https:/ | jesi.areeo.ac.ir

JESI

P R d Research Article pISSN: 0259-9996
2022, 42 (2), 133—146 https://doi.otg. 10.52547 /jesi.42.2.2 eISSN: 2783-3968

OPEN aACCESS

1515 Jmeygyi) @l Olypha shjew sloegsT callasd g Gy sg) COpigasl JhSopha 3G
Apis mellifera L. (Hymenoptera: Apidae)

RLEH TRWPVINC SR A TPRE IRV SRR LS S | P P L P W L IR VEN

Ol @yS el g ol (b mlio g (65y9liS” AN o5 yaliS” 2SNy (ol pole 095 (s yauss Lisw =)
b4 vghasemi@ut.ac.ir ) bisps:/ [ orid.org/ 0000-0002-0616-1791
el B e (#ilyim Doy Jlo Shjael duo ((SB3lS 09,5 -¥
>4 alisalehi6356@gmail.com
Wby ‘QM.S oKl ;dj)shﬂf P5l.c 0uSild 4L_$_§~:)Jol.5 09; -y

b4 ghadamyari@guilan.ac.it ) bisps:/ [ orcid.org/ 0000-0001-7258-6838
el GBS (55,588 gy 5 Ghisel «lidos lojlus e lialS anb lio 5 (55,5ltS laiod 35 jo ¢ S el Claios sy ¥
P4 m.shatify@ateeo.ac.ir ) bisps:/ [ orcid.org/ 0000-0002-6417-0119

Joosen £ JS (it ol) Sl b ol Lot o ol (g0t (Pipnl) (950l o] 005

b olpis ol gy Peussel 1 ingh ol 3 gd 0 duogs (K5ydansS £ )l30 y> (Helicoverpa armigera Hitbner)

g (el V¥ 1 508 oy L) ondilgioosl (glaygs; b (wyp (2Rilojl baolys y> (Apiis mellifera L) S8 Juue o5

o GiSopte ol (gliejo BASAuog 5 b (R8G5 (oS ekl Bl b pules gy A 4 (59, VYl Ak o b) S

0956515 5 ol by Gl mab il b 51155 slaea 51 (51 0509 Coleb 59y Pigmn] (S8 505 S3l oriopon

by dblie & dog b Peisgel Caow o5 3 ol orwcaw; gbgiolejl d,8 5 adllae 3590 il ol

b9 (il gy sl 4 cudls (3,8 iSepis 3 gy 9 (ST slayess g endalgieosl (slayes) Jus)oss

9 0lo Bl b e Coeus Ndg 595 0 iSTopiis cpl 4y (g by Cuwlus I oldNgieojl cbayes; b awslio ) ST

Wi a5 S0355 5 I 03 09 i gne ssb & O 5155 s b dunlie )3 o3 giao]li (laygeis 59, Ocuiganl (il
by e g b 5 i el ulle sl gl (iSe ke cnl eilaggBl b eled Sl e 1y Gl 2t STy
(sl @eisml Yl Jnuily Sy Lo sloadly oI5 oo 4 2,5 Ly s @ecigus] o0 9 6508 o) 3 S
AJ)l;L;o J.««.C)}g) 2 Cuvgouno qu‘l

VAR AL

D ZAVRLVAY NS TRy

el dogans I panatd pd
Cangonnn B3 Slaws 3T (SIS 05 31 s 5 ey 505l e peboldl s 58" G031

Citation: Ghasemi, V., Salehinejad, A., Ghadamyari, M. & Sharifi, M. (2022) Impact of Imunit® insecticide on survival and detoxification
enzymes activity of adult worker honey bee Apis mellifera 1. (Hymenoptera: Apidae). J. Entomol. Soc. Iran, 42 (2), 133-146.

(ISP
Lo (55) (o5 sy SIS VU DS s o w8 4 ik 4|y (Y game 23S (oo I olgen (55,9liS slaiS 8l slaosiSady
5 oy b a8 oges Sbjls cla iSedl Bpas ials b Bls Bun b s olpl bls bas lojle axsb 4l ol yon 4 ludl codlo 5 o
Gl 03903 BT JlateS wir ClS L Sl gl (SRl car ) pbcwbe Wil on ) Gapd Cbege 5 U
.(https:/ /www.ppo.ir)
hloy5s 5 Sblie oyl (o S Comar il ol Jolge 3| S dn Sy g & ISl by o At sgn IS (sbloms
Singla Ricke et al., 2021 Johnson et al,, 2010) x> o uwd 3 (55,9liS (sla 3l b Cungoume 1 )3 1) 365 (slan IS 5| an 55 LB slaw Aoy
et al., 2021
g5 095 4 (Blae (2 pla s sl 00 S5 (19,0505l85 5 (e W] (S0 93 (oS 5 51 S il g ga b Piiged
L Syt cul g o o3l sSnn Ul ol Sllgen igie s 5ipgliS Ve ] Syt | gy i LSl o cand e gimn
35 3 Gasspslis Spiin Slpis e hume > M1 sl el e la ol 3uST > e GBS S dlye o35 5V
Corresponding author: Vahid Ghasemi (E-mail: vghasemi@ut.ac.ir)
© 2022 by Author(s), Published by the Entomological Society of Iran

This Work is licensed under Creative Commons Attribution-Non Commercial 4.0 International Public License.



https://jesi.areeo.ac.ir/
https://portal.issn.org/resource/ISSN/0259-9996
https://doi.org.10.52547/jesi.42.2.2
https://portal.issn.org/resource/ISSN/2783-3968
mailto:vghasemi@ut.ac.ir
https://orcid.org/0000-0002-0616-1791
https://orcid.org/0000-0001-7258-6838
https://orcid.org/0000-0002-6417-0119
mailto:vghasemi@ut.ac.ir
https://orcid.org/0000-0002-0616-1791
mailto:alisalehi6356@gmail.com
mailto:ghadamyari@guilan.ac.ir
https://orcid.org/0000-0001-7258-6838
mailto:m.sharify@areeo.ac.ir
https://orcid.org/0000-0002-6417-0119
https://en.wikipedia.org/wiki/Jacob_H%C3%BCbner
https://www.ppo.ir/
https://orcid.org/0000-0002-0616-1791�
https://orcid.org/0000-0001-7258-6838�
https://orcid.org/0000-0002-6417-0119�
https://orcid.org/0000-0002-0616-1791�
https://orcid.org/0000-0001-7258-6838�
https://orcid.org/0000-0002-6417-0119�

WY Toxicity of Imunit® for honey bee worker
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Fig. 1. Kaplan—Meier survival curves and the estimated median survival time (MST) for newly emerged (A) and forager (B) bees after
contact with the residue of Imunit®, dimethoate, solvent control, and negative control. Curves with different letters are statistically
different (Tukey’s test, P< 0.05).
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Fig. 2. Kaplan—Meier survival curves and the estimated median survival time (MST) for newly emerged (A) and forager (B)

bees orally exposed to Imunit®, dimethoate, and solvent control. Cutves with different letters are statistically different
(Tukey’s test, P< 0.05).
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Abstract

Alpha-cypermethrin+Teflubenzuron (Imunit®) is an insecticide that is recommended by Iran Plant Protection Organization (IPPO) for
the control of the cotton bollworm (Helicoverpa armigera Hibner) in tomato fields. In this research, the effect of Imunit® was assessed on
survival of adult worker honey bees (Apis mellifera 1..) in laboratory conditions. Newly emerged (<24-h old) and forager (>21-day old)
bees were treated with the field recommended dose of this insecticide via three types of exposure (residual contact, oral, or spray). In
addition, the sublethal effects of Imunit® on the specific activity of some detoxifying enzymes including a-esterase, B-esterase, and
Glutathione S-transferase (GST) was studied. The toxicological tests illustrated that the toxicity of Imunit® varies with the developmental
stage of the bees (newly emerged and forager bees) and the type of exposure. Except for the spray method, forager bees were more
susceptible than newly emerged ones to this insecticide. Imunit® was significantly more toxic to newly emerged bees when applied as
residual contact and spray than orally, whereas foragers showed more sensitivity after contact exposure to the residues of this insecticide.
Activity of the detoxifying enzymes also changed regarding the developmental stage of the bees and the means of exposure to Imunit®.
In general, our findings demonstrate the high potential of Imunit® in the intoxication of honey bees.

