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RESUMO

TEIXEIRA, Gabrazane Venancio Marques, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa,
julho de 2017. Toxicidade do biopesticida azadiractina a vespa social Polistes
versicolor (Hymenoptera: Vespidae). Orientadora: Maria Augusta Lima Siqueira.
Coorientadores: André Rodrigues de Souza e Wagner Faria Barbosa.

Vespas sociais, como as Polistes, sdo predadores generalistas com potencial para serem
utilizadas como agentes de controle biolégico. Em cultivos orginicos € permitido o uso
de biopesticidas, como o 6leo de nim, para controle de pragas. A compatibilidade dessas
duas formas de manejo depende do baixo risco toxicoldégico da azadiractina, ingrediente
ativo do nim, as vespas. Neste estudo avaliamos os efeitos da azadiractina as colonias
de Polistes versicolor (Hymenoptera: Vespidae). Primeiramente, verificamos que
alimentos contaminados com nim ndo causam repeléncia ou fagoinibi¢do as vespas
adultas, aumentando as chances de exposi¢cdo das colOnias em situacdes realistas.
Depois, as vespas foram cronicamente expostas a alimento contaminado com diferentes
concentracdes de azadiractina (0, 3, 15 e 30ug de ingrediente ativo (i.a.)/ml de solucdo
acucarada), ou com o inseticida imidaclopride (96pg i.a./ml de solucdo agucarada),
utilizado como controle positivo. A ingestdo do nim reduziu a longevidade das vespas
individualmente e das colonias. A toxicidade da azadiractina foi diretamente
proporcional as concentracdes do ingrediente ativo. Além disso, o desenvolvimento da
cria foi afetado pela ingestdo do nim, nas concentracdes de 15 e 30ug i.a./ml. Portanto,
este estudo fornece evidéncias de que coldnias de P. versicolor mantidas em cultivos
pulverizados com nim podem ter sua longevidade reduzida e o desenvolvimento de

imaturos prejudicado.



ABSTRACT

TEIXEIRA, Gabrazane Venincio Marques, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa,
July, 2017. Toxicity of the biopesticide azadirachtin to the social wasp Polistes
versicolor (Hymenoptera: Vespidae). Adviser: Maria Augusta Lima Siqueira. Co-
advisers: André Rodrigues de Souza and Wagner Faria Barbosa.

Social wasps, like Polistes, are generalist predators that can be used for biological
control. In organic crops, the use of biopesticides is allowed. The simultaneous use of
both methods of pest control depends of the low toxicological risk of azadirachtin, the
active ingredient of neem oil, to the wasps. In this study we evaluated the effects of
azadirachtin on the colonies of Polistes versicolor wasps (Hymenoptera: Vespidae).
Firstly, we found that food contaminated with azadirachtin do not cause repellence or
fagoinhibition on adult wasps, increasing the chances of colony exposure in realistic
situations. Then, wasps were chronically exposed to food contaminated with different
concentrations of azadirachtin (0, 3, 15 and 30ug of active ingredient (a.i.)/ml sugar
solution) or imidacloprid insecticide (96 pg a.i./ml sugar solution), used as a positive
control. Neem ingestion reduced the longevity of individual wasps and colonies.
Azadiractin toxicity was directly proportional to the concentrations of the active
ingredient. In addition, brood development was affected by neem ingestion at
concentrations of 15 and 30ug i.a./ml. Therefore, this study provides evidence that
colonies of P. versicolor maintained on cultures sprayed with neem may have reduced

longevity and immature development impaired.



Artigo formatado de acordo com as exigéncias da revista Archives
of Environmental Contamination and Toxicology.

Toxicidade do biopesticida azadiractina a vespa social Polistes versicolor
(Hymenoptera: Vespidae: Polistinae)

TEIXEIRA, G. V. M.*; DE SOUZA, A. R2; BARBOSA, W.F3e LIMA, M. A. P!

I Departamento de Biologia Animal. Universidade Federal de Vicosa (UFV). Vigosa,

Minas Gerais, Brasil. *E-mail: gabitmarques @ gmail.com Telefone: (31) 9 9605-4817

2 Faculdade de Filosofia, Ciéncias e Letras de Ribeirdo Preto (FFCLRP). Universidade
de Sao Paulo (USP) Ribeirdo Preto, Sao Paulo, Brasil.

