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RESUMO

MARQUES, Raquel Diniz, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, agosto de 2022.To-
xicidade do inseticida imidacloprido a vespa social predadora Mischocyttarus
cassununga (HYMENOPTERA: VESPIDAE). Orientadora: Maria Augusta Lima Si-
queira. Coorientadores: André Rodrigues de Souza, Madelaine Venzon e Rodrigo Cu-
pertino Bernardes.

O inseticida imidacloprido é amplamente utilizado na agricultura para o controle
quimico de pragas. No entanto, possiveis efeitos nocivos desse pesticida sobre
inimigos naturais, como vespas predadoras, tém sido pouco estudados. Neste
trabalho, foi avaliado efeitos letais e subletais do imidacloprido sobre a vespa
social Mischocyttarus cassununga (Von lhering, 1903). Em laboratério, fémeas foram
expostas oralmente por 72 horas a oito concentragdes de imidacloprido (4; 4,8; 6; 12;
24; 48; 96; 192 mg de i.a./L) para analise de sobrevivéncia. As concentragdes letais
CLso e CL1o foram estimadas em 36,11 e 7,46 mg i.a./L, respectivamente. Essas duas
concentracdes foram subsequentemente usadas em experimentos comportamentais
de exposicao cronica e aguda. Os resultados mostraram que a sobrevivéncia das
vespas diminuiu com a ingestdo de concentragdes crescentes de imidacloprido; a
ingestdo de dieta contaminada com CLso ou CL1o afetou negativamente o
comportamento de locomocéo (distancia percorrida, niumero de paradas € meandros),
mas nao houve efeitos sobre o comportamento alimentar (repeléncia e fagoinibigéo).
Especificamente, as vespas n&o discriminaram alimento contaminado de né&o
contaminado. Assim, os resultados sugerem que M. cassununga esta sujeita a
contaminagao oral por imidacloprido, podendo resultar em efeitos letais e subletais
(comportamento), portanto, este inseticida pode apresentar riscos potenciais para

vespas predadoras expostas em campo.

Palavras-chave: Vespas sociais. Imidacloprido. Efeito letal. Efeitos subletais.



ABSTRACT

MARQUES, Raquel Diniz, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, August, 2022.
Toxicity of imidacloprid insecticide to predatory social wasps Mischocyttarus
cassununga (HYMENOPTERA: VESPIDAE). Adviser: Maria Augusta Lima Siqueira.
Co-advisers: André Rodrigues de Souza, Madelaine Venzon and Rodrigo Cupertino
Bernardes.

The imidacloprid insecticide is widely used in agriculture for chemical pests control.
However, possible harmful effects of this pesticide on natural enemies, such as
predatory wasps, have been poorly studied. In this work, lethal and sublethal effects
of imidacloprid on the social wasp Mischocyttarus cassununga (Von lhering, 1903)
were evaluated. In the laboratory, females were orally exposed for 72 hours to eight
concentrations of imidacloprid (4; 4.8; 6; 12; 24; 48; 96; 192 mg a.i./L) for survival
analysis. The lethal LCso and LC10 concentrations were estimated 36.11 and 7.46 mg
a.i./L, respectively. These two concentrations were subsequently used in behavioral
analysis of chronic and acute exposure. The results showed that wasps survival
decreased with ingestion of increasing concentrations of imidacloprid; ingestion of a
diet contaminated with LCso or LC10 negatively affected locomotion behavior (distance
traveled, number of stops and meandering), but there were no effects on feeding
behavior (repellence and phagoinhibition). Specifically, wasps did not discriminate
between contaminated and uncontaminated food. Thus, the results suggest that M.
cassununga is subject to oral contamination by imidacloprid, with may result in lethal
and sublethal effects (behavior), therefore, this insecticide may present potential risks

to predatory wasp exposed in the field.

Keywords: Social wasps. Imidacloprid. Lethal effect. Sublethal effects.
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1. INTRODUGAO

A aplicagédo de pesticidas tem sido amplamente utilizada com o objetivo de
combater insetos considerados pragas agricolas e também mitigar os prejuizos
causados por eles na agricultura (Mahmood et al., 2016). Isso porque, insetos-praga
sdo parcialmente responsaveis pela perda anual de 18-26% da produgao agricola
mundial (Culliney, 2014) e, s6 no Brasil, os prejuizos sdo de aproximadamente US$
15 bilhdes/ano (Oliveira et al., 2014). Como consequéncia disso, o Brasil se destaca
por ser um grande consumidor de inseticidas (Rigotto et al., 2014, Fernandes et al.,
2020), cerca de 685 toneladas de ingredientes ativos foram vendidos no territério em
2020 (dados apresentados pelo IBAMA em agosto de 2021, conforme o art. 41 do
Decreto n° 4.074/2002).

O uso excessivo de inseticidas tem resultado no desenvolvimento de
resisténcia em insetos-alvo (Bass et al., 2015, Castellanos et al., 2019, Rajna et al.,
2021), contaminagdo de ambientes agricolas e urbanos (Tiryaki & Temur, 2010,
Meftaul et al., 2020) e, intoxicacdo de artrépodes benéficos, como polinizadores e
inimigos naturais (Desneux et al., 2007, Cloyd & Bethke, 2011, Ramos et al., 2018,
Willis et al., 2021). Além disso, nos ultimos anos, o uso intensivo tem sido associado
com a perda da abundancia e biodiversidade de espécies de insetos n&o-alvo
(Sanchez-Bayo & Wyckhuys, 2019, Sgolastra et al., 2020, Battisti et al., 2021), em
especial, espécies de polinizadores expostos aos inseticidas neonicotinoides
(Goulson, 2013, Gilburn et al., 2015, Woodcock et al., 2016, Forister et al., 2016).

