009.

Regione Localita data semina data raccolta
Lombardia Bergamo 07/04/2009 18/09/2009
S.Angelo Lodigiano (LO) 15/04/2009 28/09/2009
Luignano (CR) 12/05/2009 28/09/2009
Caleppio di Settala (M) 9/05/2009 29/09/2009
Castenedolo (BS) 24/04/2009 23/09/2009
Pudiano (BS) 25/04/2009 24/09/2009
Piemonte Vigone (TO) 15/04/2009 2/10/2009
Chivasso (TO) 10/04/2009 28/09/2009
Castelceriolo (AL) 07/05/2009 7/10/2009
Cigliano (VC) 8/04/2009 24/09/2009
Veneto Castelnovo Bariano (RO) 14/04/2009 2/099200
Villadose (RO) 12/05/2009 12/09/2009
Emilia Romagna Ambrogio (FE) 17/04/2009 10/09R00
Fognano (PR) 17/04/2009 24/09/2009
Friuli Mortegliano (UD) 08/04/2009 11/09/2009
Palazzolo della Stella (UD) 06/05/2009 9/10/2009
Toscana Marciano della Chiana (AR) 12/05/2009 @@0a09

4.1.3 Risultati prove agronomiche 2009
A seguito della diffusione dell'infestazione da Briatica che ha interessato nel corso della

campagna maidicola 2009 le coltivazioni di maisdinerse parti d’ltalia, CRA-MAC ha svolto
sopralluoghi nella suddetta Rete di Sperimentazi@ggonomica-varietale per raccogliere
informazioni, al fine di accertare un eventualesoefra la mancata concia delle sementi con
neonicotonoidi e I'attacco da Diabrotica.

L’esito dei sopralluoghi effettuati in tutte le prove agronomiche 2009, é riportato in Tabella 18.

Tabella 18 -Sopralluoghi per valutare I'attacco di Diabrotiadliambito delle prove agronomiche 2009.

Note % spighe
data distintive tra | % piante poco
Regione Localita sopralluogo le tesi allettate fecondate
Lombardia Bergamo 17/07/2009 nessuna 0 0
S.Angelo Lodigiano (LO) 28/07/2009 nessung 0 0
Luignano (CR) 29/07/2009 nessuna 0 0
Caleppio di Settala (M) 28/08/2009 nessung 0 0
Castenedolo (BS) 20/07/2009 nessuna 0 0
Pudiano (BS) 22/07/2009 nessuna 0 0
Piemonte Vigone (TO) 23/07/2009 nessuna 0 0
Chivasso (TO) 23/07/2009 nessung 0 0
Castelceriolo (AL) 30/07/2009 nessuna| 0 0
Cigliano (VC) 30/07/2009 nessuna 0 0
Veneto Castelnovo Bariano (RO) 31/07/2009 nessuna O 0
Villadose (RO) 10/08/2009 nessuna 0 0
Emilia Romagna| Ambrogio (FE) 08/09/2009 nessuna 0 0
Fognano (PR) 06/08/2009 nessuna 0 0
Friuli Mortegliano (UD) 05/08/2009 nessuna 0 0
Palazzolo della Stella (UD) 05/08/2009 nessung 0 0
Toscana Marciano della Chiana (AR)  11/09/2009 messsu 0 0
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Le informazioni raccolte, tramite rilievi sulla pr@, non hanno evidenziato, in nessuna localita e in
nessuna delle 5 tesi sotto studio, i tipici attadehDiabrotica quali, ad esempio, piante allettate
portamento a “collo d'oca” (danno radicale dovutle darve) o spighe poco fecondate (danno
dovuto ad adulti che hanno compromesso I'impoliilaz della spiga, causa distruzione sete); in
nessun caso, infatti, sono emerse note distintavket5 tesi sotto studio.

La presenza di insetti adulti ha comportato segbw di attacco sulle sete (sete “a spazzolaig

tale fenomeno non appare significativo sullo s\ploipdella spiga. L'eventuale danno radicale
ascrivibile alle larve non € stato misurato dineate, in quanto le piante non presentavano
allettamento. Le 5 tesi oggetto di studio non hadinmostrato evidenti differenze per danni.

| risultati medi relativi ai parametri agronomi@@aindicati, rilevati per le 5 tesi sotto studiglla
prove agronomiche 2009, sono riportati in TabeBa [Tanalisi statistica per il confronto delle 5
tesi sotto studio, condotta tramite analisi del&ianza, ha indicato che le medie relative ai
parametri rilevati non differiscono in modo sigaodtivo.

Tabella 19 -Dati medi dei parametri agronomici rilevati nellé grove agronomiche 2009.

Principio attivo Produzione | Umidita Peso Altezza Altezza % piante % piante
Tesi insetticida (g/ha- granella | ettolitrico pianta inserzione spezzate allettate
15,5%u.r.) (u.r. %) (kg/hl) (cm) spiga (cm) P

1 - Testimong nessuno 135,41 22,3 75 268 119 4,44 0,06
2 - Cruiser | thiamethoxam| 132,45 22,1 75 269 121 3,80 0,08
3 - Gaucho | imidacloprid 133,73 22,1 75 267 121 5,25 0,19
4 - Poncho | clothianidin 136,67 22,1 75 271 121 5,28 0,06
5 - Regent fipronil 133,79 22,3 75 268 123 4,19 0,06

4.2 Monitoraggio degli insetti ipogei 2009

In alcune delle localita ove sono state allesétprbve agronomiche, sono state elaborate mappe di
rischio per la presenza di fitofagi ipogei del méidateridi), grazie alla collaborazione con il
DISTA dell’'Universita di Bologna, il DIVAPRA dell'wiversita di Torino e il Dipartimento di
Agronomia Ambientale e Produzioni Vegetali-Entongiodell’'Universita di Padova.

| dati ottenuti nella campagna maidicola 2009 iadw variabilita tra le localita, per quanto riguard

le catture di adultiAgriotes brevis, Agriotes sordidus, Agriotes libgiig (Tabella 20).

Tabella 20 -Dati relativi al monitoraggio di elateridi in 5 pr@ agronomiche Apenet 2009.

Regione Localita Cattura adulti Cattura
(totale/trappola per sito) larve
Agriotes Agriotes Agriotes
brevis sordidus litigiosus
Lombardia | Bergamo 54,5 15 0 0
Piemonte Vigone (TO) n.d. 512,5 524 n.d.
Castelnovo Bariano (RO) 0 137 21 n.d.
Veneto
Villadose (RO) 120 1613 116 n.d.
Toscana Marciano della Chiana (AR) 0 0,5 451 n.d.

n.d.: non determinato
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| valori medi relativi alla produzione delle 5 tesitto studio, nelle prove agronomiche ove e stato
effettuato il monitoraggio di Elateridi, sono ripati in Tabella 21. Non si osserva nessuna
differenza statisticamente significativa tra leitsstto studio, all'interno di ciascuna prova

sperimentale.

Tabella 21 -Dati relativi alla produzione (g/ha-15.5% U.R.)laeb prove agronomiche 2009 ove € stato
effettuato il monitoraggio degli elateridi.

Produzione  (g/ha-15,5%U.R.)
Regione Localita ' 2 — Cruiser 3 — Gaucho 4 —Poncho | 5-Regent
1 - Testimone thiamethoxam imidacloprid clothianidin fipronil
Lombardia Bergamo 153,20 157,03 155,08 155,88 162,50
Piemonte Vigone (TO) 168,45 170,55 171,03 173,80 172,10
Castelnovo 152,83 153,70 146,48 146,13 151,05
Bariano (RO)
Veneto
Villadose (RO) 100,85 100,55 104,23 100,69 102,38
Marciano della
Toscana Chiana (AR) 122,39 112,83 118,76 99,36 120,63

4.3 Sperimentazioni on-farm e monitoraggio degli isetti ipogei 2010

Nelllambito della campagna maidicola 2010, le Regioombardia, Piemonte e Veneto (Veneto
Agricoltura) hanno programmato una sperimentaziongaccordo con il Progetto Apenet, volta a
valutare gli effetti sulla produzione finale di gedla delluso di un insetticida neonicotinoide
applicato alle sementi di mais. In particolare atcstutilizzato seme ibrido PR32G44 trattato con
CELEST (fungicida), a confronto con seme ibrido P34 trattato con Celest (fungicida) e
Poncho (principio attivo insetticida Clothianiding due tesi sono state inserite “side by side” in
unita sperimentali (parcelloni) disposte all'interdegli schemi di semina dei campi della rete
varietale “On Farm”.

La sperimentazione a cura di Veneto Agricolturaigaardato i seguenti settori:
A) MONITORAGGIO FITOFAGI IPOGEI

1) rilievi popolazioni larvali, investimenti, attaccli appezzamenti monitorati con le trappole
a feromoni per elateridi nel 2009

2) monitoraggio con trappole a feromoni YATLORS innate per le principali specie di
elateridi e di diabrotica

B) VALUTAZIONE CONCIANTI

strip-test utilizzando stesso seme (G44 fornitoRi@neer) conciato con i diversi prodotti
disponibili reso disponibile.

4.3.1 Materiali e metodi

Al) i rilievi sono stati condotti su oltre 50 appamenti monitorati nel 2009 mantenendo non
trattate con geoinsetticidi completamente le sugedppure, ove possibile, eseguendo delle
strisciate di confronto trattato — non trattato eoicrogranulare Force o il seme conciato Poncho;
per oltre il 50% degli appezzamenti si € procedudoal campionamento della popolazione larvale
con classificazione di tutti gli esemplari raccoftia al rilievo di investimenti e attacchi; negliri
appezzamenti almeno uno dei due elementi e disp@nib
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A2) Sono state individuate oltre 50 stazioni in baigarte coincidenti con i siti 2009 per avere
anche dati sulla evoluzione nel tempo delle popofazli elateridi; sono stati raccolti e sono isda
di classificazione gli adulti delle principali speai elateridi Agriotes brevis, A. sordidus, A.
litigiosus, A.ustulatusnonché dDiabrotica virgifera virgifera.

B) Sono stati realizzati, seguendo pari tecnicheuai aziendali di tipo convenzionale (aratura):

Confronto 4 concianti vs solo fungicid® campi sperimentali (7 in Veneto, province V&, RO,
1 in Lombardia, prov. BG) con parcelloni larghi 34 m e lunghezza superiore almeno ai 100
metri e 4 ripetizioni;

Confronto Poncho vs solo fungicida vs Force 12 &g#ono stati realizzati 4 campi con le stesse
caratteristiche sopra descritte.

4.3.2 Risultati

Al) Per quanto concerne quanto si e potuto rilefiacead oggi (catture larve con trappole, attacchi
sulla coltura di mais, investimenti del mais) iuftati confermano quanto emerso nell’'ultimo
decennio di sperimentazioni sullargomento (Furkral, 2007, 2009), incluso il primo anno di
sperimentazione Apenet:

1) lattacco grave (in grado di influire sulla prodome) di fitofagi ipogei su mais & evento
raro; inferiore all'1% della superficie seminatdj mvestimenti sono stati buoni e gli
attacchi inferiori o di poco superiori all'1% delf@ante includendo anche le piante con
sintomi facilmente reversibili (strisce gialle); ss&in danno radicale da diabrotica e stato
evidenziato negli appezzamenti in monosuccessiomais allo studio;

2) vi é una chiara correlazione tra specie di adutiucate con le trappole a feromoni e
popolazioni di larve e successivo attacco nonchéattori di rischio (particolarmente tipo di
precessione colturale) e livello di popolazionadulti e larve;

3) modesta o trascurabile in tutti i campi osservatseéltata I'incidenza di altri fitofagi ipogei
(scarabeidi, nottue,...... ) ed epigei (afidi, ...) nglleme fasi di sviluppo; l'incidenza di
piante con anomalie di sviluppo (eventualmentabaiitoile a virosi trasmesse da insetti) e
stata molto bassa o assente in tutte le prove;

4) la popolazione di diabrotica e stata significats@o nella prova dell’appezzamento in
monosuccessione in Lombardia senza tuttavia differesignificative sui sintomi come
I'allettamento e le ginocchiature delle piante.