3 Departamento de Entomologia. Universidade Federal de Vigosa (UFV). Vicosa, Minas

Gerais, Brasil.

Apoio financeiro: Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior

(CAPES)

Resumo

Em culturas orgéanicas, o uso de biopesticidas e o controle bioldgico sdo ferramentas
que, se usadas em conjunto e de forma correta, podem reduzir as pragas € minimizar os
prejuizos ambientais. Neste estudo, nds verificamos os efeitos toxicolégicos que a
azadiractina causa as vespas predadoras Polistes versicolor, mediante exposi¢do oral e
cronica (3 a 4 meses). Primeiramente, nds verificamos que alimentos contaminados com
nim ndo causam repeléncia nem fagoinibicio as vespas. Posteriormente, vespas
individualizadas e mantidas em colonias foram submetidas a ingestdo de doses
crescentes de azadiractina (0, 3, 15 e 30ug de ingrediente ativo (i.a.)/ml de solugdo
acucarada), e ao inseticida imidaclopride (96ug 1.a/ml de solug@o agucarada), utilizado
como controle positivo. Além disso, comparamos o desenvolvimento dos imaturos em
coldnias tratadas e ndo tratadas. A longevidade das vespas foi reduzida em todos os
tratamentos em relagdo ao controle negativo. Ocorreu efeito também no

desenvolvimento dos imaturos, que foi interrompido principalmente quando as colOonias

foram expostas as maiores concentragdes de azadiractina. Nosso trabalho mostra que o



biopesticida azadiractina, nas concentracdes testadas, deve ser utilizado com cautela em
sistemas de cultivo que pretendem utilizar vespas, como P. versicolor, como agentes de

controle biolégico.

1 Introducao

O aumento do uso de inseticidas sintéticos tem ocasionado a evolucdo de
resisténcia em populagdes de insetos-alvo, a contaminacdo ambiental, a toxicidade a
organismos benéficos, além de problemas de sadde publica (Geiger et al. 2010;
Carvalho 2017). Métodos alternativos para o controle de pragas, principalmente na
agricultura organica, como o controle bioldgico e o uso de biopesticidas, estdo sendo
apontados como formas de minimizar esses problemas (Cook et al. 2010; Garibaldi et

al. 2017).

A agricultura organica prevé a ado¢do de processos e produtos naturais para a
producdo de alimentos, contemplando o uso de biopesticidas para o controle de
artropodes pragas (Verhoog et al. 2003; Isman 2006). O 6leo de nim € um biopesticida
extraido da planta Azadirachta indica Juss (Meliaceae), que possui como ingrediente
ativo (i.a.) a azadiractina (Isman 2006). Esse composto pode causar repeléncia,
fagoinibicdo, alteragdes no desenvolvimento e inibicdo na reproducgdo dos insetos-alvo,
sendo efetivo no controle de alguns insetos e acaros (Schluter et al. 1985; Mordue et al.
1993, 2000; Venzon et al. 2008). Devido a rdpida degradacdo ambiental e a baixa
toxicidade a mamiferos, o uso do nim parece contribuir para a seguranca alimentar dos
consumidores (Stark & Walter 1995; Carboni et al. 2002; Czaja et al. 2015). Em virtude
da origem botanica, o nim € geralmente considerado seguro a artrépodes ndo-alvo, mas
estudos recentes t€ém demonstrado que ele pode ser toxico a organismos benéficos as

culturas, como os polinizadores (Barbosa et al. 2015 a,b; Tomé et al. 2015).

O controle bioldgico é outra estratégia que pode ser utilizada em culturas
organicas para o controle de pragas (Cook et al. 2010; Hillocks 2012). Vespas sociais
(Hymenoptera: Vespidae) sdo predadores generalistas que evoluiram uma série de
adaptacOes para localizacdo das presas. Vespas Polistes sdo eficientes cacadoras de

artropodes, principalmente de lagartas de Lepidoptera e tém preferéncia por predar as



maiores larvas (Rabb & Lawson 1957; Richter 2000). Consequentemente, o uso de
Polistes no controle bioldgico pode ser feito em substituicdo ou complementacdo a
outros métodos de controle, principalmente em cultivos organicos (Gould & Jeanne
1984; Bentley et al. 1995). Para que essas vespas sejam usadas de forma eficaz como
inimigos naturais de pragas agricolas, o uso de insumos deve ser manejado de forma a
favorecer a sobrevivéncia e a reproducdo das suas colonias. Entretanto, o uso de
biopesticidas em culturas organicas pode expor inimigos naturais a ingestdo desses
produtos (Bentley et al. 1995), porém ndo existem estudos que avaliaram as

consequéncias desse tipo de contaminagao as vespas sociais.

