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RESUMO

Dentre toda a diversidade de formigas-cortadeiras, a espécie Atta sexdens (Hymenoptera:
Formicidae), conhecida popularmente como salva-limdo, é apontada como uma das pragas
mais avassaladoras, provocando grandes prejuizos econdmicos em muitas culturas no Brasil.
A principio, o método de controle mais utilizado para esses insetos, € o quimico. No entanto,
0 uso abusivo desse método tem gerado varios efeitos negativos devido ao impacto ambiental
causado. Diante disso, nas ultimas décadas aumentaram os estudos envolvendo diferentes
formas de manejo para o controle desses insetos pragas. Um grupo consideravel de inimigos
naturais das formigas-cortadeiras sdo as moscas parasitoides da familia Phoridae. Essas
moscas causam a morte da formiga hospedeira e sdo responsaveis também por provocar
mudancas na atividade de forrageamento das operarias, havendo assim, a necessidade de,
aperfeigoar os conhecimentos sobre esse grupo. Logo, a presente pesquisa pretendeu avaliar a
diversidade e porcentagem de parasitoidismo dos forideos parasitoides e sua interacdo com a
Atta sexdens. Diante disso, experimentos de coleta em ninhos naturais de A. sexdens foram
realizados em trés paisagens diferentes: Area florestal e area de transicdo entre urbano e
florestal ambas no municipio de Rio Claro, SP e &rea rural-agricola localizada no municipio
de Ipelina, SP. As coletas ocorreram ao longo de doze meses, considerando o periodo de
estacdo chuvosa e seca dos locais. Com isso, 18.000 operarias foram coletadas ao total,
correspondendo a dois ninhos diferentes para cada localidade. A manutencédo das operarias foi
realizada em laboratorio, mantidas em B.O.D. a 25 = 1°C e 80% UR, onde, as operarias eram
observadas diariamente, a fim de detectar o parasitoidismo. E com isso, a porcentagem final
do estudo foi de 11%, em que, 0 maior valor ocorreu na estacao seca, da mesma maneira que,
a maior abundancia das moscas também ocorreu na estacdo seca do ano, com emergéncia de
1.118 moscas, ja na estacdo chuvosa o total foi de 861 emergéncias. Apenas a paisagem rural
apresentou uma maior abundancia de moscas na estacdo chuvosa, apresentando também uma
maior riqueza de moscas, se igualando a paisagem urbana, sendo que ambas as paisagens
apresentaram sete espécies. Ao todo, considerando as trés paisagens, houve a emergéncia de
oito espécies de moscas parasitoides, possuindo uma porcentagem de 46,2% de sucesso de
sobrevivéncia das moscas. As espécies identificadas foram: Apocephalus sp. 1 amostrado
apenas na area urbana; Apocephalus sp. 2 foi amostrada apenas na area rural e estacdo
chuvosa; Apocephalus attophilus esteve presente nos trés ambientes e possuiu a maior
abundancia; as demais espécies Apocephalus vicosae; Eibesfeldtphora declinata;
Eibesfeldtphora elongata; Eibesfeldtphora tonhascai e Myrmosicarius grandicornis
ocorreram nos trés ambientes com aparicdo nas duas estacbes do ano. Com isso, a pesquisa
apresentou importantes levantamentos a respeito da diversidade de moscas parasitoides e suas
interacdes com a formiga-cortadeira da espécie Atta sexdens.

Palavras-chave: Formigas-Cortadeiras; Diptera; Parasitoidismo; Variaveis abidticas;
Sazonalidade.