Dentre os inseticidas aplicados nos cultivos, o neonicotinoide imidacloprido é
um dos mais utilizados (Simon-Delso et al., 2015), e, devido ao seu modo de acgao,
ele é altamente eficaz contra insetos indesejados (Tomizawa e Casida, 2005). O
composto atua no sistema nervoso central (SNC) do organismo intoxicado, onde se
liga e ativa os receptores nicotinicos de acetilcolina (AChRs) localizados nos
neurbnios pos-sinapticos (Matsuda et al.,, 2001). Consequentemente ha uma
hiperexcitacdo do SNC, além de descargas que causam a exaustacao da energia
celular, perda da coordenacao muscular, convulsdes e, finalmente, a morte do inseto
(Yu, 2015, Simon-Delso et al., 2015). Entretanto, a eficacia do imidacloprido também
pode prejudicar insetos ndo-alvo que visitam culturas tratadas (Koch & Weisser, 1997,
Botias et al., 2015, Long & Krupke, 2016) e um crescente numero de evidéncias

cientificas tem demonstrado existir uma relacdo entre o uso de imidacloprido e



toxicidade em abelhas (Hopwood et al., 2016), formigas, cupins (Rondeau et al., 2014)
e vespas parasitéides (Preetha et al., 2010, Paine et al., 2011, Almasi et al., 2018).

A deteccdo de toxicidade do imidacloprido e outros inseticidas sintéticos
permanece uma lacuna importante para as avaliagdes de risco do composto sobre
vespas sociais predadoras (Batista et al.,, 2022), um grupo importante e
consistentemente presente em areas agricolas (Richter, 2000). E, apesar da
toxicidade do imidacloprido ter sido estudada em inumeras espécies de abelhas
sociais (Assis, et al., 2022, Bernardes et al., 2022b), estudos com vespas sociais
predadoras sao inexistentes, a exce¢cdao de um trabalho no qual uma formulacéo
comercial do imidacloprido foi usada como controle positivo (Teixeira et al., 2022). Em
condi¢des realistas, € possivel que essas vespas sejam expostas a concentragdes
recomendadas para uso em campo ou as concentragdes mais baixas do
neonicotinoide, que podem causar efeitos letais ou subletais as vespas e suas
colénias, como demonstrado em outras espécies de insetos (Gill et al., 2012, Brandt
et al., 2016, Chaimanee et al., 2016).

As rotas de exposicao a inseticidas em vespas operarias se assemelham as
rotas definidas para as abelhas (Krupke et al., 2012, Roubik, 2014, Pisa et al., 2015),
sendo assim, as vespas podem ser expostas de duas formas principais: ingerindo
recursos contaminados ou entrando em contato direto com os compostos durante as
pulverizagdes em campo (Stanley e Preetha, 2016). Vespas operarias saem da
colénia para forragear carboidratos (por exemplo, néctar) (Guimaraes et al., 2008),
proteinas (presas, principalmente insetos herbivoros como lepidépteros
desfolhadores), mas também fibras vegetais usadas na construgéo do ninho (Elisei et
al., 2010, Detoni & Prezoto, 2021). O compartiihamento do alimento forrageado com
formas imaturas e com adultos companheiros de ninho constituem possiveis rotas
adicionais de exposicao (Feldhaar & Otti, 2020). A translocagdo do imidacloprido
dentro da planta, devido a sua acdo sistémica (Kurwadkar & Evans, 2016),
supostamente aumenta o risco de exposicao das vespas de forma que recursos
vegetais, como néctar, podem conter residuos do composto (Wood & Goulson, 2017).

Vespas eussociais (HYMENOPTERA:VESPIDAE) sao popularmente
conhecidas como marimbondos ou vespas de papel. Elas sdo encontradas em
diversas regides do mundo, entretanto, a maior riqueza (Polistinae) ocorre na regiéo
Neotropical, particularmente no Brasil (Richards, 1978; Somavilla et al., 2021). Esses

himendpteros séo prestadores de varios servigos ecossistémicos (Brock et al., 2021),



entre eles, realizam um efetivo controle biolégico de insetos-praga (Rabb & Lawson,
1957, Lourido et al., 2019, Southon et al., 2019). Portanto, vespas sociais tém
potencial para uso como inimigos naturais em sistemas de manejo integrado de
pragas (MIP), principalmente em paises tropicais onde o uso de inseticidas é elevado
(Ekstrom & Ekbom, 2011, Souza et al., 2021). Além disso, a conservagdo de
populagdes naturais de vespas sociais predadoras pode contribuir com a redugao do
uso de pesticidas devido ao efetivo biocontrole fornecido por elas (Prezoto et al.,
2019).