A2) | livelli delle catture a parita di localita @aratteristiche agronomiche sono in linea con i
risultati del 2009;

B) Non vi sono differenze apprezzabili negli invesnti ed attacchi nella maggior parte dei casi
tra parcelle trattate con soli fungicidi e i diviezsncianti; un attacco apprezzabile (10 — 20 %itgia
attaccate) si € registrato in uno dei due campopolazione significativa di elateridAg@riotes
sordidusllliger). Tali campi sono stati individuati con wneroso processo di monitoraggio, per
avere nel’ambito dei campi prova una incidenzaudilifcon popolazioni in grado di causare danno
visibile apprezzabile, superiore alle incidenze meordinarie cosicche il campione risultasse
cautelativo. In ogni caso, in tutte le parcellgphova, compresa quest’ultima segnalata, sono stati
ottenuti investimenti finali ottimali.

| risultati definitivi delle sperimentazioni on-farsaranno disponibili a fine autunno 2010.

41



4.4. Studio della persistenza nella pianta dei prixipi attivi usati per la concia

4.4.1 Materiali

Per quanto riguarda lo studio della persistenzgydacipi attivi usati per la concia a vari stadi d
sviluppo della pianta di mais, nellambito dellamg@gagna maidicola 2009, presso I'Azienda
Sperimentale CRA-MAC, sono state allestite parcdiléunghezza di 50 m, nelle quali & stato
seminato il materiale inviato dall'’ dall’Associam® Italiana Sementi-ASSOSEMENTI, per le
prove agronomiche 2009, ibrido commerciale di M@&31N27- FAO 700) secondo le 5 tesi
riportate al punto 4.1.1.

Nell'ambito di tali parcelle sono stati effettugtielievi, per ciascuna delle cinque tesi sottoistud
di parti vegetative della pianta di mais a divetadi fenologici.

4.4.2 Metodi

La valutazione della persistenza del principiovattonciante a vari stadi di sviluppo della piadita
mais, € stata effettuata adattando il metodo HPLSZME, secondo Buone Pratiche di Laboratorio
(B.P.L. Prot. CH-012-2010-Test Laboratory of Chemie Prot. CH - 013/2010), adattando il
protocollo riportato da Bonmatet al 2003, Anal. Chem., 75, 2027-2033.

4.4.3 Risultati

| risultati, riportati in Tabella 22, indicano urdrastica riduzione dei quattro principi attivi
insetticidi sotto studio nelle foglie a partire ldadtadio di 7-8° foglia; sino a raggiungere livelli non
rilevabili (n.d.: not detected, lower than L.O.DO&ug/kg) allo stadio di 1814*foglia.

Tabella 22 -Persistenza del principio attivo conciante a viailisdi sviluppo della pianta di mais.

Codice del campione Pri_ncipiq attivo Tessuti fogliarj/ C':on_te_nuto.di
insetticida stadio fenologico principio attivo
R_500_1-testimone nessuno &P foglia n.d.
R_500_1-testimone nessuno 4.87 foglia n.d.
R_500_1-testimone nessuno 41F foglia n.d.
R_500 2 thiamethoxam 42%foglia 130 + 13ug/kg
R_500 2 thiamethoxam 4% foglia 27 + 2,7ug/kg
R 500 2 thiamethoxam 334" foglia n.d.
R _500 3 imidacloprid 23% foglia 499 + 49,9ug/kg
R_500 3 imidacloprid %8% foglia 23 + 2,3ug/kg
R_500_3 imidacloprid 314 foglia n.d.
R_500 4 clothianidin 23% foglia 809 + 80,9ug/kg
R _500 4 clothianidin %8 foglia 62 + 6,2ug/kg
R_500_4 clothianidin 314* foglia n.d.
R 500 5 fipronil 2-3%foglia 19 + 1,9ug/kg
R_500 5 fipronil 7-8% foglia 11+ 1,1ug/kg
R _500 5 fipronil 1314% foglia n.d.

n.d.: not detected, lower than L.O.D. (< Qgkg)
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5. Effetti della guttazione del mais sulle api

Le scarse conoscenze sui fattori che incidono gulaenza dei neonicotinoidi nelle guttazioni del
mais, la cui concentrazione puo variare nell'ordidie decine di volte senza un’apparente
spiegazione, esigono un approccio che tenga chr@aliversi fattori possono interagire in maniera
sinergica o contrastante.

Tenuto conto che nelle precedenti sperimentazRO09) si € evidenziato che la semina su comune
terreno agrario non comporta per sé differenzereimposizione delle guttazioni rispetto al vaso,
nel 2010 si sono condotti studi su come le conegitni di p.a. nelle guttazioni di piante coltivate
in serra e in pieno campo, potessero venire indaen da diversi fattori quali: 1) diversa
permanenza del seme e/o delle plantule a differegtmi di irrigazione; 2) protezione dagli agenti
atmosferici delle plantule; 3) ora del giorno digalta; 4) diversa tipologia di terreno.

5.1 Neonicotinoidi nelle guttazioni fogliari delle piante di mais coltivate in campo e
provenienti da semi conciati con thiamethoxam, clbtianidin ed imidacloprid

Nel mese di aprile del 2010, in un’area situatd’amé&nda sperimentale della Facolta di Agraria
dell’'Universita di Padova sita in Legnaro (PD), s@tate seminate 8 file della lunghezza ciascuna
di 80 m, utilizzando per le prime 4 file seme camaidel 2009 e nelle restanti 4 file seme del 2010.
Ogni annata prevedeva seme conciato con i 3 neomadi, con I'aggiunta del seme conciato con
solo fungicida (Celest XL). | sesti di semina satati quelli standard impiegati nella maiscoltura
padana (75 cm tra le file e 19 cm sulla fila).

1. Una prima serie di campionamenti ha previsto priedi prelievo:

- per ogni fila sono state effettuate delle raccaoitdtiple di goccioline di guttazione da circa
40 piante tra le 7:30 e le 8:30, stoccate in ungaa fiala per fila (per principio attivo di
analoga concia);

- per ogni fila, tranne le due contenenti solo Celesino state effettuate nuove raccolte
multiple da circa 40 piante su un’ulteriore zonaadempo tra le 10:00 e le 11:00 dello stesso
giorno, anche queste poste in una fiala diversageirprincipio attivo e concia differenti;

- per ogni fila seminata con sementi, concia 2010posctate scelte 4 piante non
precedentemente interessate da prelievi, da ciasdele quali sono stati raccolti 1L da
una singola goccia di guttazione, posti ognunonia fiala separata (in data 30 aprile 2010 ore
8:00).

Sono stati prelevati altri campioni (successiva aata cui il punto 1), in date diverse.

Sono stati prelevati campioni da piante trattate cothianidin e imidacloprid, su parte della
stessa fila, ma riparata dalle intemperie medikasia di plexiglass posta ad un’altezza di 50
cm dal suolo.

L’emergenza delle plantule & avvenuta con regal&d in maniera omogenea il 29 aprile; la prima
serie di gocce di cui al punto 1) e stata campanhtgiorno successivo (30 aprile 2010). |
campionamenti di cui al punto 2, a causa dellaueate piovosita del periodo, sono stati effettuati
nei giorni 7, 14, 17, 18 e 21 maggio ad orari \@li@ sempre su circa 40 piante per tutti i tipi d
concia tranne quelle contenenti solo Celest XLaimpionamenti di cui al punto 3 sono stati
effettuati nei giorni 6 e 14 maggio e riguardavgoace di guttazione fogliare prelevate da piante
conciate con solo clothianidin concia 2010 e imiojagd concia 2010. Le analisi dei campioni di
guttazioni raccolte nello stesso giorno e analizzasso il Dipartimento di Chimica dell’Universita
di Padova sono riportati nelle Tabelle 23 e 24pprasentate mediante i grafici di Figura 13 e 14.

43



Tabella 23- Concentrazioni di diversi p.a. nei campioni di gatbne fogliare raccolti da circa 40 piante il

30 aprile 2010.

Oradi Thiamethoxam Thiamethoxam | Clothianidin Clothianidin Imidacloprid | Imidacloprid
Campionamento 2009 (mg/L) 2010 (mg/L) 2009 (mg/L) | 2010 (mg/L) | 2009 (mg/L) | 2010 (mg/L)

8:00 79,1 117,3 31,9 447 105,7 179,8

11:00 201,3 227,3 46,3 19,2 2217 76,9

Tabella 24 - Concentrazioni di principi attivi riscontrate nei
campioni raccogliendo una singola goccia da 4 piadiverse,
concia 2010, raccolta del 30/04/10, ore 8:00.

_ Principio attivo (mg/L)
Pianta ) . ) )
Thiamethoxam* Clothianidin Imidacloprid
1 206,6 267,6 nr**
2 1451 150,7 185,280
3 158,9 156,4 225,480
4 214,3 82,9 nr**

*Nei campioni contenenti Thiamethoxam si & notatgplesenza di
Clothianidin presente in concentrazioni variakié 10 e 16 mg/L.
**Non rivelato.

Variazione delle concentrazioni di p.a. tra le ore
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Figura 13 - Variazione delle concentrazioni dei p.a. in estiade ore
8.00 e le ore 11.00.
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Concentrazione nelle guttazioni di singale piante

300 +
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Figura 14 - Distribuzione delle concentrazioni nella guttasqmelevata da
singole piante.

Dai risultati ottenuti per le guttazioni “multipledlle ore 8:00 (Tabella 23) si pu0 notare un
comportamento analogo per le due annate di colrdacloprid si disperde in maniera maggiore
nelle piante attraverso il flusso linfatico risppettl thiamethoxam che a sua volta si distribuisce
meglio del clothianidin. Questo andamento risutiemsariamente concorde con la idrofilicita di
questi principi attivi (il clothianidin e il piu mfobico) essendo la linfa un mezzo
fondamentalmente acquoso.

Per quanto riguarda le guttazioni prelevate algeldr:00 si osserva un comportamento simile per le
conce 2009 e 2010 ad eccezione del thiamethoxani @oncentrazione raddoppia rispetto a quella
rilevata alle ore 8:00. Gli altri due principi aitmostrano un comportamento opposto, ossia un calo
di circa il 50% per le conce 2010 e un aumentd0adl 100% per le conce 2009.

Poiché tra i due tipi di concia non si nota unatawgale differenza fisica, al momento attuale e
difficile dare un’interpretazione a questi risultgbiché 'andamento atteso, un aumento nelle
concentrazioni dovuto all'evaporazione della paatguosa causata dal maggior irraggiamento
solare passando dalle ore 8 alle 11, é riscon&raollo nelle guttazioni delle piante da semi con la
concia 2009.

Per quanto riguarda le analisi di singola gocciab@lla 24) non é possibile trarre conclusioni
poiché i risultati sono stati molto variabili traapta e pianta e in particolare nel caso del
clothianidin estremamente diversi se confrontati gaelli delle guttazioni “multiple”. Non si puo
escludere che la variabilita sia dovuta ad una leateduta della goccia prima della raccolta e che
quindi non vi sia stata evaporazione. Sotto qupstéilo, le sperimentazioni in campo presentano
notevoli difficolta.

Per quanto riguarda i campioni di guttazione racaolpieno campo in date diverse, i valori sono
riportati in Tabella 25 e i risultati evidenzianonege subito dopo I'emergenza i valori siano elevati
mentre successivamente, probabilmente a causaichpitetanti e continue precipitazioni (che non
hanno permesso la raccolta per una settimana)a stwdenziato andamento decrescente nelle
concentrazioni dei principi attivi col passare g@irni.

Confrontando infine le concentrazioni di clothianice imidacloprid presenti nelle piante poste
sotto alla copertura in plexiglass con quelle dilaghe piante (con gli stessi principi attivi) post
campo aperto (Tabella 26) si osserva una presemaggiore di principio attivo in quelle protette
dalla pioggia, dovuta probabilmente sia ad un mididmvamento del principio attivo, sia alla
maggior concentrazione delle gocce di guttaziomel piverso microclima presente.
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Tabella 25 -Variazione della concentrazione dei principi attieile gocce di guttazione nel tempo.

Giorno Thiamethoxam| Thiamethoxam | Clothianidin | Clothianidin | Imidacloprid | Imidacloprid
2009 (mg/L) 2010 (mg/L) | 2009 (mg/L) | 2010 (mg/L)| 2009 (mg/L) | 2010 (mg/L)
30 aprile 140,2 172,3 39,1 31,9 163,7 128,4
7 maggio 1,3 2,4 1,3 1,0 2,2 1,0
14 maggio 0,3 0,4 2,4 1.0 0,8 0,8
17 maggio 0,1 0,2 0,8 1,1 0,4 0,5
18 maggio 0,2 0,3 1,2 0,8 0,6 0,4
21 maggio 0,1 0,1 0,7 0,6 0,4 0,2

Tabella 26 -Concentrazione di due diversi principi attivi atieae delle condizioni ambientali.