ABSTRACT

Among the diverse variety of leaf-cutter ants, the species Atta sexdens (Hymenoptera:
Formicidae), commonly known as the "sadva-limdo" or lemon ant, is recognized as one of the
most devastating pests, causing significant economic losses to many crops in Brazil. Initially,
the most commonly used method to control these insects is chemical. However, the excessive
use of this method has led to various negative effects due to its environmental impact.
Consequently, in recent decades, studies investigating different management approaches to
control these pest insects have increased. A considerable group of natural enemies of leaf-
cutter ants are parasitoid flies from the family Phoridae. These flies cause the death of the host
ant and also induce changes in the foraging activity of worker ants, which highlights the need
to enhance knowledge about this group. Therefore, this research aimed to assess the diversity
and percentage of parasitism by phorid parasitoids and their interaction with Atta sexdens. To
achieve this, collection experiments were conducted at natural nests of A. sexdens in three
different landscapes: a forested area and a transition area between urban and forested areas,
both in the municipality of Rio Claro, SP, and a rural-agricultural area located in the
municipality of Ipeuna, SP. Collections were carried out over twelve months, considering
both the rainy and dry seasons of the locations. In total, 18.000 worker ants were collected,
corresponding to two different nests for each location. The maintenance of the worker ants
took place in the laboratory, kept at 25+1 °C and 80% RH in a B.O.D. chamber. The ants were
observed daily to detect parasitoidism. The final study revealed a parasitoidism percentage of
11%, with the highest value occurring in the dry season. Similarly, the highest abundance of
flies also occurred during the dry season, with 1.118 emergences, while during the rainy
season, there were 861 emergences. Only the rural landscape presented a higher abundance of
flies during the rainy season, and it also exhibited a greater richness of fly species, matching
the urban landscape, with both having seven species. In total, considering all three landscapes,
eight species of phorid parasitoid flies emerged, with a survival success rate of 46,2% for the
flies. The identified species were as follows: Apocephalus sp. 1, found only in the urban area;
Apocephalus sp. 2, sampled only in the rural area during the rainy season; Apocephalus
attophilus, present in all three environments and with the highest abundance; the other
species, Apocephalus vicosae; Eibesfeldtphora declinata; Eibesfeldtphora elongata;
Eibesfeldtphora tonhascai; and Myrmosicarius grandicornis, occurred in all three
environments and appeared in both seasons of the year. Thus, the research provided
significant insights into the diversity of phorid parasitoid flies and their interactions with the
leaf-cutter ant species Atta sexdens.

Keywords: Leaf-cutter ants; Diptera; Parasitoidism; Abiotic variables; Seasonality.
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1 INTRODUCAO

Em um ambiente natural, as mudancas provocadas por a¢des antrépicas modificam a
estrutura das paisagens, como a perda de algumas de suas caracteristicas, 0 que por sua vez
altera os grupos de animais, especialmente as comunidades de insetos (BROWN, 1991). Tal
mudancga no ambiente pode prejudicar grupos de insetos que sdo inimigos naturais de outras
espécies (ALMEIDA et al., 2008); esse processo pode incluir o isolamento e reducdo dos
habitats, consequentemente provocados pela maior fragmentacdo das paisagens. Com isso,
pode-se presumir que a distribuicdo, abundancia, riqueza e periodo de atividade dos organismos
podem ser afetados negativamente (ARANDA; GRACIOLLI, 2015; FOLGARAIT et al., 2005;
HUNTER, 2002).

Diferentes paisagens incluem diversas espécies de Formicidae. As formigas séo insetos
que integram uma importante porcao da fauna e sdo bem distribuidas nos varios ecossistemas
terrestres, exceto nos polos. As formigas séo eussociais, ou seja, vivem em coldnias complexas
e podem chegar a milhares de individuos, possuem castas reprodutivas e estéreis, realizam a
divisdo de tarefas, cuidado com a prole e sobreposicao de gera¢des (WILSON, 1971). O sucesso
evolutivo desses insetos pode ser atribuido ao comportamento social, que permite a execucao
de atividades complexas a partir da cooperagdo mitua (HOLLDOBLER; WILSON, 1990).

Atualmente, Formicidae possui 16.625 espécies validas, 346 géneros, 16 subfamilias
existentes sendo Myrmicinae a maior entre elas, com seis tribos validas e 13.863 espécies
descritas (ANTWEB, 2023; BOLTON, 2023). Dentre essas, a tribo Attini, compreende 0s
géneros mais diversos, no qual esta inserido o grupo de formigas que sdo cultivadoras de fungo
mantendo uma relacdo simbidtica (SCHULTZ; BRADY, 2008). Essa associacdo ocorre ha
aproximadamente 50 milhdes de anos, e proporcionou as formigas a cultivarem seu proprio
alimento e modificarem seu estilo de vida de predador-coletor para entdo “agricultoras” como
sdo chamadas atualmente (MUELLER et al., 2005; SCHULTZ; BRADY, 2008; WARD et al.,
2015; WEBER, 1966). O jardim de fungo é cultivado no interior dos ninhos, e os substratos
utilizados mudam conforme o género da formiga (DE FINE LICHT; BOOMSMA, 2010;
LEAL; OLIVEIRA, 1998, 2000; SCHULTZ; BRADY, 2008).