A vespa -eussocial Mischocyttarus cassununga (Von lhering, 1903)
(Vespidae:Polistinae) tem sido frequentemente reportada em varios biomas brasileiros
(Barros et al., 2010, Fortes et al., 2021). Esta espécie também forrageia e nidifica
naturalmente em diferentes agroecossistemas (Junior, 2008, De Castro Jacques et
al., 2015, Barbosa et al., 2018, Schoeninger et al., 2020). A nidificagdo ocorre em
substratos vegetais, mas também artificiais (Detoni et al., 2018), sugerindo o potencial
para translocacao de col6nias para culturas de interesse. Colbnias sao iniciadas de
forma independente por uma fémea (Carpenter & Marques, 2001), e em determinadas
fases do ciclo colonial podem conter dezenas de adultos forrageadores (Castro et al.,
2014). Devido ao fato das colonias serem ativas praticamente o ano todo e o
aprovisionamento larval ser progressivo (Ross & Matthews, 1991), a demanda por
alimento proteico é continua, e com isso, o forrageio em culturas é diario.
Consequentemente, o comportamento de predacgao efetuado por essas vespas deve
ser frequente.

Neste trabalho, foi investigada a toxicidade letal e subletal do imidacloprido
sobre a vespa social M. cassununga. Vespas forrageadoras foram expostas de forma
oral e crénica a concentragdes crescentes do composto para testar as hipoteses de
que a ingestao de imidacloprido reduz a sobrevivéncia e afeta o comportamento de
locomogdo. Uma exposicdo oral aguda foi realizada para testar o efeito no

comportamento alimentar.


https://www.google.com/search?q=Mischocyttarus+cassununga&spell=1&sa=X&ved=2ahUKEwiS3efSmu72AhWrgpUCHV_2AyEQkeECKAB6BAgBEDc
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Vespas e Inseticida

Forrageadoras de Mischocyttarus cassununga foram obtidas em ninhos
naturais coletados no campus da Universidade Federal de Vigosa, MG, Brasil (20°45’'S
e 42°52’'W). Essas vespas saem dos ninhos para coletar recursos e assim podem ser
expostas a pesticidas durante as atividades de forrageio. A coleta foi feita na parte da
manha utilizando potes de plastico (volume: 250ml; 7,5cm didmetro x 6cm Altura) (De
Souza et al., 2021) que foram colocados sobre os ninhos e arrastados lateralmente
para que o ninho soltasse do substrato e caisse dentro do pote. Posteriormente, as
vespas foram transportadas para o Laboratério de Abelhas e Vespas (LAV - UFV)
onde permaneceram acondicionadas dentro dos potes (27°C e 45% umidade) para se
aclimatarem. Em todos os bioensaios (sobrevivéncia, comportamento de locomogéao
e comportamento alimentar) foram usadas forrageadoras de M. cassununga obtidas
em colbnias coletadas em fase de pds-emergéncia (fase da emergéncia do primeiro
adulto até o declinio da colonia). Cada vespa foi considerada uma repeticao e usada
em apenas em um bioensaio. No laboratério, as vespas obtidas em diferentes colbénias
foram distribuidas individualizadas e aleatoriamente em arenas, até o inicio dos testes
toxicolégicos. A excegdo dos bioensaios de comportamento alimentar, essas arenas
continham pequenas perfuracdes para a passagem de ar e uma unica abertura lateral
para adicdo do alimentador, que continha concentragdes crescentes de imidacloprido
diluido em solu¢do de agucar com agua destilada (xarope; 1V:1V) (Teixeira et al.,
2022).

Nos bioensaios, foi usada uma formulagdo comercial do neonicotinoide
imidacloprido (Nortox suspensao concentrada 480 g i.a./L, Nortox S. A, Paran3,
Brasil). A solugao estoque foi diluida no xarope. Para o bioensaio de sobrevivéncia e
estimativa das concentragdes letais (CLso e CL10), oito concentragdes crescentes do
agroquimico foram fornecidas ad libitum as vespas (4; 4,8; 6; 12; 24; 48; 96; 192 mg
de i.a./L). Para obter essa faixa de concentragdes, foi realizado um experimento
preliminar, para identificar a concentragao que causou baixa mortalidade (proxima de
10%) e aquela que causou alta mortalidade (proxima a 90%) (Bernardes et al., 2022c).
Para os bioensaios comportamentais, foram fornecidas duas concentragbes letais
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estimadas (CLso e CL10) de imidacloprido. Vespas submetidas ao controle negativo

foram tratadas com alimento ndo contaminado (xarope puro), nas mesmas condigdes.

2.2. Sobrevivéncia

Apos a distribuicdo nas arenas individuais, as vespas foram submetidas a um
jejum de 24 horas e posteriormente expostas ao alimento contendo imidacloprido por
72 horas (Botina et al., 2020). O periodo de jejum foi definido em testes preliminares,
para estimular o consumo das dietas tratadas com o inseticida. Apds o jejum, os
alimentadores contendo uma das oito concentragcdes de imidacloprido (4; 4,8; 6; 12;
24; 48; 96; 192 mg de i.a./L) foram inseridos nas arenas (Figura 1). Um controle
negativo contendo xarope puro (0 mg i.a./L) foi oferecido sob as mesmas condigdes.
Os alimentadores eram microtubos de 2ml (Eppendorf®, Sdo Paulo, SP, Brasil)
furados na sua extremidade para que as vespas pudessem acessar livremente a dieta.
Esses microtubos foram inseridos na abertura lateral da arena.