Key words. Alpha-cypermethrin+Teflubenzuron, Survival rate, Sublethal effects, Detoxifying enzymes, Intoxication
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	چکیده: آلفاسایپرمترین+تفلوبنزورون (ایمونیت®) حشرهکشی است که توسط سازمان حفظ نباتات ایران برای کنترل کرم میوهخوار (Helicoverpa armigera Hübner) در مزارع گوجهفرنگی توصیه میشود. در این پژوهش، تأثیر ایمونیت® روی بقای حشرات بالغ زنبورعسل کارگر (Apis mellifera L.) در شرایط آزمایشگاهی بررسی شد. زنبورهای تازهمتولدشده (با سن کمتر از 24 ساعت) و چراگر (با سن بیشتر از 21 روز) به سه روش تماس با باقیمانده، گوارشی، و پاششی با دُز توصیهشدۀ مزرعهای این حشرهکش تیمار شدند. همچنین، اثرات زیرکشندگی ایمونیت® روی فعالیت ویژه برخی از آنزیمهای سمزُدا از قبیل آلفا-استراز، بتا-استراز، و گلوتاتیون اس-ترانسفراز مورد مطالعه قرار گرفت. آزمایشهای زیستسنجی نشان داد که سمیت ایمونیت® با توجه به مراحله رشدی زنبورعسل (زنبورهای تازهمتولدشده و زنبورهای چراگر) و روش کاربرد حشرهکش فرق داشت. به استثنای روش پاششی، زنبورهای چراگر در مقایسه با زنبورهای تازهمتولدشده از حساسیت بیشتری به این حشرهکش برخوردار بودند. سمیت تماس با باقیمانده و پاششی ایمونیت® روی زنبورهای تازهمتولدشده در مقایسه با سمیت گوارشی آن به طور معنیداری بیشتر بود، در حالی که زنبورهای چراگر بیشترین حساسیت را پس از تماس با باقیمانده این حشرهکش نشان دادند. فعالیت آنزیمهای سمزُدا نیز با توجه مرحله رشدی زنبورعسل و روش قرارگیری در معرض ایمونیت® تغییر پیدا کرد. به طور کلی، یافتههای ما بیانگر پتانسیل بالای ایمونیت® برای ایجاد مسمومیت در زنبورعسل میباشد. 
	واژههاي كلیدي: آلفاسایپرمترین+تفلوبنزورون، نرخ بقا، اثرات زیرکشندگی، آنزیمهای سمزُدا، مسمومیت
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	مقدمه
	تولیدکنندههای آفتکشهای کشاورزی همواره تلاش میکنند محصولاتی را به بازار عرضه کنند که ضمن کارایی بالای آفتکشی، اثرات سوء کمی روی محیط زیست و سلامت انسان به همراه داشته باشند. سازمان حفظ نباتات ایران نیز با هدف حذف یا کاهش مصرف آفتکشهای خطرناک عمومی که طیف وسیعی از آفات و موجودات غیرهدف را از بین میبرند، سیاستهایی را در جهت جایگزینکردن این آفتکشها با ترکیبات جدید کمخطر اتخاد نموده است (https://www.ppo.ir).
	سمپاشی گیاهان موردپسند زنبورعسل با آفتکشها به ویژه حشرهکشها، یکی از عوامل اصلی کاهش جمعیت کلنیهای این حشره میباشد  و زنبورداران هرساله تعداد قابلتوجهی از کلنیهای خود را در اثر مسمومیت با آفتکشهای کشاورزی از دست میدهند (Johnson et al., 2010؛ Ricke et al., 2021؛ Singla et al., 2021).
	ایمونیت® فرمولاسیونی است که از ترکیب دو حشرهکش آلفا-سیپرمترین و تفلوبنزورون تشکیل شده است. سیپرمترین متعلق به گروه پیرتروئیدهای مصنوعی است که برای کنترل طیف وسیعی از حشرات آفت محصولات کشاورزی، ضدعفونی حیوانات اهلی و اماکن مسکونی استفاده میشود. این حشرهکش با طولانیتر کردن مرحله باز کانالهای سدیم در آکسون سلولهای عصبی، باعث ایجاد اختلال در سیستم عصبی حشرات میشود. تفلوبنزورون از گروه تنظیم‌کنندهای رشد حشرات است که با اثر ابقائی طولانیمدت، پوستاندازی لارو و شفیره را مختل میکند (Hatami et al., 2021). ایمونیت® طیف وسیعی از حشرات آفت با قطعات دهانی زننده-مکنده یا جونده را کنترل مینماید و در سال 1394 توسط هیأت نظارت بر سموم ایران برای کنترل کرم میوهخوار (Helicoverpa armigera L.) در مزارع گوجهفرنگی به ثبت رسید (Noorbakhsh, 2022).
	پژوهشهای متعدد نشان داد که فرمولاسیونهای حاوی سیپرمترین برای زنبورعسل بسیار سمی هستند و حتی دُزهای زیرکشنده آنها باعث ایجاد ناهنجاریهای رفتاری و تغییرات بیوشیمیایی در زنبورها میشود (Delabie et al., 1985؛ Bendahou et al., 1999؛ Thompson, 2003؛ Decourtye et al., 2005؛ Karise et al., 2007؛ Fent et al., 2020؛ Stejskalova et al., 2021). اطلاعات زیادی در مورد خطر سمیت تفلوبنزورون روی زنبورعسل در دسترس نیست، اما نتایج پژوهشها حاکی از آن است که این ترکیب مراحل نابالغ زنبورعسل به ویژه لاروها را تحت تأثیر قرار میدهد (Tasei, 2001). 
	زنبورهای چراگر ممکن است به طرق مختلف از قبیل تماس با سطح اندامهای گیاهان سمپاشیشده، جمعآوری و تغذیه از شهد، گرده، و آب آلوده به آفت‌کش، برخورد مستقیم با ذرات آفتکش در حین سمپاشی، و غیره دچار مسمومیت شوند و در صورت زندهماندن و برگشت به کندو، میتوانند نوزادان و زنبورهای جوان داخل کندو را نیز تحت تأثیر قرار دهند (Johnson et al., 2010؛ Mullin et al., 2010؛ Gill et al., 2012). آفتکشها برای ایجاد مسمومیت باید توانایی ورود به بدن حشره و پخششدن در آن، و در نهایت رسیدن به جایگاه هدف که اغلب سیستم عصبی است، را دارا باشند. هرچه نفوذ آفتکش به بدن حشره بیشتر و سریعتر باشد، حشره موردنظر سریعتر تلف خواهد رفت. به دلیل زیاد بودن نسبت سطح به حجم در بدن حشرات، جلد یکی از مهمترین راههای نفوذ آفتکشها به جریان همولنف آنها میباشد (Rakhshani, 2002). میزان نفوذ کوتیکولی در قسمتهای مختلف بدن حشرات متغیر است. در مورد زنبورعسل، پنجه پاها نقاط بسیار مهمی برای ورود حشرهکشها محسوب میشوند، که این موضوع به وجود گیرندههای شیمیایی در این ناحیه از بدن این حشره مرتبط میباشد که بلافاصله در زیر یک کوتیکول نازک قرار دارند (Rakhshani, 2002). 
	زنبورعسل حشرهای اجتماعی است و تقسیم کار در کلنیهای این حشره بر اساس سن زنبورها و نیاز کلنی صورت میگیرد. زنبورهای کارگر طی سه هفته اول پس از تولد به انجام کارهای داخل کندو از قبیل نظافت، تغذیه لاروها، حفظ و نگهداری کلنی، شانسازی و غیره مشغول هستند. با گذشت این سه هفته، زنبورها فعالیت چراگری خود برای یافتن و جمعآوری شهد، گرده، آب و برهموم و انتقال آنها به کندو را آغاز میکنند (Winston, 1991). زنبورهای چراگر بیشتر وقت خود را در محیط خارج از کندو به سر میبرند و بیشتر از زنبورهای جوانی که همیشه در داخل کندو زندگی میکنند، با ترکیبات ناگوارد موجود در طبیعت در تماس هستند. بر همین اساس حدس میزنیم که این زنبورها از آنزیمهای سمزُدای فعالتری برای تجزیه و دفع مولکولهای سمی برخوردار باشند. علاوه بر این، گزارش شده است که افزایش ضخامت و اسکلراتیزاسیون کوتیکول حشرات، نفوذ سموم به داخل بدن را کاهش میدهد (Matsumura, 1985). بنابراین به نظر میرسد که نفوذ آفتکش به داخل بدن زنبورهای چراگر، که از جلد ضخیمتری در مقایسه با زنبورهای تازهمتولدشده برخوردار هستند، کندتر و کمتر باشد. تاکنون مطالعهای در مورد تأثیر ایمونیت® روی زنبورعسل صورت نگرفته است، اما وجود سیپرمترین در ترکیب این فرمولاسیون، خطر سمیت آن روی این حشره را هشدار میدهد. به همین منظور، در پژوهش حاضر سمیت ایمونیت® با سمیت حشرهکش دیمتوآت که یکی از خطرناکترین ترکیبات موجود برای زنبورعسل میباشد، با فرضیه تحمل بیشتر زنبورهای چراگر در مقایسه با زنبورهای جوان مورد مقایسه و ارزیابی قرار گرفت.  