A tribo Attini (Hymenoptera: Formicidae: subfamilia: Myrmicinae) possui 48 géneros
validos (BOLTON, 2023). Séo espécies endémicas da regido Neotropical até o sul da regido
Neértica, em que dentro dessa faixa as formigas Attini se dividem em diferentes Biomas, como

por exemplo, do deserto do Arizona (EUA) onde ocorre a espécie Trachymyrmex arizonensis
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Wheeler (RABELING et al., 2007), até a floresta Amazodnica com espécie do género Atta
(SOLOMON et al., 2008).

Ao longo do processo evolutivo, a tribo Attini teria se divergido em dois clados: as
Paleoattini e Neoattini (SCHULTZ; BRADY, 2008). O grupo das Paleoattini apresenta
caracteristicas basais, como por exemplo: possuem coldnias pequenas com operarias que
apresentam apenas um tamanho (monomorficas) e poucas camaras de fungos, se dedicando a
agricultura basica, onde o substrato utilizado no jardim de fungo das formigas € composto por
fezes e carcacas de artropodes, assim como, material vegetal morto (MEHDIABADI,
SCHULTZ, 2009). Trés géneros fazem parte desse grupo, sendo: Mycocepurus, Myrmicocrypta
e Apterostigma.

O grupo das Neoattini possuem caracteristicas evolutivas mais derivadas quando
comparadas ao grupo das Paleoattini, e também podem ser subdivididos em dois grupos, o
grupo das Neoattini mais basais e um grupo mais derivado. Embora seja um grupo com maior
nimero de espécies, sua filogenia € menos compreendida, de maneira que, muitos géneros da
tribo ndo possuem uma posicao filogenética estabelecida.

Os géneros mais derivados das Neoattini, e que possuem estudos com mais énfase, se
tratam de espécies de importancia econdmica, entre as quais estdo os géneros Atta, Acromyrmex
e 0 género recentemente descrito Amoimyrmex (CRISTIANO et al., 2020). Esses géneros
representam as verdadeiras formigas-cortadeiras, pois todas as espécies contidas realizam o
corte de material vegetal fresco e o carrega até seus ninhos, o que serve de substrato para o
crescimento de seu fungo simbionte, sendo esse a base alimentar da colonia (DE FINE LICHT;
BOOMSMA, 2010; DELLA LUCIA, 2011). Para isso elas adquiriram ao longo de sua
evolucdo, comportamentos de preparar esse substrato que tém como acdo inicial a
decomposicéo e incorporacdo do material (HOLLDOBLER; WILSON, 1990; MUELLER et
al., 2001). As diferentes castas de formigas-cortadeiras sdo responsaveis por exercer diferentes
funcBes que sdo desempenhadas na colonia (WILSON, 1971).

A grande extensdo dos formigueiros e a intensa atividade de corte de material vegetal,
com preferéncia por espécies vegetais que podem ser dos grupos das dicotiledneas,
monocotiledéneas ou ambas (BORBA et al., 2006), faz com que esses insetos recebam o status
de pragas agricolas de grande relevancia pelos danos que ocasionam nas areas de
reflorestamento e demais culturas (VILELA, 1986). Contudo, este status de praga para a
economia esta diretamente relacionado a atividade humana inadequada de cultivo, associada a
introducdo de espécies exdticas pelo ser humano e a preferéncia das formigas por esses vegetais
(CHERRETT, 1986; DELLA LUCIA; VILELA, 1993; WEBER, 1966; WILSON, 1986).
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Em razdo disso, diversos estudos buscam métodos de controle adequados para
minimizar os prejuizos causados pelas formigas-cortadeiras, entre eles estdo o controle
quimico, controle bioldgico, controle mecénico, entre outros (BOARETTO; FORTI, 1997;
BRITTO et al., 2016; DELLA LUCIA et al., 2014; MONTOYA-LERMA et al., 2012).

A principio, o método de controle de formigas-cortadeiras mais utilizado € o quimico,
com o oferecimento de iscas toxicas, pds-secos ou nebulizacdo de compostos inseticidas,
porém, seu uso irregular e abusivo tem gerado varios efeitos negativos devido ao impacto
ambiental constatado (TATAGIBA-ARAUJO et al., 2012), pois, 0s principais componentes
desses produtos sdo fipronil e sulfluramida, altamente toxicos ao meio ambiente. Entre os
problemas que podem ser citados, destacam-se os efeitos adversos sobre os inimigos naturais,
decréscimo de insetos benéficos, a ressurgéncia de pragas e a resisténcia das mesmas,
resultantes toxicidades nos alimentos consumidos, contaminagdo em corpos d’agua e residuos
no solo (FAN et al., 2018).