Para cada tratamento utilizou-se 18 vespas, totalizando 162 (n=162) insetos
avaliados, coletados de 18 ninhos naturais. A sobrevivéncia foi verificada a cada 12
horas, durante as 72 horas de exposicédo. E as vespas foram consideradas mortas

quando nao respondiam a um estimulo mecanico.

Figura 1. Foto ilustrativa de uma vespa Mischocyttarus cassununga dentro da
arena. A arena continha pequenas perfuragdes para a passagem de ar e uma unica

abertura lateral para adicdo do alimentador (microtubos de 2ml; Eppendorf®).
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Fonte: préprio autor, 2022.

2.3. Comportamento de locomogéao

Os dados da mortalidade permitiram a estimativa das concentrac¢des letais de
imidacloprido para M. cassununga apés 72 horas de exposi¢do. Duas concentragdes
letais foram selecionadas para exposigao oral de um novo conjunto de vespas que
foram submetidas aos ensaios comportamentais (CLso: 36,11 mg i.a./L e CL10: 7,46
mg i.a./L), além do tratamento com xarope puro (controle negativo; 0 mgi.a./L). Apos
um jejum de 24 horas dentro das arenas, alimentadores contendo um dos trés
tratamentos (CLso: 36,11 mgi.a./L, CL10: 7,46 mgi.a./L, controle negativo: 0 mgi.a./L)
foram fornecidos as vespas. Aquelas vespas que sobreviveram ao periodo de
exposicao (72 horas), foram transferidas individualmente para placas de Petri (9cm de
didmetro x 2cm de altura) onde o seu caminhamento foi filmado por 10 minutos com
uma camera de video digital (Nikon D3500, com lente de 18-55 mm) a 60 fps e alta
definicao (resolugéo de pixel de 1920 x 1080) (adaptado de Bernardes et al., 2022).
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Essa camera foi posicionada em cima da placa de Petri, mantida dentro de uma caixa
opaca e iluminada com fontes de luz artificial (LED) para facilitar a visualiza¢ao.

Os videos gerados foram posteriormente analisados através do programa
Ethoflow® (Instituto Nacional de Propriedade Industrial - INPI, Brasil, BR 512020
000737-6; Bernardes et al., 2021), que € baseado em inteligéncia artificial para
analise automatica do comportamento (Bernardes et al., 2021). Esse programa calcula
um conjunto de dados comportamentais, como distancia percorrida (cm) pelo inseto
na arena, numero de paradas e desorientagdo (meandro; ° cm ~'). O meandro é um
parametro usado em analise de comportamento animal e ele é associado a orientacéo
de movimento do inseto. Insetos com valor maior de meandro, apresentam um
comportamento de locomogéao menos orientado, portanto, mais
desorientado/desnorteado frente a exposi¢cao ao inseticida. Essa variavel € calculada
somando os angulos girados pelo inseto e dividindo pela distancia percorrida por ele.
Foram filmadas 14 vespas por tratamento (36,11 mgi.a./L; 7,46 mgi.a./L; 0 mgi.a./L),

totalizando 42 vespas nesse bioensaio comportamental.

2.4. Comportamento alimentar

Para testar se o alimento contaminado com imidacloprido causa repeléncia
alimentar ou fagoinibigdo em forrageadoras de M. cassununga, o que poderia reduzir
0s riscos de exposicdo em campo, foram realizados novos ensaios sobre o
comportamento alimentar das vespas. Elas passaram por um jejum de 3 horas e
entao, foram apresentadas a duas gotas sucessivas contendo 1ul de alimento cada
(esse alimento foi previamente corado com anilina para facilitar a visualizacdo do
consumo). Ou essa gota continha uma das duas concentragdes letais de imidacloprido
(CLso: 36,11 mg i.a./L, CL10: 7,46 mg i.a./L) ou xarope puro (controle negativo; 0 mg
i.a./L). Apos o jejum, a vespa foi colocada dentro de um tubo de ensaio (18cm de
comprimento x 2cm de didmetro) e posteriormente a gota de alimento (1 ul) foi
adicionada na parede do tubo com o auxilio de uma pipeta. Essa vespa foi atraida até
a gota de alimento utilizando uma fonte de luz (LED) e observada por 5 minutos, para
verificagdo do consumo do alimento presente (Figura 2). A mesma vespa foi
imediatamente transferida para o tubo 2 nas mesmas condigdes. Como foram usados
dois tubos (cada um com uma gota de alimento), o tempo total para o teste foi de 10

minutos por individuo. O bioensaio foi feito utilizando 3 tratamentos: |) primeira gota
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com alimento contaminado com a concentragdo CLso (36,11 mg i.a./L) e a segunda
gota com alimento ndo contaminado (0 mg i.a./L); Il) primeira e segunda gota com
alimento ndo contaminado (0 mgi.a./L) (controle) e lll) primeira gota contaminada com
a concentracao CL10 (7,46 mg i.a./L) e segunda gota com alimento ndo contaminado
(0 mg i.a./L). Considerou-se que houve repeléncia alimentar quando a vespa n&o
ingeriu a primeira gota contaminada com imidacloprido, mas ingeriu a segunda gota
com alimento puro ndo contaminado. Vespas que ingeriram a primeira gota com
alimento contaminado, porém nao ingeriram a segunda gota com alimento puro, foram
consideradas fagoinibidas (adaptado de Teixeira et al.,, 2022). A resposta
comportamental de cada vespa foi classificada como: “consumiu apenas a primeira
gota de alimento”, “consumiu apenas a segunda gota de alimento”, “consumiu ambas
as gotas de alimento” ou “ndo consumiu nenhuma gota de alimento”. Os testes foram
feitos com 50 vespas por tratamento, totalizando 150 individuos nesse bioensaio. As

vespas foram coletadas de 30 ninhos naturais.