Giorno Situazione piante | Clothianidin 2010 (mg/L)| Imidacloprid 2010 (mg/L)
14 maggio Campo aperto 1,021 0,825
14 maggio Sotto copertura 2,376 1,172

5.2 Concentrazione di insetticida nelle gocce di gazione provenienti da piante seminate e
cresciute in tunnel a diversi regimi idrici

Al fine di verificare I'effetto di diversi apportdrici sulla concentrazione di p.a. nelle guttazjen
e seminato il mais in tunnel (per escludere le g&gsu terreno agrario. Il tunnel é stato divis8 i
parcelle (4,5 x 4 m); in ogni parcella e stato s&xtt mais
conciato con i 3 neonicotinoidi ed il fipronil erspstati apportati
diversi quantitativi d’acqua: 50 litri/22,5 m? (@83, 1.100
litri/22,5 m2? (umido) e 2.500 bagnato litri/22,5 )m#rorando
nelle tre giornate successive alla semina sinoggiuagere i
volumi sopra indicati. Le distanze di semina sotates nel lato
sx, 60 x 20 cm e nel lato dx del tunnel 30 x 20 goesto per
verificare se la diversa densita delle piantine smeomportasse 5
una diversa concentrazione di insetticidi nell@agioni.

Sono stati raccolti campioni di guttazione dal goor
dell'emergenza sino al ventisettesimo giorno dalkegenza
delle piante. ]
Sono stati analizzati prima i campioni proveniedd piante Umida
seminate con interfila di 60 cm, per i tre regimirdgazione per :
ciascuno dei 4 p.a. e per ciascun giorno di raacolt
Successivamente sono stati analizzati i corrispandampioni
provenienti dalla semina con interfila di 30 cm.

Le analisi dei campioni di guttazioni raccolte satati analizzati
presso il Dipartimento di Chimica dell’Universitahdova. 5
Per quasi tutte le serie di campioni si osserva mnaggiore
concentrazione nelle gocce di guttazione prelevege giorni
undicesimo e tredicesimo dall’emergenza. Questeatrazioni
sono notevolmente piu elevate di quanto in precealesservato
nelle guttazioni da piante seminate in vaso, streamde le piante
da interfila 30 cm mostrano picchi di concentragioguasi
sempre inferiori rispetto a quelle con interfila é@. | risultati
sono riportati in Tabella 27 e Figura 15.

10m

45m p5

Bagnata

Umida

Secca Bagnata
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Tabella 27 - Contenuto di neonicotinoidi nelle gocce di guttaggrovenienti da
piante soggette a diversi regimi idrici.

Guttazione mg/L

Imidacloprid Clothianidin Thiamethoxam Fipronil
30 cm 60 cm 30cm 60cm 30cm 60 cm 30cm 60cm
Bagnato 02/11/09 66.74 61.9 31.37 36.78 42.97 38.076 0 0
Umido 02/11/09 80.40 66.8 4443 35.04 97.44  71.967 0 0
Bagnato 04/11/09 196.52 78.3 7111 77.2 68.59 47.17 0 0
Umido 04/11/09 199.1 130.5 55.72  45.62 190.41 68.03 0 0
Secco  04/11/09 121.1 97.1 50.37 75.56 219.88 520.59 0 0
Bagnato 08-10/11 716.73  412.77 60.3 2615 67.5 155.0 0 0
Umido 08-10/11 70.91 828.0 682 3104 1281  253.0 0 0
Secco  08-10/11 54.65 340.1 42.2 1852 56.6  1153.5 0 0
Bagnato 23-24/11 109.2 213.2 45.7 1409 14.1 141.7 0 0
Umido 23-24/11 46.5 214.1 28.4 69.1 86.1 26.9 0 0
Secco 23-24/11 57.2 76.1 245 11.6 33.9 68.1 0 0

Si conferma pertanto che il regime idrico condizidieffettiva produzione di guttazioni e la
concentrazione di insetticida in esse contenutaegime secco le guttazioni tardano ad apparire.
Con una maggiore piovosita si osserva un effetildvamento del p.a. piu consistente per quanto
riguarda il thiamethoxam, che e il composto pitubdé in acqua tra quelli considerati. Questo e
infatti maggiormente concentrato, anche rispett@l&i composti, nelle piante cresciute in regime
secco. In regime umido/bagnato, la concentraziang.al sembra quindi ben accordarsi con la
polaritd del composto. In base ai dati di tossieitata (Girolamiet al. 2009) tali concentrazioni
risultano comunque sempre letali per le api.
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Figura 15 - Andamento della concentrazione dal 1° al 27° giatall'emergenza.
Ordinate: mg/L p.a.; Ascisse: giorni dal’emergenza
Azzurro: semina interfila 60 cm; Rosso: seminarfitee30 cm

5.3 Concentrazione di insetticida nelle gocce di gazione provenienti da piante seminate e
cresciute su terreni a tessitura diversa

Al fine di studiare il fenomeno della presenza deonicotinoidi nelle gocce di guttazione delle
piantine di mais e della loro diversa concentragial variare del tipo di terreno, e stato
programmato il seguente esperimento: per ognundréeediversi appezzamenti utilizzati, aventi
caratteristiche differenti, sono state seminatideddi mais rispettivamente conciate con Celes (fi
1, come controllo) Celest e Clothianidin (fila ZJelest e Imidacloprid (fila 3) e Celest e

Thiamethoxam (fila 4).
| tre diversi appezzamenti avevano le seguentiteaistiche:
a) terreno sabbioso e ricco in scheletro molto dreméi@ampo S”);
b) terreno a medio impasto (“Campo M”);
c) terreno argilloso ricco di sostanza organica e mreaante (“Campo N”);

Le semine sono state effettuate il 30/04/2010Ig€rampo S” ed il “Campo M” e il 21/05/2010 per
il “Campo N”. La completa emergenza delle plantdiemais si & verificata dopo 11 giorni
(11/05/2010) per i campi “S” ed “M” e dopo 8 gio(9/05/2010) per il “Campo N”.

| campionamenti delle gocce di guttazione sona sfédttuati da piu piante sulla stessa fila come

riportato in Tabella 28.
| risultati delle analisi sono riportati nelle Tdlee28 e 29 e nelle Figure 16, 17 e 18, divisi per

tipologia di terreno, e nelle Figure 19, 20 e Adigdiper principio attivo.
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Tabella 28 -Concentrazioni di neonicotinoidi nelle guttaziooghari di piante coltivate in tre diverse
tipologie di terreno.

Neonicotinoidi (mg/L)
Campo Data Fila 2 Fila 3 Fila 4
Clothianidin | Imidacloprid | Clothianidin | Thiamethoxam Clothianidin
19 maggio 143,964 242,070 2,400 53,428 14,278
21 maggio 40,418 16,731 . 15,822 4,277
24 maggio 13,593 6,527 é- 1,048 0,307
S 26 maggio 8,073 1,775 é. 0,606 0,150
31 maggio 0,725 0,093 é. 0,020 0,012
1 giugno 0,509 0,137 é. 0,015 0,007
7 giugno 0,644 0,227 é. 2 0,025
26 maggio 2,503 1,826 a. R b
26 maggio h > - » -
31 maggio 0,367 0,179 é. 0,035 0,018
M 1 giugno 0,532 0,238 é- 0,089 0,034
1 giugno o - - - 2
4 giugno 0,533 0,116 é. 2 0,040
7 giugno 0,367 0,128 é. 2 0,033
7 giugno 20,813 2,970 &- 5,434 0,909
N 11 giugno 2,899 0,613 & 1,016 0,408
12 giugno 5,213 0,970 &. 0,531 0,258
17 giugno 0,131 0,048 & 0,022 0,021

* Concentrazioni inferiori al limite di rilevabilit§ Campionamenti non effettuati.

Tabella 29 - Concentrazioni di neonicotinoidi presenti nelleg® di guttazione fogliare di piante coltivate
in tre diverse tipologie di terreno al variare dalistanza temporale dalla completa emersione dilfgule

dal suolo.

Giorni di
distanza
dalla comparsa

Fila 2 (Clothianidin)

Fila 3 (Imidacloprid)

Fila 4 (Thiamethoxam)

Concentrazioni (mg/L)
delle plantule CampoS CampoM  Campo N

Concentrazioni (mg/L)
CampoS CampoM CampoN Campo SCampoM Campo N

Concentazioni (mg/L)

8
9
10
13
14
15
19
20
21
24
27

143,964

40,418
13,593

8,073

0,725
0,509

0,644

242,070 53,428
20,813 2,970 5,434
16,731 15,822
2,899 6,527 0,613 1,048 1,016

5,213 0,970 0,531
2,503 1,775 1,826 0,606

0,131 0,048 0,022
0,367 0,093 0,179 0,020 0,035
0,532 0,137 0,238 0,015 0,089
0,533 0,116 <LOD
0,367 0,227 0,128 < LOD< LOD
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Concentrazione di neonicotinoidi nel "Campo S"
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Figura 16 - Concentrazioni di Clothianidin, Imidacloprid e Thiathoxam presenti nelle gocce
di guttazione fogliare prelevate dalle piante diswaltivate nel “Campo S”.

Concentrazioni di neonicotinoidi nel "Campo M"
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Figura 17 - Concentrazioni di Clothianidin, Imidacloprid e Thiathoxam presenti nelle gocce
di guttazione fogliare prelevate dalle piante disvtltivate nel “Campo M”.
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Figura 18 - Concentrazioni di Clothianidin, Imidacloprid e Tiiathoxam presenti nelle gocce
di guttazione fogliare prelevate dalle piante disytmltivate nel “Campo N”.
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Figura 19 - Confronto tra le concentrazioni di Clothianidinepenti nelle gocce di guttazione
fogliare per piante coltivate in tre diversi tipi térreno al variare della distanza dal giorno di
completa emersione delle piante dal terreno.
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Figura 20 - Confronto tra le concentrazioni di Imidacloprigepenti nelle gocce di guttazione fogliare

per piante coltivate in tre diversi tipi di terreab variare della distanza dal giorno di completa
emersione delle piante dal terreno.
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Figura 21 - Confronto tra le concentrazioni di Thiamethoxanegenti nelle gocce di guttazione
fogliare per piante coltivate in tre diversi tipitdrreno al variare della distanza dal giornoainpleta
emersione delle piante dal terreno.
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Dai risultati ottenuti € possibile osservare chuiti i tre tipi di terreno si ha un decadimenapido
delle concentrazioni dei tre principi attivi man moache ci si allontana dal giorno di semina.
L’andamento generale per tutti e tre i campi innesavede una presenza in concentrazione
maggiore di Clothianidin rispetto agli altri duarmipi attivi (tranne per il primo dato sul “Campo
S”) seguito poi dall'lmidacloprid e dal Thiamethaxaer i campi “S” ed “M”". Inoltre, a differenza
degli altri due casi, nel caso del campo con terrangilloso (“Campo N”, Figura 18) le
concentrazioni di Thiamethoxam risultano mediamenigeriori rispetto a quelle dell’'Imidacloprid.
Ipotizzando condizioni meteorologiche simili tra $emine effettuate in periodi diversi, si puo
osservare come, a parita di distanza dei preliesi,campo S le guttazioni presentino sempre
concentrazioni maggiori nei tre p.a. di quelle &@vnegli altri appezzamenti. Non €& possibile
effettuare un reale confronto con terreno dal medjasto (“Campo M”) poiché i campionamenti
sono stati effettuati in periodi eccessivamentédondal giorno di semina (a causa dei ritardialell
semina dovuti alle avverse condizioni meteorolog)ch

5.4. Valutazione dellattivita di bottinamento delle api sulle guttazioni

In aprile e maggio 2010 sono stati effettuati vilisulla presenza di api bottinanti guttazioni diis
attraverso transetti effettuati in prima mattinata,campi situati in prossimita dell’apiario nel
Centro sperimentale della Facolta di Agraria deli¢rsita di Bologna a Cadriano (BO). I rilievi
sono stati effettuati in tre distinti appezzamamiestiti a mais.