	در این پژوهش سمیت تماس با باقیمانده (Residual contact toxicity)، گوارشی (Oral toxicity)، و پاششی (Spray toxicity) دُز توصیهشدۀ مزرعهای حشرهکش ایمونیت® روی بقای دو مرحله مختلف رشدی زنبورعسل کارگر (زنبورهای تازهمتولدشده و چراگر) در شرایط آزمایشگاهی بررسی شد. علاوه بر این، تغییر در فعالیت ویژه برخی از آنزیمهای سمزُدا شامل آلفا-استراز، بتا-استراز، و گلوتاتیون اس-ترانسفراز پس از تیمار زنبورها با ایمونیت® مورد ارزیابی قرار گرفت.
	مواد و روشها
	زنبورعسل. به منظور جمعآوری زنبورهای عسل تازه متولدشده، سه قاب شفیره از کلنیهای مختلف واقع در زنبورستان آموزشی و پژوهشی دانشکده کشاورزی شیروان (طول جغرافیایی: 57 درجه و 45 دقیقه و 14 ثانیه شرقی، عرض جغرافیایی: 37 درجه و 26 دقیقه و 4 ثانیه شمالی و ارتفاع از سطح دریا: 1067 متر) در فصل تابستان سال 1397 برداشته شد و در یک قفس چوبی با جدارههای توری (طول: 52، عرض: 18 و ارتفاع: 24 سانتیمتر) قرار گرفت. قابهای شفیرگی در دمای 2±32 درجه سلسیوس و رطوبت نسبی 5±65 درصد در تاریکی نگهداری شدند. هر 24 ساعت، زنبورهای یکروزه ( صفر تا 24 ساعته) جدا شدند و برای انجام آزمایشهای زیستسنجی مورد استفاده قرار گرفتند. برای تهیه زنبورهای چراگر (بیش از 21 روزه)، دریچه پرواز کندوها به مدت 10 دقیقه مسدود شد، به طوری که زنبورهایی که برای جمعآوری منابع غذایی به بیرون رفته بودند قادر به ورود به داخل کندو نبودند و روی سکوی پرواز تجمع پیدا کردند. این زنبورها با استفاده از برس زنبورداری به قفس چوبی با جدارههای توری (طول: 39، عرض: 27 و ارتفاع: 24 سانتیمتر) ریخته شده و جهت انجام آزمایشهای زیستسنجی به آزمایشگاه منتقل شدند.
	تیمارها. در پژوهش حاضر، آلفا-سیپرمترین+تفلوبنزورون (با نام تجاری ایمونیت®، 15% SC، محصول شرکت بِ.آ.اِس.اِف (BASF) آلمان) به عنوان تیمار اصلی یا حشرهکش هدف آزمایش شد. براساس روشهای استاندارد توصیهشده برای پژوهشهای سمشناسی روی زنبورعسل (Medrzycki et al., 2013)، از دیمتوآت (با نام تجاری رُکسیون®، 40% EC، ساخت شرکت هونان هایلی چین) به عنوان تیمار شاهد مثبت یا سم مرجع (Toxic reference) و از آبمقطر به عنوان تیمار شاهد حلال (Solvent control) برای تهیه محلول سمی حشرهکشها استفاده شد.
	 تأثیر حشرهکشهای ایمونیت® و دیمتوآت روی بقای حشرات بالغ زنبورعسل کارگر. سمیت دُز توصیهشدۀ مزرعهای ایمونیت® (75/0 لیتر فرمولاسیون حشرهکش در 1000 لیتر آب) و دیمتوآت (1 لیتر فرمولاسیون حشرهکش در 1000 لیتر آب) روی زنبورهای تازه متولدشده و چراگر به روشهای زیر بررسی شد: 
	تیمار زنبورها به روش تماس با باقیمانده. یک میلیلیتر از دُز توصیهشده ایمونیت® (75/0 میلیگرم حشرهکش در یک میلیلیتر آب) یا دیمتوآت (1 میلیگرم حشرهکش در یک میلیلیتر آب) روی قسمتهای مختلف کاغذ صافی واتمن شماره یک به ابعاد 13 × 11 سانتیمتر ریخته شد تا کاملاً مرطوب شود. کاغذ صافی به مدت 30 دقیقه در محیط آزمایشگاه باقی ماند و پس از خشکشدن، در کف ظروف پلاستیکی یکبارمصرف دربدار (طول: 13، عرض: 11 و ارتفاع: 5 سانتیمتر) که سوراخهایی در جداره آن جهت تهویه مناسب هوا تعبیه شده بود، قرار گرفت. در ظروف شاهد حلال، به جای محلول سمی از یک میلیلیتر آب مقطر استفاده شد. در ظروف شاهد منفی (Negative control) هیچ گونه ترکیبی مورد استفاده قرار نگرفت. سپس، 20 زنبور تازهمتولدشده به طور تصادفی به هر ظرف معرفی و درب آن بسته شد. زنبورها در طی آزمایش از طریق میکروتیوب‏های حاوی یک میلیلیتر شربت شکر 1:1 (وزنی/حجمی) که روی درب ظروف پلاستیکی تعبیه شده بود، تغذیه شدند. آزمایش مشابهی برای زنبورهای چراگر طراحی و انجام شد، با این تفاوت که در هر ظرف 10 زنبور چراگر مورد استفاده قرار گرفت (Del Sarto et al., 2014؛ Ghasemi et al., 2022).
	تیمار زنبورها به روش گوارشی. در این آزمایش، 20 زنبور تازهمتولدشده به طور تصادفی به هر یک از ظروف پلاستیکی یکبارمصرف معرفی شد. زنبورها قبل از شروع آزمایش به مدت 2 ساعت گرسنه نگه داشته شدند. سپس، 200 میکرولیتر شربت شکر حاوی دُز توصیهشده ایمونیت® (15/0 میلیگرم حشرهکش در 200 میکرولیتر شربت شکر) یا دیمتوآت (2/0 میلیگرم حشرهکش در 200 میکرولیتر شربت شکر) به مدت 4 ساعت در اختیار زنبورها قرار گرفت. پس از 4 ساعت، محلول شربت شکر حاوی حشرهکش از ظروف پلاستیکی خارج و مقدار مصرف آن ثبت شد. بلافاصله یک میلیلیتر شربت شکر بدون حشرهکش تا انتهای آزمایش در اختیار زنبورها قرار گرفت. زنبورهای شاهد حلال در کل دوره آزمایش فقط شربت شکر دریافت کردند. آزمایش مشابهی برای زنبورهای چراگر طراحی و انجام شد، با این تفاوت که در هر ظرف 10 زنبور چراگر مورد استفاده قرار گرفت (Medrzycki et al., 2013؛ Del Sarto et al., 2014؛ Ghasemi et al., 2022).
	تیمار زنبورها به روش پاششی. این آزمایش به منظور شبیهسازی سمیت حاصل از برخورد مستقیم ذرات حشرهکش با بدن زنبورهای چراگر در محیط انجام شد. ابتدا، زنبورهای تازه متولدشده به مدت 3 دقیقه در دمای 20- درجه سلسیوس نگه داشته شدند تا نسبتاً بیحرکت شوند. زنبورهای بیحسشده به طور تصادفی و در گروههای 20 تایی در تشتک پتری با قطر دهانه 9 سانتیمتر قرار داده شدند و با کمک یک اسپری دستی کالیبرهشده که در فاصله 25 سانتیمتری از مرکز تشتک پتری قرار داده شده بود، 500 میکرولیتر از دُز توصیهشده ایمونیت® (375/0 میلیگرم حشرهکش در 500 میکرولیتر آب) یا دیمتوآت (5/0 میلیگرم حشرهکش در 500 میکرولیتر آب) روی زنبورها پاشیده شد. زنبورهای تیمار شاهد حلال با 500 میکرولیتر آب مقطر محلولپاشی شدند، و زنبورهای شاهد منفی بدون تیمار بودند. سپس، زنبورهای هر گروه به ظروف پلاستیکی یکبارمصرف منتقل و تا انتهای آزمایش با یک میلیلیتر شربت شکر تغذیه شدند. آزمایش مشابهی برای زنبورهای چراگر طراحی و انجام شد، با این تفاوت که در هر ظرف 10 زنبور چراگر مورد استفاده قرار گرفت (Ghasemi et al., 2022).
	هر سه آزمایش بالا در تابستان سال 1397 در قالب طرح کاملاً تصادفی با 4 تکرار به ازای هر تیمار طراحی و انجام شد. ظروف حاوی زنبور در طی آزمایش در دمای 2±32 درجه سلسیوس و رطوبت نسبی 5±65 درصد نگهداری در تاریکی نگهداری شدند. تعداد زنبورهای مرده در هر ظرف هر 2 ساعت یکبار شمارش و ثبت شد و لاشه آنها از ظرف خارج شد. ملاک تلفات، عدم توانایی زنبورها در تکان دادن اندام‌های حسی (شاخک‌ها) و حرکتی (بال‌ها و پاها) پس از تحریک با قلم‌موی نازک بود. آزمایشهای مربوط به هر روش زیستسنجی، تا زمان تلفشدن تمام زنبورهایی که با حشرهکشها تیمار شدند، به طول انجامید. 