Figura 2. llustragdo do bioensaio de comportamento alimentar de vespas
Mischocyttarus cassununga expostas a duas gotas sucessivas contendo 1 ul de
alimento. Uma fonte de luz artificial (LED) foi aproximada dos tubos (18cm de

comprimento x 2cm de didmetro) para atrair a vespa até a gota.

—

Fonte: préprio autor, 2022.

2.5. Analises estatisticas

Os efeitos da ingestao de concentracdes crescentes do imidacloprido sobre a
sobrevivéncia de M. cassununga foram avaliados usando o estimador de Kaplan-

Meier que gerou as curvas de sobrevivéncia e os tempos médios de sobrevivéncia
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(TLso) para os diferentes tratamentos. A similaridade geral entre as curvas foi testada
usando o teste Log-Rank (p<0,05) e comparag¢des pareadas entre os tratamentos
foram realizadas pela corregdo de Bonferroni (p<0,05). Para os dados de mortalidade,
um modelo concentragao-resposta (Probit) foi utilizado para estimar as concentragbes
letais de 50% e 10% (CLso e CL10). O modelo foi considerado bem ajustado quando
p> 0.05 (Carvalho et al., 2017). Para os bioensaios comportamentais (alimentagéo e
locomogéao) foram amostrados varios individuos das mesmas colbnias. Assim, foi feita
uma selecdo de modelos a serem escolhidos entre modelos de efeitos mistos, que
incluiam o ninho de origem de cada vespa como efeito aleatério, e, modelos sem o
ninho de origem como efeito aleatorio. Essa sele¢do foi baseada no menor valor do
critério de informagao de Akaike (AIC) para cada modelo amostrado. Como os
modelos sem efeito aleatdrio apresentaram melhores valores de AlIC, foram ajustados
GLMs com distribuicdo binomial para dados alimentares, o que € adequado para
variavel resposta de propor¢ao (ou seja, a propor¢ao de vespas que exibiram cada
tipo de comportamento alimentar: “consumiu apenas a primeira gota de alimento”,
‘consumiu apenas a segunda gota de alimento”, “consumiu ambas as gotas de
alimento” ou “ndo consumiu nenhuma gota de alimento”. Cada um desses
comportamentos foi considerado como variavel dependente, e os tratamentos com
imidacloprido como variavel explicativa. No teste de locomocéo, para a resposta
comportamental nimero de paradas, foi ajustado um GLM com distribuicdo binomial
negativa, pois a variavel € do tipo contagem e essa distribuicédo evita a sobredispersao
(alta deviancia residual) (Crawley, 2012). Além disso, foi realizada analise de variancia
(ANOVA) para as demais variaveis comportamentais: distancia percorrida e
meandros, considerando o tratamento com agroquimico como variavel explicativa. A
variavel meandros (y) foi transformada com a fungdo box-cox (y*"/A; A = -0.55) para
adequar a distribuicdo gaussiana e seguir os pressupostos da ANOVA. Todas as

analises foram realizadas no software R (R Core Team, 2020).
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3. RESULTADOS

3.1. Curva de concentragao-mortalidade e concentragdes letais (CLs)

Os dados de mortalidade das vespas apos 72 horas de exposi¢gao oral ao
imidacloprido se ajustaram ao modelo Probit (x>= 17,169, gl= 6, p= 0,99). Esse
resultado confirma que existe uma relagdo entre concentracdo e mortalidade. As
concentracdes letais CLso e CL1o foram estimadas em, respectivamente: 36,11 mg
i.,a./L e 7,46 mg i.a./L (Figura 3 e Tabela 1). A exposicdo ao imidacloprido na
concentragédo de 96 mg i.a./L causou 100% de mortalidade nas vespas (Figura 2;
Tabela 1).

Figura 3. Curva de concentracdo-mortalidade para vespas
Mischocyttarus cassununga expostas oralmente ao imidacloprido por 72 horas. Os
pontos pretos representam a porcentagem de mortalidade das vespas apds a
exposicao as concentracdes testadas nesse estudo (18 vespas por tratamento). A
linha vermelha é a estimativa baseada no modelo Probit (probabilidade de mortalidade
em fungédo da concentragdo de imidacloprido) e as linhas azuis os intervalos de
confianca superior e inferior de 95%. CLso e CL1o s&o indicadas pelas linhas pretas
pontilhadas. As concentragdes foram transformadas por log1ox. P = equagao da curva
e ¢ = distribuicdo normal padrao.
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Fonte: préprio autor, 2022.
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Tabela 1. Concentracdo-mortalidade do inseticida imidacloprido para vespas
Mischocyttarus cassununga expostas oralmente por 72 horas.

N | Inclinagédo(xEP) CLso (IC95) mg CL1o (IC95) mg x2 g.l. p-valor
i.a./L i.a./L
162 1,871+0,60 36,11 7,459 17,17 6 0,99
(24.611; 56.679) | (3.479; 11.874)

N: Namero de insetos utilizados; EP: Erro padrao; IC: Intervalo de confianga; x?2: Chi-
quadrado; GL: Grau de liberdade. Fonte: proprio autor.