1. campo di circa 1.300 fisituato a circa 50 m dagli apiari;

2. campo di 6.000 fdistante 300 m dagli apiari;

3. campo di 1.500 fadiacente agli apiari.
| transetti venivano effettuati lungo le file ossando le 4 file adiacenti. Nel primo e nel terzo
appezzamento sono stati effettuati 5 transetting¥no del campo, nel secondo otto. Per ciascun

appezzamento sono state effettuate le osservameche lungo le capezzagne.
| rilievi sono stati effettuati dalla comparsa dgbrima foglia vera fino alla 6 foglia.

| risultati sono riportati di seguito:

« 22 aprile: attivita di volo regolare e guttazionegenti. Non rilevate api durante i transetti.

» 26 aprile: attivita di volo scarsa e guttazionigaeti. Sciamatura 1 o 2 alveari. Non rilevate
api lungo i transetti.

» 30 aprile: attivita di volo regolare e guttazionépenti. Rilevata 1 ape nel 2°transetto (verso
le 8.30) nel campo 1 che pero non bottinava gocgetthzione.

* 3 maggio: attivita di volo regolare e guttazioregenti. Non rilevate api durante i transetti

* 7 maggio: attivita di volo quasi assente e gutt@iziwesenti. Non € stato possibile effettuare
i transetti per pioggia improvvisa.

* 11 maggio: pioggia.

* 14 maggio: pioggia.

* 18 maggio: attivita di volo regolare e guttazioregenti. Tra i campi 1 e 3 in una
pozzanghera sulla strada é stata osservata urhapeeveva.

* 21 maggio: attivita di volo regolare e guttaziossenti (soleggiato e ventilato).

» 27 maggio: attivita di volo regolare e guttazioregenti. Non rilevate api durante i
transetti.

» 1 giugno: attivita di volo regolare e guttazionseasti (soleggiato e ventilato).

| dati di campo rilevati nel corso di questa primi@/ confermano quanto gia osservato nel 2009 e

cioe che lattivita di bottinamento delle api sutiecce di guttazione del mais nelle condizioni
ambientali della nostra latitudine (Bologna), elawl irrilevante.
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6. Effetti letali e subletali sulle api dei princip attivi usati nella concia delle
sementi

6.1 Effetti verso le api della polvere provenientelai semi di mais conciati con clothianidin:
valutazione della mortalita in laboratorio

E’ stata effettuata una prova di laboratorio peuteae gli effetti di tossicita acuta per contatto
indiretto delle polveri disperse dalle macchine is@tnici durante la semina del mais conciato con
clothianidin (nome commerciale: Poncho®). Come pamb e stato utilizzato lo stesso p.a.
venduto in formulazione liquido (nome commercialPantop®). La prova prevedeva la
deambulazione delle api per 3 ore su di un sulos(faglie di melo biologico) trattato con il p.aa d
saggiare ed inserito sul fondo di gabbiette ditmlag13 cm x 6 cm x 11 cm altezza) insieme a 10
api bottinatrici. Il substrato veniva rimosso dol@o3 ora. Ogni gabbietta era provvista di un
alimentatore con acqua e zucchero per le api.

Da precedenti accordi, le quantita di clothianida utilizzare nella presente ricerca, avrebbero
dovuto essere quelle ricavate dalle sperimentaziehiCRA-ING di Monterotondo (Roma) nel
corso della sperimentazione effettuata duranteitagvera, relative alla ricaduta del p.a. a 5 m dal
bordo del campo. Tuttavia, a causa dei ritardi enaperimentazioni di campo dovuti delle
condizioni meteorologiche avverse della scorsa gvama (piogge continue nei mesi di Aprile e
Maggio) —peraltro documentate con lettera del doatdre in data 8/6/2010 n.prot 1474 ai
competenti uffici del Mipaaf - e alla rottura deBtrumento analitico in dotazione presso il CRA-
PAV di Roma (HPLC-MS-MS), e stato deciso di inieiacomunque le prove di laboratorio
utilizzando una quantita 5,12 pd/stimata in base a precedenti prove di campo. Leessive
sperimentazioni a Monterotondo hanno poi rilevate guantita di p.a. a 5 m pari a 6,25 pgibi

cio bisognera tenere conto nella valutazione cosspla della sperimentazione anche se, essendo la
dose qui utilizzata inferiore a quella realmentermita, gli effetti evidenziati nelle prove di ségu
descritte non avrebbero che potuto essere di eguaiperiore entita.

La polvere contenente clothianidin, ottenuta dadlenente di mais fornita da Assosementi, € stata
preparata con un setaccio di precisione con maghé pum e poi analizzata. Il contenuto di p.a. €
risultato pari all'81% della polvere. Per consentima dispersione omogenea della polvere sul
substrato delle gabbiette (con un’area di 57,2 émproporzione al quantitativo di p.a. ricadutb a

m (x 1: 0,029 ug di p.a./substrato), e stato necessiscelare la polvere (0,036 pg/substrato) con
un materiale inerte (talco) attraverso diluiziomiogetriche partendo da una dose 1000 volte piu
concentrata. Per la tesi liquida (Dantop) ogni salbs e stato irrorato con 200 ul di soluzione
mentre nella tesi polverulenta (Poncho) le foglanc state cosparse con 0,01 g di polvere
contenente clothianidin miscelata con talco. P& t&si sono state saggiate le 4 dosi utilizzate pe
le diluizioni (x 1, x 10, x 100, x 1000) piu il coollo negativo: rispettivamente talco per il Poach

e acqua per il Dantop. Ogni dose comprendeva Sizipei (5 gabbiette con 10 api ognuna).
Durante la prova le gabbiette con le api sono séstete per 3 giorni in cella oscurata a 25 °Cet 1
con UR del 70-80%.

Il controllo della mortalita & stato effettuato o@nore fino alla 12 ora del primo giorno, alla 242
ora e successivamente ogni 24 ore fino al 4° gi¢8né6, 9, 12, 24, 48, 72 ore). La Figura 21 mostra
la mortalita corretta con la formula di Schneideeldalle diverse ore del Poncho e del Dantop alla
dose di p.a. riscontrata a 5 m durante la semirl).(Kino alla 23ora la mortalita causata dai due
prodotti € molto simile risultando entrambi “leggemte tossici”, Nelle ore successive il numero
delle api morte aumenta maggiormente nelle tesile@olveri del Poncho fino a “moderatamente
tossico” a 48 ore ed a “notevolmente tossico” a2

Confrontando invece i valori della gl(in pg di p.a./gabbietta) a 48 ore calcolati caaii di
mortalita delle quattro concentrazioni, emerge mmag@giore tossicita del Dantop rispetto al Poncho,
rispettivamente 0,149 (limiti: 0,044-0,372) e 1,§kiti: 0,417-5,165).
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Figura 22 - Mortalita corretta alla concentrazione di 0,0295ugétrato (x 1) del Poncho® (polvere) e del
Dantop® (liquido) nelle diverse ore.

6.2 Effetti verso le api della polvere provenientelai semi di mais conciati con clothianidin,
thiamethoxam, imidacloprid e fipronil: valutazione della mortalita per contatto indiretto in
laboratorio

La sperimentazione € stata condotta con le steedalita della prova descritta nel capitolo 6.1. Le
uniche variazioni sono state le 3 ripetizioni alsipodelle 5 della prova precedente e le dosi
saggiate. Infatti oltre alla quantita di p.a. a §xh) dal campo di semina per i diversi princigivat

(il clothianidin nella quantita realmente rilevala 6,25 pg/m) (Tabella 30), sono state valutate

anche le dosi x10, x100 e x1000.

Tabella 30- Quantita di principio attivo presente nellevaol ricadute a 5 metri (x1) e saggiata in
laboratorio

Principio Q.tadip.a. ricaduto | % di p.a. dopo | Q.ta di p.a./gabbietta | Q.ta di polvere/gabbietta
attivo a5 m (ug/nf) la setacciatura in ug in ug
clothianidin 6,25 81,00 0,036 0,044
imidacloprid 3,66 60,10 0,0209 0,035
thiamethoxam 2,77 46,30 0,0158 0,034
fipronil 0,28 47,00 0,0016 0,0034

| dati fino ad ora disponibili, evidenziati nellgdire 23, 24, 25 e 26 mostrano un andamento della
mortalita (corretta con la formula di Schneiderd@reorrelato con le dosi saggiate per tutti i
principi attivi. L'unico dato anomalo e relativdaldose piu elevata del fipronil (FIP x 1000) in cu
la mortalita & risultata inferiore alle altre desii basse fino alla 24ra per poi schizzare in testa
alla 48 ed alla 72 ora (Figura 26). Il clothianidin, rispetto allaopa precedente (dose di 5,12
pg/nf) in cui la mortalita iniziando dal 5% nelle primee si assestava poco sopra il 10% fino alla
24% ora e poi si innalzava al 30% e al di sopra déb 5Bpettivamente alla 4& alla 72 ora, in
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questa prova (6,25 pghn provoca una mortalitd superiore al 20% gia npliene ora, supera il
30% nelle ore successive per arrivare al 40% &ftaia.

100 A (o <& <& <&
O o
<&
0
80
8
o
S 60 -
(&)
g
s
S 40 4
S
X
20 A
—e— cCLOX1
——y — CLO X10
m} CLO X100
0 4 & CLO X1000
T T T T T T T
36 912 24 48 72

Ora

Figura 23 - Percentuale di mortalita corretta delle api avvalerton clothianidin.
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Figura 24 - Percentuale di mortalita corretta delle api avvalerton imidacloprid.
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Figura 25 - Percentuale di mortalita corretta delle api avvaiercon thiamethoxam.
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Figura 26 - Percentuale di mortalita corretta delle api avvaiercon fipronil.

Classificando i dati ottenuti nelle diverse ore [@erose x1 secondo le seguenti cinque classi di
tossicita: “non tossico” (<1%), “leggermente tossi(1-25%), “moderatamente tossico” (26-50%),
“notevolmente tossico” (51-75%), “altamente tossitH6-100%) normalmente utilizzate in questo
tipo di prove, € possibile osservare come tuttradptti (a parte I'imidacloprid nelle prime ora)
mantengano costante una certa tossicita. Il cloidhia, in particolare é risultato il principio att

piu tossico (anche per la maggior quantita di ptiodacaduta a 5 metri) (Tabella 31).
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Tabella 31 - Classificazione della tossicita verso le api deiedsi principi attivi rispetto alla quantita
ricaduta a 5 m (x1) dal bordo del campo di semina.

Pr|np|p|o 6° ora 12 ora 24 ora 48 ora 72 ora
attivo
clothianidin moderatamente moderatamente moderatamente moderatamente moderatamente
tossico tossico tossico tossico tossico
o . . . leggermente leggermente leggermente
imidacloprid non tossico non tossico {OSSICO tOSSICO tOSSICO
. leggermente leggermente leggermente e leggermente
thiamethoxam tossico tossico tossico non tossico () tossico
finronil leggermente leggermente leggermente leggermente leggermente
P tossico tossico tossico tossico tossico

*Nel calcolo della mortalita corretta il numeroapi morte del testimone era piu elevato rispettoadiato.

Rispetto alle sperimentazioni del 2009 (in cui &gelle erano di 0,16 ha) svolte da CRA-ING a
Monterotondo, I'aumento della superficie di seman@d ha e dei tempi di esecuzione della stessa, ha
incrementato le quantita di polveri ricadute intgatare quelle ottenute con la seminatrice senza
modifica (vedi capitolo 2). Se nella realta le gitanfossero 10 volte piu elevate il clothianidin
passerebbe dalla 48ra da moderatamente a notevolmente e altamesgedo Ma se le ricadute
fossero 100 volte piu alte di quelle rilevate leseacambierebbero radicalmente. Quasi tutti i
prodotti dalla 12 ora in poi (il clothianidin addirittura dalla®®ra) finirebbero nelle classi di
tossicita piu elevate. Quindi, a nostro avviso, pea miglior valutazione complessiva dei dati
bisogna tener in considerazione, oltre alle maggianensioni rispetto al 2009 per I'ovvio riscontro
che l'estensione della superficie seminata puaénitare il livello di contaminazione delle zone
circostanti (come gia ricordato anche nel Capitotiella relazione), che la prova nel suo complesso
durava solo un’ora e tre quarti, quando normalmaetkarea maidicola nazionale (compresa fra le
regioni Lombardia, Piemonte, Veneto, Friuli Vene@ailia ed Emilia Romagna) gli agricoltori
tendono a seminare tutti nello stesso periodo gaifee ore dell’alba fino a sera per non incorrere
nelle piogge.