Polistes versicolor € uma vespa eussocial neotropical encontrada da Costa Rica a
Argentina (Richards 1978). As colonias sdo fundadas por fémeas fundadoras e
supostamente reprodutoras, que estabelecem uma hierarquia de dominancia reprodutiva
por meio de comportamentos agonisticos (Ratnieks & Wenseleers 2008; De Souza et al.
2017). A reprodugdo das fundadoras e o desenvolvimento adequado da cria resultam na
sobrevivéncia da colonia, que realizard maior forrageamento de presas quando forem
populosas. Assim, col6nias com maior valor adaptativo serdo mais eficientes na
eliminacdo de pragas, € uma coldnia de P. versicolor pode cacar mais de 4000 presas
por ano (Prezoto et al. 2006). Além disso, coldnias de P. versicolor constituem um
interessante modelo para estudos toxicoldgicos, pois os ninhos t€m a cria exposta e
podem ser mantidos em laboratério. Dessa forma, € possivel verificar os efeitos toxicos
de pesticidas ndo s6 aos insetos adultos, como também aos imaturos, além de averiguar
se a exposicdo interfere na dindmica colonial. Neste trabalho, nds verificamos se
forrageadoras de P. versicolor se alimentam com dieta contaminada com 6leo de nim e
se a exposi¢do oral e crOnica a azadiractina altera a sobrevivéncia de fémeas, de

imaturos e de colonias de P. versicolor.

2 Materiais e métodos

2.1 Colonias, vespas e inseticidas

Todas as vespas utilizadas nos experimentos foram obtidas em colonias de

Polistes versicolor, coletadas em fases de pré-emergéncia e pds-emergéncia (Jeanne



1972) no sudeste do Estado de Minas Gerais, Brasil, no periodo de setembro a
outubro/2015 e de setembro a outubro/2016. As colonias foram posteriormente
transferidas para o laboratério e acondicionadas em gaiolas de plastico (1000ml,
H=9,5cm e D=13cm), mantidas no campus da Universidade Federal de Vicosa (UFV).
As gaiolas continham microtubos de plastico (2ml) utilizados para alimentar as vespas
com uma solucdo de acticar com dgua (1:1 peso/volume, xarope puro). Nas gaiolas, as
vespas recebiam larvas e pupas de Tenebrio molitor (Coleoptera, Tenebrionidae) ad
libitum, além de papel toalha e dgua, utilizados como material para construcao do ninho.
Em todos os tratamentos, os alimentadores, as presas e o papel eram trocados a cada

48h.

A repeléncia alimentar, a fagoinibi¢do e os testes de sobrevivéncia individual
foram avaliados utilizando vespas oriundas de coldnias de P. versicolor em pOs-
emergéncia. Os adultos foram removidos das colOnias e transferidos individualmente
para gaiolas de plastico (1000ml, H=9,5cm e D=13cm), onde recebiam exclusivamente
xarope puro ad libitum. Posteriormente, essas vespas foram empregadas nos testes de
repeléncia alimentar e fagoinibicdo. Os ninhos que continham pupas foram
armazenados em gaiolas de plastico (1000ml, H=9,5cm e D=13cm) e monitorados
diariamente, as fémeas que emergiam eram removidas dos ninho e mantidas
separadamente em gaiolas de pléastico (200ml, H=6cm e D=7,5cm). Estas f€meas
tinham a idade registrada e eram tratadas apenas com xarope puro, € posteriormente,

elas foram utilizadas no teste de toxicidade letal.