	تأثیر حشرهکشهای ایمونیت® و دیمتوآت روی فعالیت آنزیمهای سمزُدای حشرات بالغ زنبورعسل کارگر
	آمادهسازی نمونه. برای اندازهگیری اثر روشهای مختلف اعمال هر یک از ترکیبات مورد آزمایش روی میزان فعالیت ویژه آنزیمهای سمزُدا، آزمایش دیگری مشابه آزمایشهای زیستسنجی در تابستان سال 1397 در قالب طرح کاملاً تصادفی (4 تیمار × 3 روش اعمال تیمار × 3 تکرار) برای هر یک از زنبورهای تازه متولدشده و چراگر به طور جداگانه طراحی و انجام شد. بدین منظور، به محض این که 50 درصد زنبورهای تیمارشده با حشرهکشها در هر ظرف تلف شدند، 3 زنبور زنده از هر یک از این ظرف و 3 زنبور زنده دیگر نیز از هر یک از ظروف شاهد حلال و شاهد منفی برداشته و در دمای 20- درجه سلسیوس نگهداری شدند. سپس، کل بدن هر زنبور در 200 میکرولیتر بافر فسفات (20 میلیمولار با اسیدیته 7) حاوی 1/0 درصد Triton X-100 توسط هموژنایزر دستی همگنسازی شد. محتویات بدن 3 زنبور مربوط به هر ظرف با یکدیگر مخلوط شد تا یک نمونه واحد به ازای هر ظرف تهیه شود. نمونهها در شرایط 12000 دور بر دقیقه در دمای 4 درجه سلسیوس به مدت 15 دقیقه سانتریفیوژ شدند و پس از جداسازی فاز جامد و مایع نمونهها، از محلول رویی برای اندازهگیری میزان فعالیت ویژه آنزیمهای سمزُدا استفاده شد. 
	اندازهگیری فعالیت ویژه استرازهای عمومی. فعالیت آنزیمهای آلفا-استراز و بتا-استراز مطابق روش Van Asperen (1962) و به ترتیب با استفاده از سوبستراهای آلفا-نفتیل استات و بتا-نفتیل استات  انجام شد. جذب نمونهها برای سوبسترای آلفا-نفتیل استات در طول موج 450 نانومتر و برای سوبسترای بتا-نفتیل استات در 540 نانومتر با استفاده از دستگاه میکروپلیت ریدر (Awareness Technology Stat Fax 3200®) ساخت کشور آمریکا خوانده شد. 
	اندازهگیری فعالیت ویژه گلوتاتیون اس-ترانسفراز. فعالیت این آنزیم مطابق روشHabig et al. (1974)  و با استفاده از سوبسترای 1-کلرو-2و4-دی نیتروبنزن اندازهگیری شد. جذب نمونهها در طول موج 340 نانومتر با استفاده از دستگاه میکروپلیت ریدر (Awareness Technology Stat Fax 3200®) خوانده شد. 
	تجزیه آماری دادهها. تمام دادهها با استفاده از نسخه 8.0.2 نرمافزارGraphPad Prism  تجزیه شد. تحلیل بقای زنبورها و برآورد مقادیر زمان بقای میانه (Median Survival Time (MST)) به روش غیرپارامتری Kaplan-Meier انجام شد. منحنیهای بقا با استفاده از آزمون Log-rank (Mantel-Cox) با یکدیگر مقایسه شدند. نسبت خطر (Hazard Ratio (RT)) ایمونیت® برای زنبورهای تازهمتولدشده در مقایسه با زنبورهای چراگر با آزمون logrank برآورد شد. قبل از تجزیه واریانس، نرمال بودن باقیمانده دادهها با آزمون Kolmogorov-Smirnov بررسی شد. دادههای حاصل از آزمایشهای آنزیمسنجی به روش تجزیه واریانس یکطرفه و اثرات متقابل تیمارها و مراحل مختلف رشدی زنبورعسل (زنبورهای تازهمتولدشده و زنبورهای چراگر) روی فعالیت ویژه آنزیمها به روش تجزیه واریانس دوطرفه تجزیه شدند. مقایسه زوجی میزان فعالیت ویژه آنزیمها در زنبورهای تازه متولدشده با زنبورهای چراگر با آزمون مستقل  t-student انجام شد. برای مقایسه میانگینها از آزمون توکی با سطح احتمال 5 درصد استفاده شد. نتایج به صورت میانگین±خطای معیار گزارش شد.   
	نتایج
	تأثیر سمیت باقیمانده تیمارها روی نرخ بقای زنبورها. نتایج مقایسه منحنیهای بقای زنبورهای تازه متولدشده و چراگر پس از قرارگیری در معرض باقیمانده ترکیبات مورد آزمایش در شکل 1 نشان داده شده است. روند تغییرات درصد بقا در زنبورهای تازهمتولدشدهای که با ایمونیت® تیمار شدند، اختلاف معنیداری با روند تغییرات درصد بقای زنبورهای تیمارشده با سایر ترکیبات داشت (χ2= 373.5; df= 3; P< 0.0001) (شکل 1 الف). زمان بقای میانه زنبورهای تازهمتولدشدهای که در معرض باقیمانده ایمونیت® و دیمتوآت قرار گرفتند، به ترتیب 7 و 12 ساعت بود، در حالیکه بیش از 95 درصد زنبورهای تیمار شاهد حلال و شاهد منفی تا پایان آزمایش زنده ماندند. میزان بقای زنبورهای چراگری که با ایمونیت® و دیمتوآت تیمار شدند، اختلاف معنیداری با یکدیگر نداشت (χ2= 3.3; df= 1; P< 0.0663) اما از میزان بقای زنبورهای شاهد حلال و شاهد منفی به طور معنیداری کمتر بود (χ2= 165.4; df= 2; P< 0.0001) (شکل 1 ب). زمان بقای میانه زنبورهای چراگری که در معرض باقیمانده ایمونیت® و دیمتوآت قرار گرفتند، 6 ساعت بود، در حالیکه به ترتیب 90 و 5/97 درصد زنبورهای تیمار شاهد حلال و شاهد منفی تا پایان آزمایش زنده ماندند. خطر سمیت تماس با باقیمانده ایمونیت® روی زنبورهای چراگر (78/2–69/1) 8/1 برابرِ سمیت این حشرهکش روی زنبورهای تازهمتولدشده بود که این اختلاف از لحاظ آماری معنیدار میباشد.
	شکل 1- منحنیهای بقای Kaplan-Meier و مقادیر برآوردشدة زمان بقای میانه برای زنبورهای تازهمتولدشده (الف) و چراگر (ب) پس از تماس با باقیماندة ایمونیت®، دیمتوآت، شاهد حلال، و شاهد منفی. منحنیهای با حروف متفاوت از لحاظ آماری اختلاف معنیداری با یکدیگر دارند (آزمون توکی، سطح احتمال 5 درصد).
	Fig. 1. Kaplan–Meier survival curves and the estimated median survival time (MST) for newly emerged (A) and forager (B) bees after contact with the residue of Imunit®, dimethoate, solvent control, and negative control. Curves with different letters are statistically different (Tukey’s test, P˂ 0.05).
	تأثیر سمیت گوارشی تیمارها روی نرخ بقای زنبورها. نتایج مقایسه منحنیهای بقای زنبورهای تازه متولدشده و چراگر پس از تیمار با ترکیبات مورد آزمایش به روش گوارشی در شکل 2 نشان داده شده است. روند تغییرات درصد بقا در زنبورهای تازهمتولدشدهای که با ایمونیت® تیمار شدند، اختلاف معنیداری با روند تغییرات درصد بقای زنبورهای تیمارشده با سایر ترکیبات داشت (χ2= 189.5; df= 2; P< 0.0001) (شکل 2 الف). زمان بقای میانه زنبورهای تازه‌متولدشدهای که با ایمونیت® و دیمتوآت قرار گرفتند، 16 ساعت بود، در حالیکه به ترتیب 5/92 و 95 درصد زنبورهای تیمار شاهد حلال و شاهد منفی تا پایان آزمایش زنده ماندند. میزان بقا در زنبورهای چراگری که با ایمونیت® تیمار شدند، اختلاف معنیداری با روند تغییرات درصد بقای زنبورهای تیمارشده با سایر ترکیبات داشت (χ2= 129.9; df= 2; P< 0.0001) (شکل 2 ب). زمان بقای میانه زنبورهای چراگری که در معرض ایمونیت® و دیمتوآت قرار گرفتند، به ترتیب 8 و 4 ساعت بود، در حالیکه 95 درصد زنبورهای تیمار شاهد حلال و شاهد منفی تا پایان آزمایش زنده ماندند. خطر سمیت گوارشی ایمونیت® روی زنبورهای چراگر (33/7–31/2) 12/4 برابرِ سمیت این حشرهکش روی زنبورهای تازهمتولدشده بود که این اختلاف از لحاظ آماری معنیدار میباشد.