6.3 Effetti verso le api della polvere provenientelai semi di mais conciati con clothianidin:
valutazione della mortalita e di altri parametri in semicampo

L’effetto della quantita di clothianidin contenutella polvere ricaduta a 5 metri dai bordi del
campo di mais durante la semina sperimentale,tedfiet presso il CRA-ING di Monterotondo
(Roma) (vedere al punto 6.1 per la stima del vyJogestato valutato in nuclei di api poste
all'interno di tunnel bottinanti su colza. La poteeutilizzata miscelata con talco, & stata preparat
come nella prova in laboratorio (punto 6.1). A fmeggio 2010 presso un campo seminato a colza
collocato nellAzienda Agraria Sperimentale di Jado (BO) sono stati allestiti 6 tunnel
sperimentali (3 per il testimone e 3 per il tratjadelle dimensioni di 40 frradauno coperti di rete
antiafidi. | tunnel delle due tesi erano posiziomatmodo randomizzato. Il 31 maggio, quando la
colza era circa al 50% di fioritura, in ogni tunmestato posizionato un nucleo di api disposte su 3
telaini (due di covata e uno contenente circa 2-2b scorte di miele) e provvisti di regina del
2009. Ogni tunnel era provvisto di gabbia per lacodta di api morte (tipo “underbasket”)
posizionate davanti al nucleo. La prova e statétaseguendo le linee guida EPPO e, sia prima che
dopo il trattamento, sono stati raccolti i seguédati:

1. Mortalita giornaliera (numero di api bottinatricionte presenti all’interno delle gabbie
underbasket);

2. Forza della famiglia: sviluppo della famiglia (agulte, covata) valutato con il metodo dei
sesti;

3. Attivita di volo: numero di api in uscita dall'alaee in 307;
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4. Attivita di bottinamento: numero di api presenti §iori di colza in 3 parcelle di 0,25 ™
distribuite in modo omogeneo all'interno di ogninhel. Il conteggio delle api é stato
effettuato con il metodo istantaneo. Anche se dottoel I'etologia delle api risulta spesso
alterata, oltre al numero di api presenti sui fiddttivita di bottinamento e stata valutata
anche dal punto di vista qualitativo annotando com@menti che possono indicare
anomalie come api immobili sulle foglie o sui fioapi che si puliscono le zampe e/o le

antenne, oppure api che sembrano stordite (Gi#dvihmet, 2009);

5. Osservazioni di fronte all'alveare: presenza ditibatrici con polline ed eventuali
comportamenti anomali.

6. Analisi dei residui sulle api morte raccolte nefjabbie underbasket e sulla vegetazione
trattata con polvere contenente clothiandin a d€ivgiorni dall'applicazione (-4, 0 (+1h),
+1, +3, +7 giorni dal trattamento).

7. Oltre a queste informazioni sono stati raccolti dati aggiuntivi che riguardano lo stato
sociofisiologico della famiglia di api. In parti@yke e stata registrata la temperatura interna
al nucleo nella zona di covata (con sensore iBUut8d923) e il grado di costruzione di un
favo su un telaino vuoto (privo di foglio cereopserito in ogni nucleo il giorno del
trattamento.

La valutazione del comportamento di fronte all’alkes dell’attivita di volo e di bottinamento &
stata effettuata nei giorni: -3, -1, 0, 1, 2, 3 3 dal trattamento. Le osservazioni venivano svolt
ogni due ore nella parte centrale della giornafa0@ -12.00 -14.00 -16.00) ad eccezione del giorno
-3 in cui sono stati raccolti solo i dati del poiggio. Al mattino dei giorni di osservazione si
procedeva alla raccolta delle api morte. La forelladamiglia e stata effettua prima del trattarent
(-4) e dopo 7 e 15 giorni dal trattamento. Il seasdi temperatura ed umidita e stato collocato
durante il primo controllo interno agli alveari -@ scaricato dopo il terzo (+15). La costruzioee d
favo sul telaino vuoto é stato valutato al +7 e 8.

Il trattamento e stato effettuato con un polveriaea meccanico (Cifarelli serie M3. Motore: 2
tempi da 77cc; Potenza: 3,6 kw; Uscita polveri: ® Kg/min; Velocita aria: 125 m/sec; Volume
aria: 20 m3/min)il 7 giugno alle 12.30 spargendo sui fiori di cqlma piena fioritura, 200 g di
polvere contaminata contenente 204,77 pg di p.aataita col talco in ogni tunnel del trattato. I
talco puro é stato applicato nei tunnel della testimone. La copertura di rete nei tunnel é stata
tolta il 15 giugno (8 giorni dopo il trattamentd)y modo da consentire alle api di bottinare
liberamente nelle rimanenti zone dell’appezzamentmlza o nei campi circostanti.

Dal confronto giornaliero tra la mortalita del tedb e quella del testimone (dati normalizzati
facendo il rapporto con la mortalita giornalieraemattamento) sono emerse differenze
statisticamente significativamente nei due gioutcgssivi al trattamento. La mortalita € maggiore
nel trattato, nei giorni +1 e +2, ma poi tende ab#izzarsi con quella del testimone nei giorni
successivi (Figura 27). Applicando l'indice propmda Schmidt$chmidt H.-W., Brasse D., Kinast
C., Mihlen W., von der Ohe W., Tornier I., Wallier (2003). Introduction of indices for the
evaluation of tent tests and field tests with hbeeg. Bulletin of Insectology, 56(1): 111-1p&r
confrontare gli effetti degli agrofarmaci in prosiecampo e semicampo emerge che la mortalita del
trattato e circa 10 volte superiore a quella detireone. Questo indice € il risultato del rapparéo

la mortalita del trattato e quella del testimonenmalizzata con la mortalita pre-trattamento di ogni
alveare (Tabella 32).

Nonostante il picco di mortalita nei tunnel trattadn polvere contenente clothianidin, non sono
emerse differenze significative tra le due tesi gpganto riguarda la forza della famiglia, sia nelle
api che nella covata. Sono emerse differenze ttatisente significative tra i giorni in entrambe le
tesi, infatti, sia i sesti di api che di covata amtano dal 14 giugno (+7) al 22 giugno (+15), dopo
che e stata tolta la copertura dei tunnel. L’irggmae giorno-tesi € risultata non significativa
(Figura 28, Tabella 33).
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9 1 T —e— Testimone
—O— Trattato

8/6 (+1) 9/6 (+2) 10/6 (+3) 12/6 (+5) 14/6 (+7)
Data

Mortalita giornaliera (post-trattamento/pre-trattamento)
(6]

Figura 27 - Rapporto tra la mortalita giornaliera nei diversirgi post-trattamento con la mortalita media
dei giorni pre-trattamento.

*Differenze statisticamente significative tra tedtt e testimone al Test U di Mann-Whitney (p<0,05).

La linea punteggiata indica quando la mortalitd-p@tamento € uguale al pre-trattamento (rapporid.

Tabella 32 -Indice definito dal rapporto tra la mortalita medi@malizzata con la mortalita pre-trattamento
dei tunnel trattati con quelli del testimone (dh@altet al. 2003).

Mortalita Mortalita . .
, . giornaliera pre- | giornaliera post- Indice medio post-
Alveari Tesi trattamento trattamento trattamento/ pre-

(3 giorni) (5 giorni) trattamento

1 Testimone 9,00 4,80

3 Testimone 3,33 1,80 0,93

5 Testimone 2,67 4,60

2 Trattato 0,33 7,80

4 Trattato 6,67 6,40 9,67

6 Trattato 3,67 17,00

Indice di confronto trattato/testimone 10,67

Tabella 33 -Risultati del test ANOVA a misure ripetute per gftietti delle tesi, dei giorni e dell'interazione
sul rapporto post e pre-trattamento dei sesti de &jp covata.

Effetti Sesti di api Sesti di covata
F p F p
Tesi 0,19 0,69 0,09 0.78
Giorni 11,04 0,03 * 107,26 <0.01*
Interazione 0,01 0,92 1,12 0.35

*Differenze statisticamente significative (p<0,05).
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Figura 28 - Rapporto tra i sesti di api (A) e di covata (B) giirni dopo il trattamento (a +7 e +15) e quelli
pre-trattamento (-4).

Per quanto riguarda l'attivita di volo e di bottmanto, i dati sono in fase di elaborazione stafsti
tuttavia dal loro andamento (Figura 29) non sembi@alinearsi effetti negativi. In media I'attivita
di volo dopo il trattamento é stata maggiore nail@iudel trattato rispetto al testimone (8,7 8 7,
api in uscita ogni 30”), mentre il numero medicagi osservate sulle parcelle dopo il trattamento &
stato simile in entrambe le tesi (5,6 vs 5,4 rigp@tnente per il testimone e il trattato). Anche gl
altri comportamenti osservati sulle parcelle norstramo evidenti sintomi di avvelenamento. Cio é
dimostrato sia dalla loro bassa frequenza risctantira entrambe le tesi che la presenza di tali
comportamenti sia prima che dopo il trattamentdélla 34).
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Figura 29 - Attivita di volo (A) e di bottinamento (B) medio petre tunnel di ogni tesi rilevati durante la
prova.

Tabella 34 - Numero totale di api osservate sulle parcelle ditacanostranti comportamenti anomali. |l
valore tra parentesi fa riferimento alla tesi aret

Api immobili sulle Api in attivita di Api stordite
foglie o sui fiori pulizia
Pre-trattamento 0 (0) 0 (4) 0 (0)
Post-trattamento 3 (10) 0 (2) 0 (0)
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Anche per quanto riguarda la percentuale di favstrago sul telaino vuoto non sono emerse
differenze statisticamente significative tra i reiadel testimone e quelli del trattatqi(k;= 0,086;

p= 0,783). A 15 giorni dal trattamento, in mediaje avevano costruito circa il 20% del telaino.
L’elaborazione dei dati relativi alla temperatunderna agli alveari e I'analisi dei residui sull@ a
morte e sulla vegetazione sono tuttora in corso.

In conclusione dai risultati emerge un effetto gigativo delle polveri derivanti da mais conciato
con clothianidin (Poncho) sulla mortalita delle.albipicco di mortalita si riscontra subito dopo
I'esposizione delle api al principio attivo e peralyer circa 2-3 giorni. Tuttavia le famiglia cdéi
seppur indebolite, non risultano danneggiate datgdi vista del numero di api e di covata almeno
nel breve-medio periodo (fino a 15 giorni dal @atento).

6.4. Effetti subletali di clothianidin sul comportamento di bottinamento e di la capacita di
homing delle api in campo

6.4.1 Effetti di clothianidin sul bottinamento e ldanza delle api

Le api di un alveare con pareti a vetro, costitdédb telaini di cui due di miele ed 1 di covatm®
state addestrate a cercare polline da un dispansi@iale (Figura 30). Le api sono state maraate

il dispenser e stato gradualmente spostato a 188l mdo.

| tempi di volo delle api in andata e ritorno dedpnser sono stati misurati, cosi come le freqrienz
di volo. Le api che mostravano una frequenza aasi@udispenser sono state scelte per la
sperimentazione e divise in gruppi di 10 api ciascu

La cattura degli individui é stata effettuata gdtzsstazione dispenser dopo che I'ape aveva finito di
costituire la pallottolina di polline, in modo clmantenesse la motivazione a tornare al nido e
comunicare alle compagne la posizione del dispenser

Dopo la cattura, ogni ape € stata introdotta irpuntale per pipette Gilson la cui punta era stata
tagliata. Dopo circa 30’ di affamamento e stato amistrato singolarmente il trattamento: 0,70
ng/ape di clothianidin in 5 microlitri di soluzioreuccherina al 50% ad un gruppo (N=10); 5
microlitri di soluzione zuccherina al 50% al secompiuppo (N=10).

Dopo 60’ le api sono state liberate a piccoli giuglla postazione dispenser. E’ stato seguito il
comportamento di ogni individuo al dispenser eidbrper 3 ore, annotando la frequenza e i tempi
dei voli di ritorno e filmando il comportamento @do per 5 minuti al ritorno dell'ape. Sono stati
annotati contestualmente i principali comportaméstarica il polline, danza, trofallassi, cammino,
immobilita, uscita). Analoghe videoriprese e osaeioni dirette sono state effettuate dopo 20-24
ore. La sperimentazione € stata ripetuta con kesstenodalita utilizzando un dosaggio minore di
clothianidin, pari a 0,47ng/ape.

Figura 30 - A: api durante la raccolta del polline dal dispenBe api marcate al nido.