A toxicidade do nim as colonias foi avaliada em coldnias pré-emergentes de P.
versicolor. Nesses ensaios, todas as colonias usadas tinham trés vespas fundadoras e os
experimentos sO foram iniciados apds a habituacdo das vespas as gaiolas e apds a
padronizacdo do tamanho do ninho. As coldnias consideradas habituadas foram aquelas
em que as fundadoras realizaram forrageio corriqueiro de presas e néctar, vibracdo do
gister proximo ao ninho, constru¢cdo do ninho com o papel fornecido, além de
permanecerem frequentemente no ninho (Izzo & Tibbets 2012; Richter 2000; De Souza
et al. 2008; Gobbi et al. 2009). De modo geral, a habitua¢do durou aproximadamente 45
dias. Apoés esse periodo, todos os imaturos foram removidos do ninho e as células foram
cortadas e retiradas, de forma que todos os ninhos ficassem com o mesmo nimero de

células. Em todas as colonias, os experimentos foram iniciados apds a realizacdo da



primeira postura em laboratério, indicando a presenga de, no minimo, uma fémea

reprodutora.

Em todos os testes de toxicidade, as vespas foram expostas a ingestdo do dleo de
nim (Cursor, concentrado emulsificado a 10g de azadiractina/l BIO CARB, Curitiba,
PR, Brasil) misturado ao xarope em diferentes concentragdes de azadiractina (0, 3, 15 e
30ug de i.a./ml de xarope). Para todas essas concentracdes foram realizadas conversdes
matemadticas utilizando como base concentracbes do AZAMAX (Concentrado
emulsiondvel a 12 g a.i./L, DVA AgroBrasil). A maior concentracdo de azadiractina
aqui utilizada corresponde a concentracdo de AZAMAX recomendada para controle de
Lepidoptera em plantacdes de tomate, repolho e milho (AGROFIT 2017). O inseticida
imidaclopride (Imidacloprid Nortox, suspensdo concentrada a 480g i.a./l, Nortox S. A;
Parand, Brasil) foi utilizado como controle positivo na concentracdo de 96ug de i.a./ml
de xarope, recomendada para o controle de Coleoptera em plantacdes de tomates, milho
e feijado (AGROFIT 2017). As solugdes utilizadas nos testes foram feitas semanalmente,
a partir de dilui¢des de solugdes estoque dos inseticidas e foram armazenadas a 7°C. As

solugdes fornecidas as vespas eram trocadas a cada 48 horas.
2.2 Consumo alimentar

Como a azadiractina € um composto que pode causar repeléncia alimentar ou
fagoinibicdo em insetos (Mordue et al. 2000), primeiramente testamos a possibilidade
de contaminacdo das vespas via dieta alimentar. Para isso, realizamos bioensaios com o
objetivo de testar o consumo de alimento contaminado pelas vespas, utilizando métodos

adaptados de Bernardes et al (2016).

Ao todo 221 fémeas foram testadas, provenientes de 21 colonias, sendo que cada
fémea foi considerada uma unidade amostral. Apds o jejum de 12 horas, as vespas
foram transferidas individualmente para uma arena formada por dois tubos de ensaio
(15cm comprimento x 2cm de diametro), justapostos em suas aberturas, mantida em
uma sala escura. No fundo de um dos tubos foi colocado 4ul de xarope contaminado
com azadiractina (3, 15 ou 30ug de i.a./ml de xarope), para onde as vespas foram
atraidas por uma luz branca, localizada externamente ao fundo do tubo (Barbosa et al.
2015a). No fundo do outro tubo, foi colocado 4ul de xarope puro (Oug de i.a./ml de
xarope) para onde as vespas foram posteriormente atraidas, também por meio da mesma

iluminacdo. No controle, os dois tubos da arena continham xarope puro. As vespas
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ficavam 10 minutos em cada tubo. Em todos os tratamentos, o xarope foi tingido com

anilina verde com a finalidade de facilitar a visualiza¢do do consumo do alimento.