	تأثیر سمیت پاششی تیمارها روی نرخ بقای زنبورها. نتایج مقایسه منحنیهای بقای زنبورهای تازهمتولدشده و چراگر پس از تیمار با ترکیبات مورد آزمایش به روش پاششی در شکل 3 نشان داده شده است. میزان بقای زنبورهای تازه متولدشدهای که با ایمونیت® تیمار شدند، به طور معنیداری از میزان بقای زنبورهای تیمارشده با دیمتوآت بیشتر (χ2= 104.2; df= 1 ; P< 0.0001) و از میزان بقای زنبورهای شاهد مثبت و شاهد منفی کمتر بود (χ2= 311.7; df= 2; P< 0.0001) (شکل 3 الف). زمان بقای میانه زنبورهای تازهمتولدشدهای که با ایمونیت® و دیمتوآت قرار گرفتند، به ترتیب 8 و 4 ساعت بود، در حالیکه به ترتیب 75/93 و 5/97 درصد زنبورهای تیمار شاهد حلال و شاهد منفی تا پایان آزمایش زنده ماندند. میزان بقای زنبورهای چراگری که با ایمونیت® تیمار شدند، به طور معنیداری از میزان بقای زنبورهای تیمارشده با دیمتوآت بیشتر (χ2= 37.59; df= 1 ; P< 0.0001) و از میزان بقای زنبورهای تیمار شاهد حلال و شاهد منفی کمتر بود (χ2= 149.9; df= 2; P< 0.0001) (شکل 3 ب). زمان بقای میانه زنبورهای چراگری که در معرض ایمونیت® و دیمتوآت قرار گرفتند، به ترتیب 8 و 4 ساعت بود، در حالیکه به ترتیب 50/92 و 5/97 درصد زنبورهای تیمار شاهد حلال و شاهد منفی تا پایان آزمایش زنده ماندند. خطر سمیت پاششی ایمونیت® روی زنبورهای چراگر (16/2–95/0) 43/1 برابرِ سمیت این حشرهکش روی زنبورهای تازهمتولدشده بود که این اختلاف از لحاظ آماری معنیدار نمیباشد.
	شکل 2- منحنیهای بقای Kaplan-Meier و مقادیر برآوردشدة زمان بقای میانه برای زنبورهای تازهمتولدشده (الف) و چراگری (ب) که به روش گوارشی در معرض ایمونیت®، دیمتوآت، و شاهد حلال قرار گرفتند. منحنیهای با حروف متفاوت از لحاظ آماری اختلاف معنیداری با یکدیگر دارند (آزمون توکی، سطح احتمال 5 درصد).
	Fig. 2. Kaplan–Meier survival curves and the estimated median survival time (MST) for newly emerged (A) and forager (B) bees orally exposed to Imunit®, dimethoate, and solvent control. Curves with different letters are statistically different (Tukey’s test, P˂ 0.05).
	شکل 3- منحنیهای بقای Kaplan-Meier و مقادیر برآوردشدة زمان بقای میانه برای زنبورهای تازهمتولدشده (الف) و چراگر (ب) پس از محلولپاشی با ایمونیت®، دیمتوآت، شاهد حلال، و شاهد منفی. منحنیهای با حروف متفاوت از لحاظ آماری اختلاف معنیداری با یکدیگر دارند (آزمون توکی، سطح احتمال 5 درصد). 
	Fig. 3. Kaplan–Meier survival curves and the estimated median survival time (MST) for newly emerged (A) and forager (B) bees after being sprayed with Imunit®, dimethoate, solvent control, and negative control. Curves with different letters are statistically different (Tukey’s test, P˂ 0.05).
	مقایسه سمیت روشهای مختلف کاربرد ایمونیت® روی زنبورها. سمیت تماس با باقیمانده و پاششی ایمونیت® در مقایسه با سمیت گوارشی آن روی زنبورهای تازهمتولدشده به طور معنیداری بیشتر بود (χ2= 84.73; df= 2 ; P< 0.0001). در خصوص زنبورهای چراگر، سمیت تماس با باقیمانده ایمونیت® به طور معنیداری از سمیت گوارشی و پاششی آن بیشتر بود (χ2= 7.21; df= 2 ; P< 0.0271).  
	اثر تیمارها روی فعالیت ویژه آنزیم آلفا-استراز. در روش تماس با باقیمانده، اثرات متقابل تیمارها و مراحل مختلف رشدی زنبورعسل روی فعالیت آنزیم آلفا-استراز معنیدار بود (F= 22.88, df t,e= 3,16, P< 0.0001). تماس زنبورهای تازهمتولدشده با باقیمانده ایمونیت® به طور معنیداری میزان فعالیت این آنزیم را در مقایسه با سایر تیمارها افزایش داد (F= 65.70, df t,e= 3,8, P< 0.0001). میزان فعالیت آنزیم آلفا-استراز در زنبورهای چراگری که با باقیمانده ایمونیت® تماس داشتند، اختلاف معنیداری با سایر تیمارها نداشت (F= 1.23, df t,e= 3,8, P< 0.3603) (شکل 4 الف). در روش گوارشی، اثرات متقابل تیمارها و مراحل مختلف رشدی زنبورعسل روی فعالیت آنزیم آلفا-استراز معنیدار بود (F= 24.89, df t,e= 2,12, P< 0.0001). تیمار زنبورهای تازهمتولدشده با ایمونیت® میزان فعالیت این آنزیم را در مقایسه با دیمتوآت به طور معنیداری افزایش داد اما تفاوت معنیداری با زنبورهای تیمار شاهد حلال نداشت (F= 43.86, df t,e= 2,6, P< 0.0003). میزان فعالیت آنزیم آلفا-استراز در زنبورهای چراگری که با ایمونیت® تیمار شدند، به طور معنیداری نسبت به زنبورهای تیمار شاهد حلال کاهش یافت (F= 6.09, df t,e= 2,6, P< 0.0359 (شکل 4 ب). در روش پاششی، اثرات متقابل تیمارها و مراحل مختلف رشدی زنبورعسل روی فعالیت آنزیم آلفا-استراز معنیدار بود (F= 8.86, df t,e= 3,16, P< 0.0011). میزان فعالیت آنزیم آلفا-استراز در زنبورهای تازهمتولدشدهای که با ایمونیت® تیمار شدند، اختلاف معنیداری با سایر تیمارها نداشت (F= 2.31, df t,e= 3,8, P< 0.1523). میزان فعالیت این آنزیم در زنبورهای چراگری که با ایمونیت® تیمار داشتند، اختلاف معنیداری با سایر تیمارها نداشت، اما بین زنبورهای تیمارشده با  دیمتوآت و زنبورهای تیمار شاهد حلال و شاهد منفی اختلاف معنیدار مشاهده شد (F= 14.28, df t,e= 3,8, P< 0.0014) (شکل 4 ج). مقایسه زوجی بین میزان فعالیت آنزیم آلفا-استراز زنبورهای تازه متولدشده و چراگر پس از تماس با باقیمانده تیمارها به روشهای مختلف در شکل 4 نشان داده شده است. 
	شکل 4- اثر ایمونیت®، دیمتوآت، شاهد حلال، و شاهد منفی روی فعالیت ویژه آلفا-استراز (میانگین±خطای معیار) زنبورهای تازهمتولدشده و چراگر به سه روش (الف) تماسی، (ب) گوارشی، و (ج) پاششی. میانگینهای با حروف متفاوت (حروف کوچک برای زنبورهای تازهمتولدشده و حروف بزرگ برای زنبورهای چراگر) از لحاظ آماری اختلاف معنیداری با یکدیگر دارند (آزمون توکی، سطح احتمال 5 درصد). تفاوت آماری بین میانگین فعالیت آنزیم زنبورهای تازهمتولدشده و چراگر برای هر تیمار به صورت ** (اختلاف معنی دار در سطح احتمال 1 درصد)، * (اختلاف معنیدار در سطح احتمال 5 درصد) و ns (عدم وجود اختلاف معنیدار) نشان داده شده است.
	Fig. 4. Effect of Imunit®, dimethoate, solvent control, and negative control applied as residual contact (A), oral (B), and spray (C) on the α-esterase specific activity (mean±S.E.) in newly emerged and forager bees. Means followed by different letters (small letters for newly emerged bees and large ones for forager bees) are statistically different (Tukey’s test, P˂ 0.05). Statistical difference between the means of the enzyme activity in newly emerged and forager bees for each treatment are denoted as ** (P< 0.01) * (P< 0.05), and ns (no significant difference).