3.2. Sobrevivéncia

A ingestao de dieta contaminada com imidacloprido reduziu a sobrevivéncia de
vespas M. cassununga (x*>= 109, gl= 8, p<0,001; Figura 4) apds 72 horas de exposigao
oral. A sobrevida foi de 100% para as vespas que nao foram expostas ao inseticida (0
mg de i.a./L), indicando que a metodologia utilizada foi validada para avaliagcdes

toxicolodgicas.

Figura 4. Curva de sobrevivéncia de vespas Mischocyttarus cassununga expostas
oralmente as concentragdes crescentes de imidacloprido (0; 4; 4,8; 6; 12; 24; 48; 96;
192 mg de i.a./L) diluidas em solugdo agucarada. A exposigdo aos diferentes
tratamentos foi de 72 horas e a sobrevivéncia foi registrada a cada 12 horas (N= 162
vespas). As vespas foram mantidas em arenas individualizadas com alimentadores
contendo as diferentes solugdes, apos jejum de 24 horas. Curvas codificadas com
letras diferentes na legenda diferiram significativamente pelo método de Bonferroni
(p<0,05).
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Fonte: préprio autor, 2022.


https://www.google.com/search?q=Mischocyttarus+cassununga&spell=1&sa=X&ved=2ahUKEwiS3efSmu72AhWrgpUCHV_2AyEQkeECKAB6BAgBEDc
https://www.google.com/search?q=Mischocyttarus+cassununga&spell=1&sa=X&ved=2ahUKEwiS3efSmu72AhWrgpUCHV_2AyEQkeECKAB6BAgBEDc

18

O tempo letal mediano (TLso) para vespas expostas a 48 mg i.a./L foi de 72
horas e TLso de 60 horas para as concentragbes mais altas: 96 mg i.a./L e 192 mg
i.a./L (Figura 4). As demais concentragdes nao tiveram seu TLso estimado porque a

mortalidade foi inferior a 50% nessas concentragoes.

3.3. Comportamento de locomogao

O imidacloprido afetou negativamente o comportamento de locomogéo das
vespas expostas. Houve diferenca significativa na distancia percorrida (F 2,39 = 14.65,
p < 0.001) e numero de paradas (F 2,39 = 9.64, p < 0.001), indicando uma diminuigéo
da distancia percorrida pelos individuos e aumento no numero de paradas dependente
do aumento da concentragdo (Figura 5). Além disso, houve diferenga significativa no
meandro (F 2 39 = 14.1, p < 0.001), indicando que os individuos apresentaram
deslocamento mais desorientado/desordenado dependente do aumento da

concentragcao do agroquimico (Figura 6).

Figura 5. Efeito da exposigado oral de 72 horas ao imidacloprido no comportamento
de locomocgao de vespas Mischocyttarus cassununga para cada tratamento (CLso:
36,11 mg i.a./L e CL1o: 7,46 mg i.a./L). (A) Trilhas 3D representativas de 10 minutos
(600 segundos) de atividade de caminhada nas placas de petri (9cm x 2cm)
analisadas com o programa Ethoflow®. A cor da trilha indica quando o individuo
estava caminhando (preto) ou descansando (vermelho). Distribuicdo e boxplot da
distancia percorrida (cm) (B) e numero de paradas (C) exibidas por 14 vespas (pontos
na distribuicdo) em cada tratamento (n= 42 vespas). Os boxplots indicam a mediana
e a faixa de disperséo (quartis inferior e superior). Os tratamentos representados por
letras diferentes s&o significativamente diferentes de acordo com o teste de Tukey (p
<0.05).


https://www.google.com/search?q=Mischocyttarus+cassununga&spell=1&sa=X&ved=2ahUKEwiS3efSmu72AhWrgpUCHV_2AyEQkeECKAB6BAgBEDc

19

LCyo ‘
® Walking @ Resting ® Walking ® Resting

Time (s)

0 500 1000 1500 10000 20000 30000 40000
Distance walked (cm) Number of stops

Fonte: proprio autor, 2022

Figura 6. Efeito da exposi¢cdo oral ao imidacloprido sobre o comportamento de
locomogédo de vespas Mischocyttarus cassununga. (A) Representagdo 2D da
densidade de angulos girados pelo individuo em relagao a distancia percorrida em
cada frame de video durante o monitoramento por 10 minutos (600s). (B) Distribuicao
e boxplot do meandro (definido como a soma dos angulos de rotagao divididos pela
soma da distancia percorrida) exibido por 14 vespas (pontos na distribuicdo) em cada
tratamento (n= 42). Os boxplots indicam a mediana e a faixa de dispersao (quartis
inferior e superior). Os tratamentos representados por letras diferentes sao
significativamente diferentes de acordo com o teste Tukey (p <0,05).
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3.4. Comportamento alimentar

Diferentes concentragbes de imidacloprido (CLso: 36,11 mg i.a./L e CL+o: 7,46
mg i.a./L) nao provocaram antialimentacéo (fagoinibicdo e repeléncia alimentar) em
M. cassununga. A maioria das vespas ingeriu as duas gotas de alimento em todos os
tratamentos realizados. Portanto, ndo houve nenhum efeito significativo para qualquer
variavel resposta: “consumiu apenas a primeira gota de alimento” (x2 = 131.6, df =
147, p = 0.86); “consumiu apenas a segunda gota de alimento” (x* = 82.1, df = 147, p
= 0.46); “consumiu ambas as gotas de alimento” (x> = 197.3, df = 147, p = 0.63); “ndo
consumiu nenhuma gota de alimento” (x* = 113.8, df = 147, p = 0.14) (Figura 7),

indicando que as concentragdes testadas de imidacloprido nao causaram
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comportamento de repeléncia ou fagoinibigdo em vespas tratadas com imidacloprido.
Portanto, essas vespas nao discriminaram o alimento contaminado do n&o

contaminado.