Em todos os testes, foi oferecido as vespas primeiramente o alimento
contaminado e posteriormente o alimento puro. NOs consideramos que as vespas
sofreram repeléncia alimentar quando elas ndo ingeriam o alimento contaminado, mas
ingeriam o xarope puro. Vespas que ingeriram o xarope contaminado, mas que
posteriormente, ndo ingeriram o xarope puro, foram consideradas fagoinibidas
(Bernardes et al. 2016), j4 as vespas que ndo ingeriram nenhuma das op¢des foram

desconsideradas na analise.
2.3 Toxicidade as fémeas

Neste ensaio, testamos a toxicidade letal da azadiractina as vespas adultas,
originadas dos ninhos com pupas que foram coletados em campo e que emergiram em
laboratério. Logo apds a emergéncia, essas fémeas foram transferidas individualmente
para gaiolas e tratadas com xarope puro. A partir dos 10 dias de idade, as vespas
receberam alimento contaminado com azadiractina (0, 3, 15 ou 30ug de i.a./ml de
xarope) ou imidaclopride (96ug de i.a./ml). O bioensaio foi conduzido com 153 fémeas,
coletadas em 25 colonias diferentes. Em todos os tratamentos verificamos a
sobrevivéncia das vespas diariamente, até a morte de todos os individuos, com excecdo
das vespas tratadas com xarope puro, cuja sobrevivéncia foi censurada 120 dias apds o

inicio dos experimentos.
2.4 Toxicidade as colonias

ApOs a habituacao e padronizacdo do tamanho das colonias, a sobrevivéncia das
vespas adultas e o desenvolvimento da cria foram observados diariamente. Também foi
verificada a proporcdo de colonias que ndo apresentou postura ou que a cria se
desenvolveu até os estdgios de ovo, larva, pupa ou adulto. Portanto, comparamos o
estdgio maximo de desenvolvimento alcangcado pelas colOnias expostas aos diferentes
tratamentos. O experimento foi repetido 6 vezes, com cada colonia sendo submetida a
um tratamento diferente (0, 3, 15 ou 30ug de i.a./ml de xarope, além do controle
positivo), totalizando o estudo de 30 coldnias (6 repeticoes x 5 tratamentos). A
observacdo das colonias foi feita durante 90 dias consecutivos € as vespas que nao

haviam morrido, ao fim desse periodo, tiveram os dados censurados.



2.5 Analises estatisticas

A proporcdo de insetos repelidos e fagoinibidos foi utilizada para ajuste de
curvas lineares através de andlise de regressdo no programa estatistico SigmaPlot 12.5
(Systat 2007), tendo como varidvel reposta a proporcao de individuos que sofreram
repeléncia ou fagoinibicdo para o total de individuos que foram testados. Os resultados
dos bioensaios de toxicidade letal as fémeas e as colonias foram submetidos a andlise de
sobrevivéncia, utilizando estimadores Kaplan-Meier para obter curvas e estimativas do
tempo médio de sobrevivéncia (SigmaPlot 12.5). A similaridade geral entre as curvas
foi testada utilizando o teste Log-Rank (p<0,05) e as comparagdes pareadas foram feitas
utilizando o método Holm-Sidak (p<0,05). As vespas individualizadas e as colonias que
sobreviveram por mais de 120 e 90 dias, respectivamente, foram tratadas como dados
censurados. Os dados de desenvolvimento médximo alcancado pelos imaturos foram
comparados através de andlise de varidncia (p<0,05). Os dados foram transformados
com Logl0 + 1 para atender os pressupostos da ANOVA, usando o software R versdo
3.3.1(R. Core Team 2016). Nessa andlise, a varidvel resposta foi o nimero de col6nias
que atingiu cada estigio de desenvolvimento que foram categorizados como sem

postura (0), estagio de ovo (1), larva (2), pupa (3) e adulto (4).

3 Resultados

3.1 Repeléncia e fagoinibicao

A maioria das fémeas de P. versicolor testadas (86%) ingeriu todo o alimento
oferecido nos dois tubos. As vespas ndo apresentaram repeléncia ao xarope
contaminado com azadiractina com as concentragdes de 3, 15 e 30ug i.a./ml de xarope
(F12=1,65; p=0,32). As vespas também ndo apresentaram fagoinibi¢do apds a ingestao

de alimento contaminado em nenhuma das doses testadas (F; ,=10,25; p=0,08).
3.2 Toxicidade as fémeas

A ingestdo do xarope contaminado alterou a sobrevivéncia das fémeas de P.
versicolor mantidas individualmente em gaiolas (X?=214,89; gl=4; p<0,001) e esse

efeito foi dependente do tipo de inseticida e das concentracdes de azadiractina testadas