	اثر تیمارها روی فعالیت ویژه آنزیم بتا-استراز. در روش تماس با باقیمانده، اثرات متقابل تیمارها و مراحل مختلف رشدی زنبورعسل روی فعالیت آنزیم بتا-استراز معنیدار نبود (F= 1.50, df t,e= 3,16, P< 0.2526). تماس زنبورهای تازهمتولدشده با باقیمانده ایمونیت® به طور معنی‌داری میزان فعالیت این آنزیم را در مقایسه با دیمتوآت افزایش داد اما تفاوت معنیداری با زنبورهای تیمار شاهد حلال و شاهد منفی نداشت (F= 10.07, df t,e= 3,8, P< 0.0043). میزان فعالیت آنزیم بتا-استراز در زنبورهای چراگری که با ایمونیت® تیمار شدند، نسبت دیمتوآت افزایش یافت، اما اختلاف معنیداری با سایر تیمارها نداشت (F= 10.29, df t,e= 3,8, P< 0.0040) (شکل 5 الف). در روش گوارشی، اثرات متقابل تیمارها و مراحل مختلف رشدی زنبورعسل روی فعالیت آنزیم بتا-استراز معنیدار نبود (F= 1.87, df t,e= 2,12, P< 0.1964). میزان فعالیت این آنزیم در زنبورهای تازه متولدشدهای که با ایمونیت® تیمار شدند تفاوت معنیداری با دیمتوآت و زنبورهای تیمار شاهد حلال نداشت (F= 0.14, df t,e= 2,6, P< 0.8697). میزان فعالیت آنزیم بتا-استراز در زنبورهای تازه چراگری که با ایمونیت® تیمار شدند تفاوت معنیداری با سایر تیمارها نداشت (F= 1.93, df t,e= 2,6, P< 0.2243) (شکل 5 ب). در روش پاششی، اثرات متقابل تیمارها و مراحل مختلف رشدی زنبورعسل روی فعالیت آنزیم بتا-استراز معنیدار بود (F= 6.90, df t,e= 3,16, P< 0.0034). میزان فعالیت آنزیم بتا-استراز در زنبورهای تازهمتولدشدهای که با ایمونیت® تیمار شدند، اختلاف معنیداری با دیمتوآت نداشت، اما از زنبورهای تیمار شاهد حلال و شاهد منفی کمتر بود (F= 8.90, df t,e= 3,8, P< 0.0063). میزان فعالیت آنزیم بتا-استراز در زنبورهای چراگری که که با ایمونیت® تیمار شدند، اختلاف معنیداری با سایر تیمارها نداشت (F= 3.57, df t,e= 3,8, P< 0.0666) (شکل 5 ج). مقایسه زوجی بین میزان فعالیت آنزیم بتا-استراز زنبورهای تازه متولدشده و چراگر پس از تیمار با ترکیبات مورد آزمایش به روشهای مختلف به روشهای مختلف در شکل 5 نشان داده شده است.
	شکل 5- اثر ایمونیت®، دیمتوآت، شاهد حلال، و شاهد منفی روی فعالیت بتا-استراز (میانگین±خطای معیار) زنبورهای تازهمتولدشده و چراگر به سه روش (الف) تماسی، (ب) گوارشی، و (ج) پاششی. میانگینهای با حروف متفاوت (حروف کوچک برای زنبورهای تازه‌متولدشده و حروف بزرگ برای زنبورهای چراگر) از لحاظ آماری اختلاف معنیداری با یکدیگر دارند (آزمون توکی، سطح احتمال 5 درصد). تفاوت آماری بین میانگین فعالیت آنزیم زنبورهای تازهمتولدشده و چراگر برای هر تیمار به صورت ** (اختلاف معنی دار در سطح احتمال 1 درصد)، * (اختلاف معنیدار در سطح احتمال 5 درصد) و ns (عدم وجود اختلاف معنیدار) نشان داده شده است.
	Fig. 5. Effect of Imunit®, dimethoate, solvent control, and negative control applied as residual contact (A), oral (B), and spray (C) on the β-esterase specific activity (mean±S.E.) in newly emerged and forager bees. Means followed by different letters (small letters for newly emerged bees and large ones for forager bees) are statistically different (Tukey’s test, P˂ 0.05). Statistical difference between the means of the enzyme activity in newly emerged and forager bees for each treatment are denoted as ** (P< 0.01) * (P< 0.05), and ns (no significant difference).
	اثر تیمارها روی فعالیت ویژه آنزیم گلوتاتیون اس-ترانسفراز. در روش تماس با باقیمانده، اثرات متقابل تیمارها و مراحل مختلف رشدی زنبورعسل روی فعالیت آنزیم گلوتاتیون اس-ترانسفراز معنیدار نبود (F= 1.43, df t,e= 3,16, P< 0.2696). میزان فعالیت آنزیم گلوتاتیون اس-ترانسفراز در زنبورهای تازهمتولدشدهای که با باقیمانده ایمونیت® و دیمتوآت تیمار شدند اختلاف معنیداری با یکدیگر نداشت، اما در مقایسه با زنبورهای تیمار شاهد حلال و شاهد منفی کاهش معنیداری نشان داد (F= 14.10, df t,e= 3,8, P< 0.0015). میزان فعالیت این آنزیم در زنبورهای چراگری که با ایمونیت® تیمار شدند، اختلاف معنیداری با دیمتوآت نداشت، اما از زنبورهای تیمار شاهد حلال و شاهد منفی کمتر بود (F= 11.66, df t,e= 3,8, P< 0.0027) (شکل 6 الف). در روش گوارشی، اثرات متقابل تیمارها و مراحل مختلف رشدی زنبورعسل روی فعالیت آنزیم گلوتاتیون اس-ترانسفراز معنیدار بود (F= 25.50, df t,e= 2,12, P< 0.0001). میزان فعالیت این آنزیم در زنبورهای تازهمتولدشدهای که با ایمونیت® تیمار شدند به طور معنیداری در مقایسه با دیمتوات و زنبورهای تیمار شاهد حلال بیشتر بود (F= 16.97, df t,e= 2,6, P< 0.0034). میزان فعالیت آنزیم گلوتاتیون اس-ترانسفراز در زنبورهای چراگری که با ایمونیت® تیمار شدند در مقایسه با دیمتوآت کمتر بود اما اختلاف معنیداری با زنبورهای تیمار شاهد حلال و شاهد منفی نداشت (F= 22.49, df t,e= 2,6, P< 0.0016) (شکل 6 ب). در روش پاششی، اثرات متقابل تیمارها و مراحل مختلف رشدی زنبورعسل روی فعالیت آنزیم گلوتاتیون اس-ترانسفراز معنیدار بود (F= 17.92, df t,e= 3,16, P< 0.0001). میزان فعالیت آنزیم گلوتاتیون اس-ترانسفراز در زنبورهای تازهمتولدشدهای که با ایمونیت® تیمار شدند، اختلاف معنیداری با دیمتوآت نداشت، اما از زنبورهای تیمار شاهد حلال و شاهد منفی بیشتر بود (F= 7.88, df t,e= 3,8, P< 0.0090). میزان فعالیت این آنزیم در زنبورهای چراگری که با ایمونیت® تیمار شدند به طور معنیداری در مقایسه با سایر تیمارها بیشتر بود (F= 32.40, df t,e= 3,8, P< 0.0001) (شکل 6 ج). مقایسه زوجی بین میزان فعالیت آنزیم گلوتاتیون اس-ترانسفراز زنبورهای تازه متولدشده و چراگر پس از تیمار با ترکیبات مورد آزمایش به روشهای مختلف به روشهای مختلف در شکل 6 نشان داده شده است.
	شکل 6- اثر ایمونیت®، دیمتوآت، شاهد حلال، و شاهد منفی روی فعالیت گلوتاتیون اس-ترانسفراز (میانگین±خطای معیار) زنبورهای تازهمتولدشده و چراگر به سه روش (الف) تماسی، (ب) گوارشی، و (ج) پاششی. میانگینهای با حروف متفاوت (حروف کوچک برای زنبورهای تازهمتولدشده و حروف بزرگ برای زنبورهای چراگر) از لحاظ آماری اختلاف معنیداری با یکدیگر دارند (آزمون توکی، سطح احتمال 5 درصد). تفاوت آماری بین میانگین فعالیت آنزیم زنبورهای تازهمتولدشده و چراگر برای هر تیمار به صورت ** (اختلاف معنی دار در سطح احتمال 1 درصد)، * (اختلاف معنیدار در سطح احتمال 5 درصد) و ns (عدم وجود اختلاف معنیدار) نشان داده شده است.