61



Le riprese video sono in corso di elaborazioneoggervazioni condotte al momento del rilascio
dopo il trattamento e al nido hanno messo in ewdemportamenti normali per le api non trattate
(volo diretto verso il nido, scarico del pollinaeterazioni e scambio di cibo con le compagne, ascit
e ritorno immediato al dispenser per la raccoligpd#ine), mentre solo una delle api trattate ton
dose piu alta ha fatto ritorno al nido, dove norsbaricato il polline ed e rimasta a lungo isokata
immobile. Le api trattate con il dosaggio piu badselothianidin hanno fatto ritorno al nido ma
hanno avuto difficolta a scaricare il polline e ahte le prime 3 ore di osservazione non sono
tornate al dispenser; solo 1'80% di esse si € ptes& il giorno successivo..

| principali dati provenienti dall’'osservazioneetia sono riportati in Figura 31.

Effetti di clothianidin su orientamento spaziale e
bottinamento

100
90 -
80 ~ — —
70
60
50 +
40 +
30 ~

e

ritorno al nido

%

ritorno al presenza al
dispenser nido

presenza al
dispenser

60'-180"' 20-24 h

O testimone & clothianidin 0,47 ng/pe B clothianidin 0,70 ng/pe

Figura 31 - Principali comportamenti osservati.

6.4.2 Effetti della polvere proveniente dai semindais conciati con clothianidin sulla capacita di
homing delle api

L’obiettivo dello studio € valutare la capacitaotdientamento delle api in seguito al contatto den
quantita di polveri disperse a 5 m dalla macchamaisatrice di mais conciato con Pon&ho

L’ipotesi si basa sul fatto che le api, durantétiVéa di bottinamento, possono venire in contatto
con quantitd subletali di clothianidin contenutdlengolveri disperse nellambiente circostante
durante la semina del mais, con modalita diversgegtione, contatto diretto, contatto indiretto) in
maniera singola o multipla.

Per valutare questa ipotesi le api di un alvean® State marcate singolarmente, contaminate con le
diverse modalita e successivamente si €& valutattord ritorno all’'alveare e al punto di
alimentazione.

La prima parte della sperimentazione (contattoreith) e stata condotta in una zona coltivata
prevalentemente a mais nei pressi di Bologninai@ree di Crevalcore — BO) (coordinate: 44° 46’
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16” N; 11° 08'53” E) (Figura 32) in cui, dai sopualghi effettuati e dai colloqui intercorsi con i
residenti e con gli apicoltori locali, non eranegenti apiari in un raggio di 2 km.

La fase di addestramento comportava di posiziorsamca 330 m dall’alveare, portato in loco la
sera del 26 luglio 2010, un alimentatore con acquaniele. Essendo una fonte alimentare
estremamente attraente in una zona e in un pepido di estese e importanti fioriture, le api sono
state attirate all’alimentatore e abituate a vikitan poco tempo. L’alimentatore era costituitouda
vassoio riempito con acqua e zucchero al 50% e tmudii coperchio di plexiglass forato.
All'interno dei fori sono state collocate delle gmette che assorbivano la soluzione.

Una volta abituate al percorso le api sono stateata usando pennellini imbevuti con gocce di
Uniposca®, catturate (30 api per tesi) e messe galbbiette per il trattamento: 1) trattato (cdotat
indiretto) (0,044 pg di polvere/gabbietta, valorerrispondente a 6,25 pgfmquantita di
clothianidin riscontrata a 5 m dal campo seminataags; 2) controllo (talco).

Le api marcate, catturate nell’alimentatore, sotadeslasciate deambulare per un’ora su di un
substrato (foglie di melo biologico) cosparso cabcd puro (0 addizionato con la polvere
contaminata). Le gabbiette sperimentali in plexdglarano provviste sul fondo di un alimentatore
(tappo di una Eppendorf) contenente 200 pl di sohe zuccherina e di substrato con foglie di
melo. Per mantenere le api sul fondo della galsbettostringerle a deambulare il piu possibile sul
substrato trattato, € stato utilizzato un sepagdtocartone.

La raccolta dei dati, iniziata dopo che le api setaie liberate, consisteva in 3 ore di osservazion
continue all’alveare e al punto di alimentaziomhg@rétocollo prevedeva anche un ulteriore controllo
a 24 ore dal rilascio, nel caso che, entro taleogerdi tempo, le api fossero tornate in una
percentuale limitata o non rientrate affatto.

| dati sono ancora in fase di elaborazione, maedailme analisi emerge che le api disperse (cioé
mai rientrate all’'alveare dopo il rilascio, né eistull'alimentatore) sono state il 10% nella tesi
"trattato” e il 3,4% nella tesi "controllo”. In eatbe le tesi, le api sono rientrate all'alveare in
media circa 30 minuti dopo il rilascio. L'87,5% léehpi "testimone” sono rientrate entro la prima
ora contro 1'80,8% delle api che sono entrate mtaito con il clothianidin.

\i Punto di

.. Bl alimentazione
I

i 4.

d
|

|

.

Alveare

Figura 32 —Mappa dell'area di prova.
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6.5 Effetti verso le api delle polveri provenientida semi conciati con clothianidin,
thiamethoxam, imidacloprid e fipronil: valutazione degli effetti su apprendimento e memoria
di odori e colori ed orientamento spaziale

Lo studio del riflesso di estensione della ligulgpresenza di odori associati alla somministrazione
di liquidi zuccherini consente di verificare I'imfpa dei pesticidi su alcuni processi cognitivi, gm
'apprendimento e la memorizzazione di diversi tpstimoli ambientali.

Ne consegue che l'alterazione delle capacita dreaqjdimento associativo degli odori pud essere
assunto come indice di perturbazione delle capaoiggitive, in grado di alterare pesantemente la
capacita delle api di svolgere le loro funzioni Hdottinatrici e produrre un pericoloso
disorientamento. Nel corso delle sperimentazionltswnel 2009 nell’ambito della scheda di ricerca
“Api e Agrofarmaci del Progetto Apenet, era gia stato evidenziatmede quantita di polveri
disperse dalla seminatrice e ricadute a terradiditanza di 5 m sono sufficienti a determinare un
effetto su api che vi entrino ripetutamente in attot che si manifesta con una ridotta capacita di
riconoscere odori associati ad una ricompensa tkitanapposito training.

Trattandosi di effetti verificabili a dosi sub lktal nostro programma prevedeva di ripeterle solo
se, dopo le modifiche sperimentate per ridurreitai@iscita di polveri, si fosse giunti a determaar
una quantita di polveri disperse al di sotto dellantita da noi gia saggiate. In realta, le quantit
misurate appaiono uguali o superiori a quelle atevo scorso anno.

Tuttavia, anche a seguito del dibattito svoltodi ceso della tavola rotonda tenutasi lo scorso 4
giugno 2010 a Roma, presso il CRA sede centrdke pa¢senza di esperti europei sui meccanismi
neuronali che sottendono all'apprendimento e akanoria delle api, si € deciso di continuare le
sperimentazioni adottando un protocollo PERoposcis Extension Reflei parte modificato, al
fine di aumentare i margini di appropriatezza detado.

Gli odori utilizzati in questo secondo anno di spentazioni, hanno a che fare con la sua vita
sociale dell'ape: il linalolo, componente della @idola di Nasonov con funzioni di richiamo e
aggregazione, e una miscela feromonica (Bee Bowmmtfenente alcuni dei componenti del
feromone della regina, molecole poco volatili coolteplici funzioni, fondamentali per la coesione
della colonia e per stimolare le operaie svolgepropri compiti. Cio allo scopo di avvicinare
maggiormente il metodo utilizzato per le sperimeiaiai a quanto pud succedere in campo e
favorire l'interpretazione dei risultati nell'otacdell’alveare, e non solo della singola ape.

Per questa stessa ragione, riguardo invece alleeprel labirinto ad Y sulla capacita di
orientamento, si € deciso di lavorare all'apertdizaando api libere di volare, quindi vere
bottinatrici in attivitd presso il loro alveare,echienivano addestrate a cercare la ricompensa nella
nostra struttura sperimentale.

6.5.1 PER-test: valutazione degli effetti di clo#midin (polveri contaminate) sulla capacita di
riconoscimento del linalolo, componente della gh@dwla di Nasonov

Alveari, numero api, ripetizioni: sono stati utilizzati due alveari (B e C), e conelat ripetizioni
(di 9-11 api ciascuna) per alveare.

Cattura: Le api sono state catturate in apposite gabbiatigexiglass aventi come fondo una
piastra Petri del diametro di 8,5 cm (10 api pebhgetta). Ogni gabbietta era munita di un
alimentatore.

Principio attivo: clothianidin contenuto nelle polveri disperse dteata semina del mais. La

polvere per le sperimentazioni € stata estrattpaittite di semi conciati forniti da Assosementi
presso il CRA-ING di Roma, utilizzando il cilindkbeubach.

La quantita di principio attivo per superficie i#lato nelle nostre ricerche € pari a quella s@mat
nella ricaduta a 5 m dal campo di semina, utilifitata seminatrice con modifica: 5,121 pg/m

(dati CRA-ING; vedere nota al punto 5.1 per la shm
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Poiché sono state utilizzate gabbiette sperimentali una superficie totale di 56,72 Thaventi
come fondo una capsula Petri di 8,5 cm di diamdaoquantita di polvere utilizzata per ogni
gabbietta e stata calcolata in proporzione all@dige a disposizione.

La preparazione e miscelazione con talco per atetala polvere concentrata del principio attivo
estratta dal’Heubach alle concentrazioni sub il@alutilizzare e stata effettuata presso il DISTA.
In ogni contenitore sono stati posti 0,01 g di datmntenente 0,036 microgrammi di polvere
contaminata con 0,029 microgrammi di principiovti

In ciascuna gabbietta sono state poste 10 api.

Modalita di contaminazione con il principio attivo: Subito dopo la cattura in uscita dall’alveare il
fondo di ogni gabbietta e stato sostituito con aapsula Petri sulla quale era stata distribuita la
dose di p.a. stabilita. Ogni unita sperimentaléaéasmantenuta per 3 ore (dalla somministrazione
del prodotto) in un incubatore a 26° C al buio.

Preparazione delle api per ilPER: Ogni ape, una volta trattata, &€ stata inseriteyasdarmente,
all'interno di contenitori ottenuti da puntali pgipette Gilson.

Training: Il training ha avuto inizio con alcuni esercizi @dituare le api ad un flusso d’aria per 25
secondi, cui sono seguite 12 prove (distanziatetoada 12 minuti) in cui sono stati presentat du
odori, linalolo e menta piperita, associati rispetinente alla ricompensa (soluzione zuccherina al
30%, Z) e alla punizione (soluzione salina sat8ja;on la sequenza semirandom ZZSZSSZZSSZS
Gli odori (un frammento di carta assorbente imbewaan 3 microlitri dell’odore) erano collocati in
una siringa da 5 ml in cui era stato tolto lo stéfiot La siringa modificata veniva quindi appoggiat
all'ugello di emissione dell’'aria del compressoremodo da raccogliere il flusso in uscita, che
passava per I'interno della siringa con I'odoreusdiva dall’apertura della siringa (senza ago).

La presentazione dello stimolo premiato si € svoitae segue: si € presentato I'odore premiato nel
flusso d’aria per 6 secondi; passati i primi 3 seltpsi sono toccate le antenne dell’ape con una
soluzione zuccherina al 30% e, all’'estensione dajlda, contemporaneamente all’odore € stata
offerta all'ape la ricompensa per 3 secondi.

La presentazione dello stimolo punito & avvenuti iséesso modo.

Test Il test di riconoscimento degli odori tramiRER si esegue ai 60’, 180’ e a 24h, rispettivi
all'ultima prova del training. Ogni test consistewa una prova con presentazione alternata
dell'odore premiato e di quello associato alla piorie. Durante le presentazioni all'ape non é stata
offerta né la ricompensa né la punizione.

Ogni risposta e stata classificata nelle seguatéigorie:

1. Corretta: risposta solo all'odore premiato e n@uallo punito

2. Parzialmente corretta: risposta ad entrambi

3. Parzialmente sbagliata: nessuna risposta

4. Sbagliata: risposta solo all’'odore punito e noruallgp premiato

Le api sono state nutrite al termine del test d &80 una goccia da 30 pl di soluzione zuccherina.