(Fig. 1A). A maior toxicidade causada as vespas foi em decorréncia da ingestdo do
imidaclopride, que causou a morte da maioria das vespas em menos de 10 dias apds o
inicio da exposicdo oral e apresentou curva de sobrevivéncia significativamente
diferente de todos os tratamentos com azadiractina (p<0,05). As concentracdes maiores
de azadiractina (15 e 30ug i.a./ml de xarope) causaram a morte de todas as vespas em
menos de 20 dias apds o inicio dos experimentos, porém ndo ocorreu diferenca
significativa entre a mortalidade causada por essas duas concentragdes (X?=2,779;
p=0,095). A azadiractina em baixa concentracdo (3ug i.a./ml) também aumentou a
mortalidade das vespas em relagdo ao controle negativo (X?=39,366: p<0,001), porém
esse efeito foi mais lento em relacdo aos tratamentos com 15ug i.a./ml (X?=76,153;
p<0,001) e 30pg i.a./ml (X?=76,720; p<0,001). O tempo letal médio das vespas também
variou entre os tratamentos (F;2=257,73; p=0,04; Fig. 1B), ocorrendo uma correlacdo

negativa entre o tempo de sobrevivéncia e as concentragdes de azadiractina (Fig. 1B).
3.3 Toxicidade as colonias

A sobrevivéncia das colonias foi alterada pela ingestdo de dieta contaminada
(Log-rank: X?=54,90; gl=4; p<0,001; Fig. 2A). Esse efeito também foi dependente do
tipo de inseticida e das concentracdes de azadiractina testadas (Fig. 2A). O inseticida
imidaclopride foi mais toxico as vespas do que todos os tratamentos com azadiractina
(p=0,007). A sobrevivéncia colonial ndo diferiu entre os tratamentos com azadiractina
com 30 e 15ug i.a/mL de xarope (p=0,07). Essas concentracdes, entretanto, foram mais
téxicas as colonias que a concentracdo de 3ug i.a/ml de xarope (30ug i.a/ml: p=0,002 e
15pg i.a/ml p=0,003). As maiores concentragdes de azadiractina também foram tdxicas
em relacdo ao controle negativo (30ug i.a/ml: p=0,003 e 15ug i.a/ml: p=0,003). Apds
90 dias de exposi¢do, as curvas de sobrevivéncia entre os tratamentos com baixa
concentracdo de azadiractina (3ug i.a/ml) e controle negativo foram estatisticamente

iguais.

A ingestdo de azadiractina também interferiu no tempo letal médio das colOnias
(Fig. 2B). Neste caso, o imidaclopride foi mais toxico as coldnias do que a azadiractina
nas concentragdes de 15ug i.a./ml (p=0,003) e de 30ug i.a./ml (p=0,007). Entretanto,
ndo ocorreu diferenca significativa entre as duas concentragdes de azadiractina
(p=0,07). A concentracdo de 3ug i.a./ml de azadiractina e o controle negativo ndo foram

representados, visto que a mortalidade ndo atingiu 50% das coldnias.



Colonias de P. versicolor expostas a ingestdo de dieta contaminada sofreram
alteracdes no desenvolvimento dos imaturos (F,27=57,87, p<0,001; Fig. 2C). Os efeitos
causados pela ingestdo de azadiractina variaram de acordo com as concentracdes do
produto. A menor concentracdo de azadiractina (3ug i.a./ml) ndo interferiu no
desenvolvimento da cria (Fig. 2C). Entretanto, as concentracdes de 15ug e 30ug i.a./ml
de azadiractina prejudicaram o desenvolvimento pds-embriondrio das vespas. A maior
toxicidade a cria ocorreu em colonias expostas a maior concentragdo de azadiractina,

que apresentou toxicidade semelhante a do controle positivo (Fig. 2C).
4 Discussao

Neste trabalho, demonstramos que o 6leo de nim impde risco toxicoldgico a
vespa social P. versicolor. A ingestdo de azadiractina reduziu a longevidade das vespas
mantidas em gaiolas individualizadas, das vespas adultas mantidas nas colonias, dos
imaturos e das colonias. Estudos sobre a toxicidade de pesticidas as vespas sociais
geralmente sdo realizados para desenvolver estratégias de controle desses insetos, em
virtude dos riscos de acidentes com ferroadas (e.g. Pankim et al. 2009; Zhang et al.
2012). Entretanto, vespas sociais realizam o controle bioldgico de pragas importantes e,
para que esse servigco ecossistémico seja utilizado de forma eficaz, o uso de pesticidas
deve ser manejado de forma a minimizar prejuizos a sobrevivéncia das vespas e ao

desenvolvimento das suas coldnias.