	Fig. 6. Effect of Imunit®, dimethoate, solvent control, and negative control applied as residual contact (A), oral (B), and spray (C) on the glutathione S-transferase (GST) specific activity (mean±S.E.) in newly emerged and forager bees. Means followed by different letters (large letters for newly emerged bees and small ones for forager bees) are statistically different (Tukey’s test, P˂ 0.05). Means of the enzyme activity in newly emerged and forager bees were compared pairwise by Student’s t -test and their statistically differences are denoted as * (P< 0.05), ** (P< 0.01), and ns (no significant difference).
	بحث
	نتایج آزمایشهای زیستسنجی نشان داد که ایمونیت® از سمیت قابلتوجهی روی زنبورعسل برخوردار است. این نتایج با فرضیه ما مبنی بر خطر این فرمولاسیون روی زنبورعسل مطابقت داشت و احتمال دارد که این امر به وجود سیپرمترین در ترکیب این فرمولاسیون مرتبط باشد.  
	درصد بقا در زنبورهای تازهمتولدشدهای که به روش تماس با باقیمانده یا پاششی با ایمونیت® تیمارشدند، به طور قابلملاحظهای از روش گوارشی کمتر بود. در زنبورهای چراگر، سمیت تماس با باقیمانده ایمونیت® به طور معنیداری از سمیت گوارشی و پاششی آن بیشتر بود. این نتایج با فرضیه ما مبنی بر سمیت بیشتر ایمونیت® برای زنبورعسل در روش تماس با باقیمانده و پاششی نسبت به روش سمیت گوارشی مطابقت داشت. در روش تماس با باقیمانده حشرهکش، زنبورها، به ویژه زنبورهای چراگر، دائماً روی کاغذ صافی آغشته به ایمونیت® در حال راه رفتن بودند و علاوه بر پنجه پاها، انتهای شکم و شاخک آنها نیز با سطح کاغذ صافی در تماس بود. در روش پاششی نیز کل سطح جلد بدن زنبورها با قطرات ریز محلول سمی ایمونیت® پوشانده شده بود. در هر دو روش مذکور، سطح تماس زیادی بین جلد بدن زنبورها و مولکولهای سمی ایمونیت® برقرار شد و این امر امکان نفوذ حشرهکش بیشتری را از طریق کوتیکول به همولنف و در نهایت جایگاههای هدف این حشرهکش فراهم آورد. بر خلاف نتایج ما، مطالعات Del Sarto et al. (2014) نشان داد که سمیت موضعی و تماسی آبامکتین (گروه آورمکتینها)، دلتامترین (گروه پیرتروئیدها)، و متامیدوفوس (گروه ارگانوفسفرهها) روی زنبورعسل چراگر به طور معنیداری کمتر از سمیت گوارشی این حشرهکشها است. بنابراین، میزان حساسیت زنبورعسل به حشرهکشها به گروه حشرهکش براساس نحوه عمل در طبقهبندی  IRAC(Insecticide Resistance Action Committee)، نوع ترکیب شیمیایی، و روش استفاده از آن بستگی دارد.   
	با افزایش سن و تبدیل زنبورهای جوان به زنبورهای چراگر، فیزیولوژی آنها از جمله فرآیندهای متابولیکی به شدت تغییر پیدا میکند (Harrison & Fewell, 2002). اخیراً مطالعاتی در خصوص رابطه بین سن زنبورعسل و میزان حساسیت آن به حشرهکشها صورت گرفته است. نتایج آزمایشهایRinkevich et al. (2015)  نشان داد که با افزایش سن، حساسیت زنبورعسل به حشرهکشهای فنوترین و نالد به ترتیب کاهش و افزایش معنیداری پیدا کرد. در پژوهش دیگری، Zhu et al. (2020) دریافتند که با افزایش سن زنبورهای کارگر از 4 روزگی به 42 روزگی، میزان تلفات آنها در برابر پنج حشرهکش متعلق به گروههای مختلف حشرهکشها به طور معنیداری افزایش یافت. برخلاف فرضیه ما مبنی بر تحمل بیشتر زنبورهای چراگر در مقایسه با زنبورهای تازهمتولدشده به ایمونیت®، نتایج پژوهش حاضر نشان داد که سمیت تماس با باقیمانده و گوارشی این حشرهکش روی زنبورهای چراگر در مقایسه با زنبورهای تازهمتولدشده به طور معنیداری بیشتر بود و در روش پاششی نیز اختلاف معنیداری بین حساسیت این دو گروه زنبور به ایمونیت® مشاهده نشد. نکتهای که در حین انجام آزمایشها توجه ما را به خود جلب کرد این بود که زنبورهای چراگر، به محض انتقال به ظروف پلاستیکی، بیتابانه و با سرعت زیادی تا پایان آزمایشها در فضای داخل ظرف حرکت میکردند تا راهی برای فرار از ظرف پیدا کنند، در حالیکه، زنبورهای زنبورهای تازهمتولدشده به آرامی مشغول فعالیت بودند. در همین ارتباط، Lattorff (2022) نشان داد که نگهداری زنبورهای زمستانگذران در شرایط قفسهای آزمایشگاهی، به دلیل عدم حضور ملکه و نبود تعداد کافی جمعیت زنبور، باعث القای تنش و کاهش سطح ترهالوز (قند ذخیرهکننده انرژی در همولنف حشرات) در آنها میشود که این امر ممکن است حساسیت زنبورها به سایر عوامل تنشزا مانند آفتکشها و بیمارگرها را افزایش دهد. بر همین اساس، ما نیز حدس میزنیم که فعالیت بیش از حد معمول زنبورهای چراگر، به دلیل نگهداری در شرایط غیرطبیعی آزمایشگاه، موجب اتلاف انرژی و در نتیجه کاهش توانایی آنها برای تحمل تنش حاصل از قرارگیری در معرض ایمونیت® شده باشد. شاید به همین دلیل است که در دستورالعملهای ارائهشده توسط  OECD(Organization for Economic Co-operation and Development)، استفاده از زنبورهای جوان (زنبورهای 1 الی 2 روزه) برای انجام آزمایشهای زیستسنجی پیشنهاد میشود. بنابراین، مراحله رشدی زنبورعسل زنبورعسل فاکتور مهمی دیگری است که در آزمایشهای زیستسنجی باید مورد توجه قرار گیرد.
	فعالیت ویژه آنزیمهای سمزُدا از قبیل سیتوکروم P450s، استرازها، گلوتاتیون اس-ترانسفراز و غیره یکی از شاخصهای معتبر برای درک تفاوت در میزان حساسیت حشرات نسبت به ترکیبات سمی است (du Rand et al., 2015). از بین روشهای مورد آزمایش، تنها روش تماس با باقیمانده ایمونیت® باعث افزایش معنیدار فعالیت آنزیم آلفا-استراز در زنبورهای تازهمتولدشده نسبت به زنبورهای شاهد شد و تیمار زنبورهای چراگر با ایمونیت® در هر سه روش تماس با باقیمانده، گوارشی، و پاششی تغییری در میزان فعالیت این آنزیم به وجود نیاورد. میزان فعالیت آنزیم بتا-استراز در زنبورهای تازهمتولدشده و چراگری که با ایمونیت® تیمار شدند اختلاف معنیداری با زنبورهای شاهد نداشت. این نتایج با یافتههای پژوهشهای قبلی مبنی بر عدم مشارکت معنیدار استرازها در سم‌زدایی حشرهکشها در زنبورعسل مطابقت دارد (Johnson, 2015؛ Zhu et al., 2017؛ Ghasemi et al., 2022). نتایج ما نشان داد که قرارگیری زنبورهای تازهمتولدشده در معرض ایمونیت® به روش گوارشی و پاششی باعث افزایش میزان فعالیت آنزیم گلوتاتیون اس-ترانسفراز در مقایسه با زنبورهای شاهد شد. در مورد زنبورهای چراگر نیز استفاده از ایمونیت® به روش پاششی میزان فعالیت این آنزیم را افزایش داد. در همین ارتباط، Badway et al., (2015) گزارش کردند که دُزهای پایین حشرهکش استامیپرید (گروه نئونیکوتینوئیدها) میزان فعالیت گلوتاتیون اس-ترانسفراز زنبورهای چراگر را پس از یک روز به طور معنیداری افزایش داد. نتایج مطالعات Han et al., (2019)  نشان داد که تیمار گوارشی زنبورهای عسل چراگر Apis cerana cerana با استامیپرید و قارچکش پروپیکونازول (گروه تریازولها) باعث افزایش میزان فعالیت گلوتاتیون اس-ترانسفراز پس از 24 ساعت شد. اخیراً، Ghasemi et al. (2022) نشان دادند که قرارگیری زنبورهای تازهمتولدشده در معرض حشرهکش پروکلیمفیت® (لوفنورون+اِمامکتین