Vitalita al termine del test : Dopo il test delle 24h le api sono state liberatena gabbia di volo
per rilevare i dati di vitalita legati alle funzialitd motorie. Sono stati registrati i seguenti
comportamenti: vola (V); cammina (C); rantola (R)

Analisi dei dati: Dopo aver verificato la sussistenza dei presuposiogeneita delle varianze) é
stata condotta una ANOVA a due vie, considerandmecdattori principali il trattamento
(clothianidin, testimone non trattato) e la colodgi@rigine.

| risultati mostrano un effetto significativo defattamento con clothianidin sulla capacita di
riconoscere gli odori. La percentuale di rispostengmente corrette (estensione della ligula in
presenza del linalolo e non della menta, L+M-) fatin significativamente inferiore nelle api
trattate rispetto ai testimoni non trattati (Fig@@G Tabella 35).
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Treatment; Medie MQ

F(3, 10)=6,0233, p=0,01302
A L+M-60" O L+M-180'" & L+M-24h

105

100 Figura 33 - Spiegazione nel testo.
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Tabella 35 -Spiegazione nel testo.

Test di Significativita Multivariati (Polveri 2010 a in polveri 2010 a)

Parametrizzazione sigma-ristretta

Decomposizione ipotesi effettive

Test Valore F Effetto Errore p

Effetto gl gl
Intercetta Wilks|| 0,004496 738,0811 3 10f 0,000000
Treatment Wilks|l 0,356253 6,0233 3 10f 0,013018
Colony Wilks| 0,566133 2,5546 3 10 0,114113
Treatment*Colony Wilks| 0,927065 0,2622 3 10| 0,851035

Le percentuali di risposte sempre positive non setatisticamente diverse nei due gruppi, e
neanche quelle delle risposte sempre negative ([€aBé e 37, Figure 34 e 35), anche se la
percentuale media di api che non rispondono elfptnalle trattate che nei testimoni (Figura 35).

Tabella 36 -Spiegazione nel testo.

Test di Significativita Multivariati (Polveri 2010 a in polveri 2010 a)

Parametrizzazione sigma-ristretta

Decomposizione ipotesi effettive

Test Valore F Effetto Errore p

Effetto gl gl
Intercetta Wilks|| 0,247170  10,15266 3 10| 0,002225
Treatment Wilks|| 0,925006 0,27025 3 10| 0,845462
Colony Wilks|| 0,501564 3,31254 3 10| 0,065440
Treatment*Colony Wilks|| 0,747133 1,12817 3 10| 0,383740
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Tabella 37 -Vedi testo.

Test di Significativita Multivariati (Polveri 2010 a in polveri 2010 a)

Parametrizzazione sigma-ristretta

Decomposizione ipotesi effettive

Test Valore F Effetto Errore p

Effetto gl gl
Intercetta Wilks|  0,26877( 9,06883¢ 3 10 0,00334«
Treatment Wilks  0,51137] 3,18506¢ 3 10 0,07157
Colony Wilks  0,94037¢  0,21135( 3 10 0,88626:
Treatment*Colony Wilks 0,75442¢ 1,08503! 3 10 0,39939¢

Treatment; Medie MQ

F(3, 10)=,27025, p=0,84546
A L+M+60' T L+M+180' ¢ L+M+24h

25

Figura 34 - Spiegazione nel testo.
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Testimone Clothianidin

Treatment; Medie MQ

F(3, 10)=3,1851, p=0,07158

4 L-M-60" T L-M-180' & L-M-24h

35

" Figura 35 - Spiegazione nel testo.
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Testimone Clothianidin

Non ci sono differenze significative tra i due akxiee non € significativa l'interazione tra
trattamento e alveare per nessuna delle categaigpdsta considerate (Tabella 35; Figure 36, 37 e
38).
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Treatment*Colony; Medie MQ

F(3, 10)=,26224, p=0,85104

Le barre verticali indicano intervalli di confidenza al 0,95

120

Figura 36 - Spiegazione nel testo.
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Testimone  Clothianidin Testimone  Clothianidin

Colony: B Colony: C

Treatment*Colony; Medie MQ

F(3, 10)=1,0850, p=0,39940

Le barre verticali indicano intervalli di confidenza al 0,95

Figura 37 - Spiegazione nel testo.

Testimone Clothianidin Testimone Clothianidin

Colony: B Colony: C

Treatment*Colony; Medie MQ

F(3, 10)=1,1282, p=0,38374

Le barre verticali indicano intervalli di confidenza al 0,95

Figura 38 - Spiegazione nel testo.

Testimone  Clothianidin Testimone  Clothianidin

Colony: B Colony: C
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6.5.2 PER-test: valutazione degli effetti di clo#midin (polveri contaminate) sulla capacita di
riconoscimento del feromone della regina

| materiali e i metodi utilizzati sono stati glessi descritti nella sperimentazione del puntal6.5.

Odori e modalita di presentazione Qualche modifica rispetto alla prova precedentstata
apportata in ragione della natura degli odori z#diti che ha necessitato una diversa modalita di
presentazione.
Come odore punito e stato utilizzato un frammemtcadta assorbente imbevuto con 3 microlitri di
menta piperita (identico alla sperimentazione pifenée) collocato in una siringa da 5 ml in cui era
stato tolto lo stantuffo e allargato il foro (seragm).
Come odore premiato € stata usata una miscela éeioencontenente le principali componenti del
feromone della regina. Poiché la miscela feromonithzzata e costituita da molecole poco
volatili, adsorbite su un sottile tubicino di prigrie, al fine di rendere@isivamenteuguali le
siringhe utilizzate per la presentazione degli odor
- € stato aggiunto un tubetto di propilene senzaedetla siringa con la carta imbevuta di
menta (schema 1 A)
- € stato aggiunto un pezzetto di carta assorbemteasedore nella siringa contenente il
tubicino con la miscela feromonica (schema 1 B).

Porzione di siringa

Schema 1A L] :ﬁ
Carta imbibita con 3
G tore di fl microlitri di menta
eneratore aifiusso — 1ypicino di polipropilene
Schema 1B

O =

Tubicino di polipropilene
con feromone della regina
Carta assorbente pul

Alveari, numeri e ripetizioni: la sperimentazione & ancora in corso. Sono statgpletate due
ripetizioni di 11 api ciascuna per [lalveare Cdati sono stati analizzati statisticamente con
ANOVA ad 1 via.

| risultati mostrano un effetto significativo delattamento con clothianidin sulla capacita di
riconoscere i componenti della miscela feromonieladregina. La percentuale di risposte
pienamente corrette (estensione della ligula isgea del feromone e non della menta, QP+M-) &
infatti significativamente inferiore nelle api tratie rispetto ai testimoni non trattati a tutti gli
intervalli considerati (Figura 39), mentre la pertcale di risposte parzialmente sbagliate (QP-M-)
e significativamente maggiore nelle api trattaspetto al testimone (Figura 41).

Cresce inoltre a 24 ore dal trattamento anche leep&uale di risposte sempre positive (QP+M+,
Figura 40) e completamente sbagliate (QP-M+, Figi¥aconfermando quanto emerso nel corso
delle sperimentazioni del 2009 per il thiamethoxam.
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Risposte corrette (QP+ M-) @ Testimone Figura 39 - Spiegazione nel testo.
B Clothianidin

F(1, 2)=79,867 p=0,01229 F(L, 2)=63,657 p=0,01001

F(1, 2)=56,760 p=0,01717

60’ 180 24 h

intervalli temporali

Risposte parzialmente corrette (QP+ M+) @ Testimone Figura 40 - Spiegazione nel testo.
B Clothianidin

F(1, 2)=441 p=0,0022
F(1, 2)=0,8345 p=0,

F(1, 2)=1,2195 p=0,3845

60' 180' 24 h

intervalli temporali

Risposte parzialmente sbagliate (QP- M-) @ Testimone Figura 41 - Spiegazione nel testo.
B Clothianidin

F(1, 2)=441 p=0,0029 F(1, 2)=18,31 p=0,01102

F(1, 2)=0,4 p=0,59

60’ 180 24 h

intervalli temporali

Risposte sbagliate (QP- M+) @ Testimone Figura 42 - Spiegazione nel testo.
B Clothianidin
F(1, 2)=441 p=0,0022
20 -
15 -
X F(1, 2)=8,31 p=0,1102
10 -

F(1, 2)=1,0 p=0,422

o T

60’ 180 24 h

intervalli temporali
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La capacita di superare lo stress dellimmobilizaae, la vitalita alla liberazione, la capacita di
mettere in atto diversi tipi di schemi motori etataalutata liberando le api in una gabbia di volo.
risultati riassunti in Figura 43 mostrano che noeano differenze degne di nota tra le api tratéate
le api non trattate. Se da un lato questo tipoodtrollo non & sufficiente a dimostrare che non ci
siano effetti motori (essendo la gabbia di soliX@0 x 30 cm) dall’altro ci conferma che le
eventuali mancate risposte RER non sono dovute all'impossibilitd dell’ape di @te schemi
motori semplici come I'estensione della ligula @gaito allimmobilizzazione.

Capacita motorie dopo 24 ore di
immobilizzazione

rantola cammina vola

16

14
% 1o u
"E 8 || |Otestimone
o ] || [@clothianidin
E 6
= 4

2

0

Figura 43 - Spiegazione nel testo.

6.5.3 Apprendimento e memoria dei colori ed oriemtanto spaziale in labirinto ad Y

Addestramento spaziale e sui colori Un labirinto semplice ad Y e stato posto all’'estera circa
25 m dagli alveari (Figura 44). E’ stato condotin addestramento preliminare in gruppo a
prelevare soluzione zuccherina al 50% nell'anticgantel labirinto da un alimentatore bianco (fase
1).

Fondo deal
braccio
=]
B40 cm
&
B20 cm 2
Paret|
. =
scorreyoli £_2} =
dvite . = _ g s:c;;;ilfnslper E 3
D * Impadire ad api
Carnera ~a entrant] di vedere
COHTHIRE le compagne ed
) effeltuars la
= scelta per
0y It ez
&
% : SE 3
F-thE |_ F__'-,h&.]__.’ : F.‘\'L...E =

Figura 44 - Schema di addestramento.
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Un gruppo di 8-10 api € stato poi marcato con ¢@dracqua (Uniposca) sul torace e sul’addome
in modo che fossero singolarmente riconoscibilg(@iFa 45 A). Gli altri soggetti sono stati esclusi
dalle successive fasi, mediante la cattura e dscib in una apposita gabbia. Nella fase 2 un
cartoncino bianco é stato posto in verticale davallialimentatore allo scopo di nasconderne la
vista alle api in arrivo (Figura 45B). L'addestrartee € proseguito per i soli soggetti marcati
all'interno della camera comune e poi dei due bratc alimentatori con coperchio colorato:
azzurro=premio (soluzione zuccherina 50%); rosagszione (soluzione salina satura) (fase 3).
Ogni ape ha effettuato:

- 4 visite con alimentatori posti a meta dei due tirg820), con ostacolo verticale davanti
all'alimentatore (Figura 45B);

- 4 visite al termine dei due bracci (B40), con ostawerticale;

- 4 visite al termine dei due bracci (B40), senzaasb verticale e con I'aggiunta di un quadrato
dello stesso colore del coperchio dell’alimentatnefla parete verticale dietro I'alimentatore
stesso (Figura 45C);

L’addestramento avveniva lasciando accesso ad ggetio per volta, e la disposizione del colore

premiato nell'uno o l'altro braccio avveniva secorskquenza semirandom (non piu di due visite

successive sullo stesso lato), dividendo le apidue gruppi: uno con inizio delladdestramento

(prima ricompensa) a destra e uno a sinistra.

Ad ogni visita e stato annotato I'orario di arrigel soggetto ed il lato di prima scelta.

'f

A B ¥ - c. D \ &

Figura 45 - A: marcatura; B: addestramento con colori proteti barriera bianca verticale; C:
addestramento finale con colore visibile per leiajgirrivo, con cartoncino colorato sul fondo deddzio; D:
trattamento delle api nel puntale.

Cattura e trattamento — La cattura avveniva durante l'ultima visita dell’adtteamento, dopo che

il soggetto si era posato sull’alimentatore cooretha prima che avesse iniziato ad alimentarsi:

- inserimento del soggetto in un puntale per pip&tkson (200 microlitri), a cui era stata
preventivamente tagliata la punta (Figura 45D);

- affamamento per 30 minuti;

- somministrazione del trattamento (vedi Tabella[38)ingestione all'interno del puntale stessol
i testimoni hanno ricevuto la stessa quantita llizone zuccherina al 50%;

- mantenimento delle api nel puntale al buio per 1h.