Nossos resultados demonstram que as atividades repelente e fagoinibidora da
azadiractina (Mordue (Luntz) et al. 2010), em concentragdes realistas nao atuam sobre
P. versicolor, o que pode expor as vespas que forrageiam em culturas agricolas a
ingestdo de pesticidas a base de nim. Esse resultado foi surpreendente, pois a atividade
antialimentar da azadiractina foi comprovada em outros Hymenoptera como abelhas
sem ferrdo e abelhas do género Bombus (Barbosa et al. 2015a; Bernardes et al. 2016).
Além de ndo terem sofrido repeléncia e fagoinibicdo, observamos, nos testes com as
colonias, que as fémeas de P. versicolor coletaram xarope contaminado e o

transportaram para as colOnias, sofrendo intoxicacao.

A azadiractina prejudicou P. versicolor em todas as fases do seu
desenvolvimento, sendo que a maior toxicidade ocorreu mediante exposi¢do a
concentracdo mais alta, porém concentragcdes inferiores a recomendada para uso em

campo (30 pg i.a./ml) causaram efeitos letais as vespas. A interrup¢do no
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desenvolvimento da cria era esperada, uma vez que a azadiractina reduz a producao de
ecdisterdides, impedindo a muda e interrompendo o desenvolvimento dos insetos
(Rembold et al. 1982). Além disso, a azadiractina causa esterilidade em fémeas de
insetos (Isman 2006), o que provavelmente pode ter ocorrido com as vespas que
ingeriram as concentragdes de 15 e 30ug i.a./ml do produto, pois elas reduziram
significativamente a postura em relacdo ao controle. No entanto, essa reducdo pode ter
ocorrido devido a alta e rdpida mortalidade nessas concentracdes. Apesar de o
imidaclopride ter inibido a postura em 100% das vespas tratadas, inferimos que isso
ocorreu em consequéncia da alta e rapida mortalidade causada pelo composto, que €
neurotoxico, e nao devido a uma inibicdo na reproducio, conforme demonstrado em
abelhas do género Bombus (Laycock et al. 2013). Entretanto, a relacdo causa-efeito
entre a intoxicagdo com pesticidas e a inibicao reprodutiva tem que ser investigada em

vespas e em outros insetos sociais (Laycock et al. 2012).

Os métodos desenvolvidos neste estudo para a criacdo de P. versicolor,
utilizados pela primeira vez com uma espécie neotropical, foram adequados para os
testes toxicoldgicos, podendo ser adaptados a outros Polistinae. O método de criagdo
das colonias foi bem sucedido e permitiu avaliar, de maneira holistica, como um
agroquimico pode afetar uma colonia de inseto social. Ensaios toxicoldgicos em
laboratdrio permitem verificar, com maior acurdcia, os efeitos nocivos de determinado
composto, pois permitem o controle das concentracdes estudadas e a determinacdo dos
efeitos causados exclusivamente pelos pesticidas (Arena & Sgolastra 2014). A
dificuldade de criacio de col6nias de insetos sociais em laboratdrio constitui um grande
entrave as pesquisas toxicoldgicas com esses animais, pois ensaios com as colonias sdo
mais realistas e permitem a observacdo dos efeitos toxicos em mais de uma geracao
(Arce et al. 2016). As interagdes entre os companheiros de ninho, como a trofaldxis, por
exemplo, aumentam as chances de contamina¢do ndo somente aos insetos que coletam
material em campo, mas aos vdarios individuos das colOnias, inclusive a cria. Além
disso, ensaios com colOnias permitem a realizacdo de avaliacdes letais e subletais em
consequéncia da exposicdo cronica aos pesticidas (Arce et al. 2016). O nosso trabalho
confirma a importancia desse tipo de estudo, pois alguns efeitos causados pela
azadiractina, principalmente nos tratamentos com a menor concentragdo, s6 foram