بنزوآت) به روش تماس با باقیمانده و پاششی منجر به افزایش فعالیت گلوتاتیون اس-ترانسفراز شد. این پژوهشگران گزارش کردند که تیمار زنبورهای چراگر با پروکلیمفیت® به روش تماس با باقیمانده و گوارشی میزان فعالیت این آنزیم را افزایش داد. بنابراین، به نظر میرسد که در بین آنزیمهای مورد مطالعه، گلوتاتیون اس-ترانسفراز نقش مهمتری در سمزدایی ایمونیت® در زنبورعسل ایفا میکند. در پژوهش حاضر فرضیه ما این بود که فعالیت آنزیمهای سمزُدا در زنبورهای چراگر بیشتر از زنبورهای تازهمتولدشده است. برخلاف این فرضیه، در هر سه روش تماس با باقیمانده، گوارشی، و پاششی میزان فعالیت آنزیم آلفا-استراز در زنبورهای چراگر شاهد به طور معنیداری از میزان فعالیت این آنزیم در زنبورهای تازهمتولدشده شاهد کمتر بود. همانطور که قبلاً اشاره شد، زنبورهای تازهمتولدشده در مقایسه با زنبورهای چراگر از حساسیت کمتری به سمیت تماس با باقیمانده و گوارشی ایمونیت® برخوردار بودند و نکته قابلتوجه این بود که میزان فعالیت آنزیم آلفا-استراز در زنبورهای تازهمتولدشدهای که به این دو روش با ایمونیت® تیمار شدند، به طور قابلتوجهی از زنبورهای چراگر بیشتر بود. همچنین، حساسیت زنبورهای تازهمتولدشده و چراگر به ایمونیت® در روش پاششی اختلاف معنیداری با یکدیگر نداشت که این پدیده با یکسان بودن میزان فعالیت آنزیم آلفا-استراز در این دو گروه زنبور همراه بود. بنابراین، فعالیت بیشتر آنزیم آلفا-استراز در زنبورهای تازهمتولدشده میتواند یکی دیگر از دلایل تحمل بیشتر این زنبورها، در مقایسه با زنبورهای چراگر، در برابر ایمونیت® باشد. در هر سه روش مورد آزمایش، میزان فعالیت آنزیم بتا-استراز در زنبورهای تازهمتولدشده شاهد اختلاف معنیداری با میزان فعالیت این آنزیم در زنبورهای چراگر شاهد نداشت، اما تیمار زنبورها با ایمونیت® به روش تماس با باقیمانده و پاششی باعث شد که فعالیت بتا-استراز در زنبورهای چراگر بیشتر از فعالیت این آنزیم در زنبورهای تازهمتولدشده شود. علیرغم فعالیت بیشتر این آنزیم بتا-استراز در زنبورهای چراگر، حساسیت آنها نسبت به زنبورهای تازهمتولدشده در برابر ایمونیت® بیشتر بود. بنابراین، به نظر میرسد که فاکتورهای دیگری در میزان حساسیت زنبورهای چراگر در مقایسه با زنبورهای تازهمتولدشده نسبت به ایمونیت® دخیل باشند. براساس نتایج پژوهش حاضر، میزان فعالیت آنزیم گلوتاتیون اس-ترانسفراز در زنبورهای چراگر شاهد به طور معنیداری از زنبورهای تازهمتولدشده شاهد بیشتر بود و همین اختلاف در زنبورهای چراگری که به روش تماس با باقیمانده و پاششی با ایمونیت® تیمار شدند نیز مشاهده شد. در همین راستا، Ghasemi et al. (2022) گزارش کردند که فعالیت گلوتاتیون اس-ترانسفراز در زنبورهای چراگری که به روش تماس با باقیمانده و گوارشی با پروکلیم‌فیت® و دیمتوآت (گروه ارگانوفسفرهها) تیمار شدند، به طور معنیداری از زنبورهای تازهمتولدشده بیشتر بود. بر خلاف نتایج ما، Zhu et al. (2020) نشان دادند که با افزایش سن زنبورهای کارگر از 4 روزگی به 42 روزگی تغییر معنیداری در میزان فعالیت گلوتاتیون اس-ترانسفراز رخ نداد. از آزمایشهای آنزیم‌سنجی دریافتیم که روند تغییر در میزان فعالیت آنزیمهای سمزُدا در زنبورهایی که با دیمتوآت تیمار شدند در مقایسه با زنبورهای تیمارشده با ایمونیت® متفاوت است. این نتایج بیانگر واکنش متفاوت آنزیمهای سمزدا در مواجهه با ترکیبات شیمیایی مختلف است. به طور کلی، میتوان چنین نتیجهگیری کرد که فعالیت آنزیمهای سمزدا در زنبورعسل تابع سه عامل 1) نوع حشرهکش، 2) نحوه قرارگیری زنبورها در معرض حشرهکش، و 3) مرحله رشدی زنبورعسل میباشد
	نتیجه‌گیری کلی
	نتایج پژوهش حاضر پتانسیل ایمونیت® برای ایجاد مسمومیت و تلفات در زنبورعسل را نشان داد. با این وجود، این نتایج را نمیتوان با قطعیت به شرایط مزرعه تعمیم داد، زیرا اولاً در این پژوهش زنبورها در محیطی خارج از شرایط طبیعی کلنی مورد آزمایش قرار گرفتند و این مسئله ممکن است حساسیت آنها به ایمونیت® را افزایش داده باشد و ثانیاً، زنبورهای تازهمتولدشده و چراگر با بالاترین دُز ایمونیت® (دُز توصیهشدۀ مزرعهای)  تیمار شدند، در صورتی که در حالت عادی احتمال مواجهه جمعیت کلنی زنبورعسل، به ویژه زنبورهای تازهمتولدشدهای که صرفاً در داخل کندو زندگی میکنند، با این دُز کم است، زیرا تنها تعداد معدودی زنبور چراگر ممکن است در حین سمپاشی گیاهان در معرض مستقیم ذرات سمی حشرهکش قرار گیرند و اکثر آنها چند ساعت پس از سمپاشی، که احتمالاً بخشی از ترکیبات مؤثره فرمولاسیون به انحای مختلف از دسترس زنبورها خارج شده است، فعالیت خود روی گیاهان را آغاز خواهند کرد. در نهایت، توصیه میشود از کاربرد ایمونیت® و سایر آفتکشهای خطرناک برای زنبورعسل در دوره گلدهی گیاهان خودداری گردد و در صورت لزوم، عملیات سمپاشی پس از غروب آفتاب و بازگشت زنبورهای چراگر به کندو انجام شود.  
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	Abstract
	Alpha-cypermethrin+Teflubenzuron (Imunit®) is an insecticide that is recommended by Iran Plant Protection Organization (IPPO) for the control of the cotton bollworm (Helicoverpa armigera Hübner) in tomato fields. In this research, the effect of Imunit® was assessed on survival of adult worker honey bees (Apis mellifera L.) in laboratory conditions. Newly emerged (≤24-h old) and forager (>21-day old) bees were treated with the field recommended dose of this insecticide via three types of exposure (residual contact, oral, or spray). In addition, the sublethal effects of Imunit® on the specific activity of some detoxifying enzymes including α-esterase, β-esterase, and Glutathione S-transferase (GST) was studied. The toxicological tests illustrated that the toxicity of Imunit® varies with the developmental stage of the bees (newly emerged and forager bees) and the type of exposure. Except for the spray method, forager bees were more susceptible than newly emerged ones to this insecticide. Imunit® was significantly more toxic to newly emerged bees when applied as residual contact and spray than orally, whereas foragers showed more sensitivity after contact exposure to the residues of this insecticide. Activity of the detoxifying enzymes also changed regarding the developmental stage of the bees and the means of exposure to Imunit®. In general, our findings demonstrate the high potential of Imunit® in the intoxication of honey bees. 
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