Tabella 38 -Principi attivi, dosi e modalita di somministrazeoutilizzati nella sperimentazione.

Principio attivo DL50 48 h Dose saggiata Progi%zéogiéiipgt)to a
Clothianidin (Dantop 50 WG®) 4 ng/ape 0,47 ng/ape /101
Imidacloprid (Confidor 200 SL®) 3,7 ng/ape 0,036ame 1/100
Thiamethoxam (Actara 25 WG®) 5 ng/ape 0,05 ng/ape /10a
Fipronil puro in polvere 4,17 ng/ape 1,2 ng/ape 1/5

(*) Dati disponibili su Footprint (http://sitem.lsrac.uk). La proporzione rispetto alla DL50 pefiviersi
principi attivi & stata scelta sulla base di prdivenortalita dopo la somministrazione eseguite2@€19.
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Test 60% ogni soggetto € stato liberato dopo 60 minutladabmministrazione in corrispondenza
del labirinto Y; tutti i soggetti sono stati libéraontemporaneamente.

Gli alimentatori colorati (visibili alle api in a@wo, anche per la presenza del cartoncino di identi
colore sulla parete di fondo del braccio del lattd) non contenevano ricompensa/punizione.

Il test era costituito da due visite alternate raicoi, nelle quali alla prima visita il colore preto
veniva posto nel lato di inizio dell’addestramedé&b soggetto.

L’accesso era consentito ad un’ape per volta, eegta I'entrata con barriere verticali scorrevoli
posizionate all'ingresso del labirinto e della cammeomune.

Per ogni ape e stata annotata I'ora di ogni viditarimo braccio esplorato (destro o sinistro) e i
comportamento nei confronti dell’alimentatore postdondo al braccio: V= vola all'interno del
braccio senza posarsi sull'alimentatore; N= si@ubvvero atterra sull’alimentatore ed estroflédte
ligula in corrispondenza dei fori per 'accessaaadbluzione interna (non presente); A= atterra
sull’alimentatore senza tentare di nutrirsi.

Le visite di ogni test sonnon correttive 'ape viene lasciata muovere nel primo braccieltsce,
indipendentemente dal colore presente, non le \late la possibilita di muoversi anche nell’altro
braccio ma viene fatta uscire subito dal labiriswtievando il coperchio di plexiglas trasparente ch
lo ricopre.

Il ritorno di ogni soggetto al labirinto dopo I&dérazione viene atteso per un massimo di 3h.

Al termine delle due visite del test, ogni indivaduiene catturato e inserito assieme agli altriodel
stesso gruppo (trattate/testimoni) in una gabbadtdenente un alimentatore, e mantenuti al buio a
26°C fino al giorno successivo.

Test 24 h i soggetti dei due gruppi vengono liberati a 2daia somministrazione del p.a. Il test &
stato effettuato con le stesse modalita descrétél Fest a 60'.

| dati raccolti sono ancora in corso di elaboragioh primi risultati dell'analisi statistica sono
riportati nelle Figure 46 e 47.

In Figura 46 A-H sono riportate le percentuali pi eéhe dopo la liberazione hanno scelto il braccio
che presentava sul fondo I'alimentatore con il mloorretto (premiato con soluzione zuccherina
durante I'addestramento).

Come si puo vedere 'TANOVA ad una via eseguita @gni principio attivo e per ogni test ha
evidenziato una riduzione statisticamente sigrifieadella capacita di entrare nel lato corretto
dopo 60 minuti dal trattamento per clothianidin ieddacloprid, mentre per thiamethoxam e
fipronil, a questo intervallo, le api trattate sne orientate in maniera non diversa dal gruppo dei
rispettivi testimoni non trattati.

Al controllo dopo 24 ore dal trattamento, tutti finzipi attivi saggiati hanno determinato una
riduzione significativa delle capacita di orientarteerispetto ai testimoni.

In Figura 47 sono riportate le percentuali di scelklle api di fronte all’alimentatore che trovawan
in fondo al braccio scelto. Le percentuali son@alalte complessivamente sul totale delle api che
costituivano il gruppo e non sono ancora stat@potite ad analisi statistica.

Emerge tuttavia una tendenza generale ad una oigeiziel comportamento di ricerca del cibo. Per
imidacloprid, clothianidin e fipronil pare anche emere una difficolta a riconoscere il colore
premiato, poiché sono state registrate percento@ati trascurabili di tentativi di nutrizione
sull’alimentatore rosso, che conteneva, durantddeatramento, la punizione (soluzione salina
satura).
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Test 60': Entra nel braccio corretto

F(1, 4)=0,64576, p=0,46667

Test 24 h: Entra nel braccio corretto

F(1, 4)=191,12, p=0,00016
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Test 60': Entra nel braccio corretto

F(1, 4)=11,364, p=0,02801
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Test 24 h: Entra nel braccio corretto

F(1, 4)=9,5526, p=0,03655

t

110
100
90
80
70
60
50
40
30
20

%

testimone clothianidin

Test 60': Entra nel braccio corretto

F(1, 4)=16,333, p=0,01559
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Test 60' : Entra nel braccio corretto

F(1, 4)=0,48368, p=0,52505
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Figura 46 —Vedi testo.
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Test 24 h: Entra nel braccio corretto

F(1, 4)=24,897, p=0,00755
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Comportamenti dopo 60' Comportamenti dopo 24 h
100 100
28 g teftimone | 90 O testimone
70 1 W thiamethoxam 38 B thiamethoxam |
60 4 60
X 50 4 £ 50
40 - 40
30+ 30
20 A 20 -
10— 10
0ol — 0 —
si nutre col. corretto si nutre col. shagliato si nutre col. corretto si nutre col. sbagliato
Comportamenti dopo 60 - Comportamenti dopo 24 h
183 _ 100
80 g fes.tlmone o 90 [ testimone
70 B imidacloprid 38 B imidacloprid |
60 - 60 -
X 50 X 50
40 40
30 - 30
20 20
1 - 2 ]
0 o [
si nutre col. corretto si nutre col. shagliato si nutre col. corretto si nutre col. sbagliato
Comportamenti dopo 60 Comportamenti dopo 24 h
100 100
90 90
80 Oftestimone | 80 Otestimone |
70 M clothianidin -| 70 B clothianidin |
60 60
X 50 X 504
40 - 40 A
30 30
20 - 20 A
10 | 10 | -
0 0
si nutre col. corretto si nutre col. sbagliato si nutre col. corretto si nutre col. sbagliato
Comportamenti dopo 60 - Comportamenti dopo 24 h
100 100
90 90 -
80 O testimone | 80 O testimone |
70 M fipronil | 70 M fipronil |
60 ] 60
X 50 X 50
40 40 A
30 30
20 . 20
10 10 +
0 0 I I
si nutre col. corretto si nutre col. shagliato si nutre col. corretto si nutre col. sbagliato

Figura 47 - Percentuale di api che hanno effettuato comporttinggrricerca di cibo sull’alimentatore
corretto e shagliato (entrambi vuoti) durante it 60’ e 24 h. Solo uno dei due si trovava in forad
braccio. Alle api che lo raggiungevano veniva cotit® una sola esplorazione, poi venivano fatteresital
tunnel.
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6.5.4 Conclusioni

Le sperimentazioni sono ancora in corso, tuttawati fin qui raccolti consentono di confermare i
risultati delle sperimentazioni compiute nel codsbd 2009.

Il protocollo applicato in queste sperimentaziahgsegnato per verificare gli effetti sub letalilaul
memoria degli odori € stato in parte modificatpeto a quello del 2009, poiché si incentra su una
lunga fase di training (12 presentazioni) seguiéauh test molto breve (1 prova), mentre il
protocollo del 2009 prevedeva una fase di traitireye (2 presentazioni) ed una fase di test lunga
(10 prove), in cui I'ape veniva saggiata molte gaitllo stesso intervallo temporale.

| due approcci hanno condotto, per quanto evidsinie ad ora, agli stessi risultati, che dimostrano
una riduzione significativa della memoria a lungartine (24 ore) di api contaminate con polveri
contenenti dosi sub letali di clothianidin,

L’impiego, come odori premiati, del linalolo (coomente della ghiandola di Nasonov, che ha una
funzione di richiamo e di aggregazione) e dellacels feromonica della regina (che ha molteplici
funzioni, ed é fondamentale per mantenere la coesitella colonia e per indurre ogni operaia a
svolgere il proprio compito secondo la propria elt@ il significato di dimostrare che la
perturbazione della percezione degli odori ha utefonpatto non solo per le bottinatrici e per la
funzione di raccolta, ma puo incidere sull’equilibdella colonia, per le molteplici essenziali
funzioni che la percezione dei feromoni ha nellargzazione delle relazioni tra compagne di nido
e tra di esse, la regina e le larve, e quindi e&mninare la forza della famiglia.

Le sperimentazioni sulle capacita di orientamenmtapdlibere in un labirinto semplice a 'Y, in cai |
api devono entrare e trovare la ricompensa suke loia uno stimolo visivo, ovvero seguendo un
colore, dimostrano che dosi sub letali di tutthpipi attivi contenuti nelle polveri ricadute a 5dal
campo seminato sono in grado di compromettere @dpare la capacita di recarsi ad una fonte di
cibo conosciuta e di riconoscere i colori asso@## ricompensa zuccherina; per imidacloprid e
clothianidin tale effetto € visibile gia dopo 60nuii dal trattamento.
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Responsabili delle ricerche descritte nei singoliapitoli

1. La rete di monitoraggio

Responsabile di scheda di ricerca

Dr Franco Mutinelli

Istituto Zooprofilattico Sperimentale delle Venezie

Collaboratori
Dr Claudio Porrini
Dip. Scienze e Tecnologie Agroambientali, Universit Bologna
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2. Dispersione di polveri durante la semina del maiconciato e stima degli effetti sulle api
Responsabile di scheda di ricerca

Dr Daniele Pochi

CRA - Unita di Ricerca per I'lngegneria Agraria

y@mx

Collaboratori:

Dr. Marcello Biocca,
CRA - Unita di Ricerca per I'lngegneria Agraria -okterotondo

i

Dr Enzo Marinelli
CRA - Centro di Ricerca per la Patologia Vegetale
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Dr.ssa Elisa Conte
CRA - Centro di Ricerca per la Patologia Vegetale

Dr Patrizio Pulcini
CRA - Centro di Ricerca per la Patologia Vegetale
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3. Effetti dell'impolveramento delle api durante il sorvolo di un campo seminato con mais
conciato

Prof. Vincenzo Girolami
Dipartimento di Agronomia Ambientale e produzioegetali — Entomologia, Universita di Padova

e St

4. Valutazione dellutilitd produttiva ed agronomica della concia dei semi di mais e studio
della persistenza nella pianta dei principi attiviusati per la concia

Responsabile di scheda di ricerca

Dr Mario Motto
Direttore CRA - Unita di ricerca per la maiscoltura

Dott.ssa Carlotta Balconi
CRA - Unita di ricerca per la maiscoltura

Collaboratori esterni

Dr Lorenzo Furlan
Veneto Agricoltura
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5. Effetti della guttazione del mais sulle api

Responsabile della ricerca
Prof. Vincenzo Girolami
Dipartimento di Agronomia Ambientale e produzioegetali — Entomologia, Universita di Padova

oo ot

Dr Claudio Porrini
Dip. Scienze e Tecnologie Agroambientali, Universit Bologna
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Dr Fabio Sgolastra
Dip. Scienze e Tecnologie Agroambientali, Universit Bologna

6. Effetti letali e subletali sulle api dei princip attivi usati nella concia delle sementi
Responsabile di scheda di ricerca

Prof. Stefano Maini

Dip. Scienze e Tecnologie Agroambientali, Universit Bologna

Dr Claudio Porrini
Dip. Scienze e Tecnologie Agroambientali, Universit Bologna
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Dr Fabio Sgolastra
Dip. Scienze e Tecnologie Agroambientali, Universit Bologna
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Collaboratori esterni
Dr.ssa Bettina Maccagnani
Centro Agricoltura Ambiente “Giorgio Nicoli”, Bolow

Coordinamento del progetto APENET
Dr. Marco Lodesani
Unita di ricerca di Apicoltura e Bachicoltura (CR¥RI), Bologna
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