observados meses apds o inicio da exposi¢ao.
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Os nossos resultados confirmam que pesticidas de origem natural devem ter a
toxicidade sobre organismos ndo-alvo avaliada, apesar da nocdo de que produtos de
origem natural usados no controle de pragas sejam mais seguros a biodiversidade, ideia
que tem sido questionada (Barbosa et al. 2015b). Apesar do potencial de P. versicolor
para ser utilizada como agente de controle bioldgico (Prezoto et al. 2006),
demonstramos que o uso desse inimigo natural pode ser ineficaz em cultivos tratados
com o 6leo de nim. Observamos também que a toxicidade da azadiractina ocorreu
inclusive em concentracdes baixas, embora de forma mais lenta, indicando que mesmo
sendo o nim um composto de rdpida degradacdo ambiental, ha risco de intoxicacdo das
vespas. Portanto, estratégias de manejo integrado em cultivos que priorizam o controle
biolégico devem reduzir o uso de insumos como o 6leo de nim, para manter com

eficacia o controle de pragas por meio da predacgdo realizada por vespas sociais.
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6 Legendas

Figura 1A: Curvas de sobrevivéncia de fémeas de Polistes versicolor mantidas em
gaiolas individualizadas e tratadas com xarope contaminado com inseticida. As vespas
ingeriram diferentes concentra¢des de azadiractina (0, 3, 15 e 30ug i.a/ml de xarope),
além de imidaclopride (96ug i.a. /ml de xarope; controle positivo). Curvas com cores
diferentes correspondem aos diferentes tratamentos e curvas com tracados diferentes sdo

estatisticamente diferentes. No controle negativo (Oug i.a/ml), a circunferéncia indica
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que o tempo maximo de sobrevivéncia atingido pelas vespas foi censurado aos 120 dias.

Os tratamentos foram iniciados quando as vespas tinham idade de 10 dias.

Figura 1B: Tempo letal médio (LTsp) de fémeas de P. versicolor submetidas a
exposicdo oral e cronica de concentracdes crescentes de azadiractina (0, 3, 15 e 30ug
i.a/ml de xarope). O inseticida imidaclopride foi usado como controle positivo na
concentragdo de 96ug i.a/ml de xarope. Os tratamentos com azadiractina estdo
representados pelos simbolos pretos e o tratamento com imidaclopride estd representado

pelo simbolo vermelho.

Figura 2A: Curvas de sobrevivéncia de colOnias de Polistes versicolor mantidas em
gaiolas e tratadas com xarope contaminado com inseticida. As vespas ingeriram
diferentes concentracOes de azadiractina (0, 3, 15 ou 30ug i.a/ml de xarope), além de
imidaclopride (96pg i.a. /ml de xarope; controle positivo). Curvas com cores diferentes
correspondem aos diferentes tratamentos e curvas com tracados diferentes sdo
estatisticamente diferentes. A colonia foi considerada morta quando a ultima vespa
adulta morreu. As circunferéncias indicam que o experimento foi censurado aos 90 dias.
As colOnias tiveram tamanho e nimero de vespas padronizados antes do inicio dos

experimentos (para detalhes, ver texto).

Figura 2B: Tempo letal médio (LTsp) para as coldnias de P. versicolor submetidas a
exposicdo oral e cronica de azadiractina (15 e 30ug i.a/ml de xarope). O inseticida
imidaclopride foi usado como controle positivo na concentracdo de 96ug i.a/ml de
xarope. Os resultados da mortalidade dos tratamentos com as concentragdes de 0 e 3ug
i.a/ml de xarope ndo foram inclusos nas andlises, pois a mortalidade colonial nesses

tratamentos foi inferior a 50%.

Figura 2C: Estagios de desenvolvimento das col6nias de P. versicolor alcangados em
funcdo dos tratamentos com concentracdes crescentes de azadiractina (0, 3, 15 e 30ug
1.a/ml de xarope). O nimero de colonias que atingiram cada categoria (0-4, sem ovo a
adulto) de desenvolvimento foi considerado a varidvel resposta. O inseticida
imidaclopride foi usado como controle positivo na concentracdo de 96ug i.a/ml de
xarope. As barras representam o estdgio de desenvolvimento médio (+ SE) atingido
pelas colOnias. Barras representadas por letras distintas foram consideradas

significativamente diferentes por ANOVA (p<0.05).

16
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Figura 1B
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Figura 2A
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Figura 2B
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Figura 2C
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