Figura 7. Consumo alimentar de vespas Mischocyttarus cassununga apos exposi¢ao
aguda e oral a duas concentragdes letais de imidacloprido (CL10: 7,46 mg i.a./L e CLso:
36,11 mg i.a./L) via gotas de alimento contaminado seguidas de alimento nao
contaminado (xarope puro). As vespas do controle foram submetidas a ingestao de
duas gotas contendo xarope puro. As respostas comportamentais das vespas foram
classificadas em: “consumiu ambas as gotas de alimento” (ou seja, contaminada
seguida da ndo contaminada), “consumiu apenas a primeira gota de alimento” (ou
seja, apenas contaminada), “consumiu apenas a segunda gota de alimento” (ou seja,
apenas nao contaminada), “ndo consumiu nenhuma das gotas”. Os dados sé&o
plotados com base na porcentagem de vespas que realizaram cada resposta
comportamental (n = 150 vespas).
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4. DISCUSSAO

Neste estudo, a hipdtese de que a ingestdo do inseticida imidacloprido é
prejudicial a vespa Mischocyttarus cassununga foi confirmada pela primeira vez.
Concentragdes realistas de imidacloprido causaram efeitos letais e subletais as
vespas adultas, indicando que cenarios reais de exposigao impdem risco toxicoldgico
substancial as forrageadoras, o que provavelmente prejudicara também suas colbnias
e suas crias. Como as forrageadoras constituem o grupo responsavel pela coleta
diaria de presas (Tindo & Dejean, 1998) e recursos florais que podem estar
contaminados (Dively & Kamel, 2012, Jiang et al., 2018) com o pesticida, os resultados
do presente trabalho evidenciam a incompatibilidade entre o uso desse inseticida e o
controle biolégico mediado por M. cassununga em agroecossistemas.

A reducdo na sobrevivéncia de M. cassununga expostas a concentracdes cres-
centes de imidacloprido reflete a intoxicagdo oral causada pelo inseticida devido ao
seu modo de agao sobre os insetos. Essa reducao da sobrevivéncia foi observada a
partir da concentracdo de 48 mg i.a./L (figura 4) e tanto essa concentragdo quanto as
concentragbes mais altas e as concentragdes letais estimadas (CLso: 36,11 mg i.a./L
e CL10: 7,46 mg i.a./L) provavelmente se encontram abaixo das concentra¢des reco-
mendadas pelo fabricante para uso em campo. Portanto, pode-se assumir risco alto a
sobrevivéncia de M. cassununga ainda que as vespas ingiram alimento contaminado
com concentracdes baixas de imidacloprido, o que ocorre, por exemplo, quando ha
degradagao da molécula em campo (Wu & Xue, 2012, Bonmatin et al., 2015, Maha-
patra et al., 2017, Pang et al., 2020). Efeitos negativos sobre a sobrevivéncia ja eram
esperados, pois diversos trabalhos demonstraram a toxicidade letal desse agroqui-
mico em espécies de insetos, como polinizadores (Raymann et al., 2018, Marques et
al.,2020) e inimigos naturais de pragas agricolas (Prabhaker et al., 2011, Khani et al.,
2012, Krischik et al., 2014). Porém, efeitos letais causados pela ingestdo de concen-
tracdes baixas de imidacloprido foram surpreendentes e reforcam que o uso do pro-
duto seja avaliado com cautela ndo somente em plantios que necessitam de poliniza-
dores, como também em culturas beneficiadas pelo controle bioldgico e outros servi-

¢cos ecossistémicos prestados pelas vespas sociais.

Os resultados da resposta comportamental (Figura 5 e 6) corroboram as
investigacoes sobre efeitos subletais do imidacloprido que interferem no desempenho

comportamental do inseto (Tomé et al., 2012, Bernardes et al., 2022a). As
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concentragcbes correspondentes as ClLso (36,11 mg i.a./L) e CL1wo (7,46 mg i.a./L)
prejudicaram a locomogéo das vespas nas trés variaveis testadas. A diminui¢cdo da
distancia percorrida por vespas contaminadas, o aumento no numero de paradas
dependente do aumento da concentracdo de imidacloprido, além da diferenca
significativa encontrada no meandro, indicam redugdo na mobilidade e deslocamento
desorientado (devido ao maior valor de meandro) das vespas contaminadas e isso
provavelmente ocorreu devido a atividade neurotdxica do neonicotinoide (Lunardi et
al., 2017) e alteragdes fisioldgicas no sistema nervoso (Palmer et al., 2013, Cabirol &
Haase, 2019). As alteragbes comportamentais observadas nesse trabalho e também
a reducdo na mobilidade geral de vespas adultas expostas podem, em condigdes
naturais, comprometer a atividade de voo (Matos et al., 2021) e consequentemente a
eficiéncia de forrageio (Henry et al., 2012, Feltham et al., 2014) e o retorno para a
colénia (Schneider et al., 2012, Fischer et al., 2014), o que pode levar a limitagéo
alimentar no ninho. Efeitos prejudiciais sobre a orientagéo de voo de insetos ndo-alvo
causados pela exposigao ao imidacloprido (DL2o) foram relatados em abelhas Apis
mellifera quando expostas por via oral ou contato ao inseticida (Santos et al., 2018).
O sucesso da colénia de vespas depende da atividade constante e eficiente
das fémeas forrageadoras, pois sdo elas que protegem os imaturos bem como
buscam alimento progressivamente durante todo o desenvolvimento larval e, se isso
nao ocorrer, a sobrevivéncia e manutengao da colénia estara comprometida. Neste
trabalho foram investigados apenas os impactos do imidacloprido sobre individuos
adultos de M. cassununga, o que nao descarta a relevancia de se avaliar os efeitos
nocivos sobre os imaturos (Seide et al., 2018, Tomé et al., 2020) e a nivel colonial (Gill
et al., 2012, Whitehorn et al., 2012). Efeitos prejudiciais de pesticidas sobre colbnias
de vespas sociais foram demonstrados para o género Polistes, mas nesse trabalho,
utilizou-se um biopesticida (Teixeira et al., 2022). Portanto, vespas eussociais
constituem um grupo que pode ser usado como modelo para estudos toxicolégicos
com neonicotinoides e outros compostos (Barros et al., 2015). Por exemplo, vespas
sociais Polybia paulista expostas a concentragdes diluidas do inseticida tiametoxam
foram mais sensiveis ao efeito do composto em comparagao com abelhas meliferas
e abelhas sem ferrdo, a partir de comparacdes feitas entre as DLso encontradas.
Dessa forma, os autores concluiram que esse inseticida é altamente toxico para

forrageadoras de P. paulista (Batista et al., 2022).
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A falta de repeléncia ao alimento contaminado com imidacloprido (Figura 8)
indica que € improvavel que vespas M. cassununga evitem a exposig¢ao ao visitarem
flores, coletarem agua ou presas contaminadas com inseticida, o que poderia
supostamente reduzir o risco de contaminagcdo desses insetos. Estudos tém
demonstrado que A. mellifera, assim como B. terrestris também nao sao repelidas por
alimento contendo neonicotinoides, e para além disso, preferem recursos
contaminados com o inseticida (Kessler et al., 2015, Arce et al., 2018). Contrastando
com esses achados, concentragdes diluidas de imidacloprido causaram repeléncia
em insetos da ordem Diptera e Coleoptera (Easton e Goulson, 2013). Dessa forma, é
possivel que as caracteristicas repelentes e os efeitos do imidacloprido varie entre os
taxons e que vespas tenham maior risco de exposicao em relagdo a espécies com
comportamento de repeléncia alimentar ao imidacloprido. Também nao foi encontrado
efeitos fagoinibidores em vespas expostas, pois a grande maioria delas ingeriram a
gota de alimento puro (0 mg i.a./L) mesmo apds ingerirem o alimento contendo umas
das duas concentragdes do composto (CL50:36,11 mgi.a./L e CL10:7,46 mgi.a./L).

O conhecimento sobre o impacto dos agroquimicos em espécies de vespas
predadoras permanece praticamente inexistente. Os estudos em sua grande maioria
sdo realizados com espécies de abelhas (Blacquiere et al., 2012, Brito et al., 2020),
em virtude da sua importancia como polinizadores (Uhl & Bruhl, 2019). Entretanto, as
vespas também fornecem servigos ecossistémicos essenciais (Brock et al., 2021),
pois predam espécies de insetos-praga (Bacci et al., 2019) e assim, sdo capazes de
controlar populag¢des de pragas agricolas (Lourido et al., 2019) e consequentemente
reduzir o uso de agrotéxicos (Prezoto et al., 2019). Estudos ecotoxicolégicos
envolvendo inimigos naturais, como foi feito nesse trabalho, irdo contribuir com a
selecdo adequada de espécies em programas de controle bioldgico estaveis, uma vez
que a aplicagao de inseticidas ndo-seletivos (ou seja, causa efeitos negativos sobre a
praga e ao inimigo natural) pode afetar diretamente as respostas comportamentais e
a eficiéncia do inimigo natural escolhido (Stapel et al., 2000, Geiger et al., 2010,
Bommarco et al., 2011, Tappert et al., 2017). Também irdao contribuir para o
levantamento de informacdes que auxiliem a preservagao desses insetos. Dessa
forma, as avaliacbes de risco de pesticidas devem incluir outras espécies de vespas
sociais e avaliar outros efeitos subletais para que se possa elucidar a magnitude dos

efeitos nocivos dos neonicotinoides sobre esses inimigos naturais. Além disso,
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estudos em campo também s&o necessarios para avaliar o risco real de exposigao

gque vespas sociais e suas colbnias estao sujeitas.

5. CONCLUSAO

- Exposicao oral a concentragdes realistas de imidacloprido reduz a sobrevivéncia e
compromete a locomogao de vespas sociais;
- Vespas néo discriminam alimento contaminado de ndo contaminado;

- Incompatibilidade entre neonicotinoides e vespas predadoras.
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