As alternativas utilizadas atualmente que ndo fazem o uso de quimicos no controle de
formigas pragas estdo associadas ao uso de microrganismos entomopatogénicos (SANTOS;
OLIVEIRA; SAMUELS, 2007), combinacdo de plantas com agentes patogénicos em
formulacbes de iscas granuladas (HERRERA, 2009) e extratos de plantas (BUENO et al.,
2004). O Manejo Integrado de Pragas (MIP) surgiu devido a preocupacdo ambiental com o
objetivo de minimizar os efeitos provocados pelo uso de defensivos quimicos de forma que o
controle por agentes biologicos seja potencializado, permitindo a combinagdo de outros tipos
de controle, deste modo ocasionando na reducédo da aplicacdo dos métodos quimicos (GALLO
et al., 2002).

Visando um método de controle alternativo, a utilizacdo de inimigos naturais
relacionados ao controle de formigas-cortadeiras vem apresentando um crescente uso potencial
(GUILLADE; FOLGARAIT, 2014). Dentre os inimigos naturais que estdo associados as
formigas-cortadeiras, existem os fungos entomopatogénicos, predadores e parasitoides. Entre
0S organismos parasitoides existe um pequeno grupo de Hymenoptera, em especial a familia
Diapriidae e outro grupo dos Diptera, ao qual sdo pertencentes as moscas da familia Phoridae
(Insecta: Diptera) (DELLA LUCIA, 2011).

As moscas parasitoides, de modo geral, possuem o tamanho pequeno variando de 0.395
a6 mm de comprimento (BROWN et al., 2010; 2018), e seus habitos alimentares quando adulto
diferem dependendo da espécie. Os adultos possuem diferentes hospedeiros, porém, o
comportamento larval é 0 mesmo para a gama de espécies distintas, no qual, o forideo oviposita

no corpo do hospedeiro, e no final do desenvolvimento larval, provocam a morte do mesmo
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(DISNEY, 1994). Moscas dessa familia foram descritas na literatura em associagdo de
parasitoidismo com besouro adulto, gastrépodes, minhocas, milipedes, do mesmo modo que,
espécies que sao parasitoides de insetos sociais, como formigas, cupins, abelhas e vespas.

Certos géneros de Phoridae como a Megaselia spp. podem também, provocar miiases
em humanos e gados e colonizar carcagas, auxiliando dessa forma no célculo do Intervalo Post
Mortem (IPM) em entomologia forense (COUPLAND; BARKER, 2004).

CondicGes ambientais como tipos diferentes de paisagens e diferentes areas de
restauracdo florestal, sdo capazes de modificar a dindmica das comunidades vegetais e reduzir
a eficacia de inimigos naturais (FERREIRA, 2017), modificando desta forma as interagdes entre
espécies. Fatores como luminosidade, umidade, temperatura e fatores biéticos, como o fluxo de
formigas nas trilhas de forrageio ou na entrada dos olheiros, tamanho da capsula cefalica, entre
outros, parecem limitar também a atuacdo desses parasitoides. Estudos indicam que as
condi¢cdes ambientais precisam estar favoraveis para a oviposicdo das espécies de forideos
(ALMEIDA; WIRTH; LEAL, 2008).

Em busca de avancos nas alternativas para o controle quimico de formigas-cortadeiras
e, pretendendo também compreender melhor as interagfes entre forideos parasitoides e seus
hospedeiros nos diferentes sistemas de paisagens onde estas formigas ocorrem, se fazem
necessarias pesquisas de interacdo formigas-dipteros parasitoides, que podem auxiliar e
colaborar para a empregabilidade desses inimigos naturais em programas de biocontrole de

formigas consideradas como espécies-praga.
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2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 Formigas-cortadeiras

As formigas conhecidas popularmente como cortadeiras s&o insetos eussociais
pertencentes a familia Formicidae, tribo Attini, subtribo Attina, divididos em quatro géneros
validos: Atta contendo vinte e trés espécies, Acromyrmex possuindo sessenta e nove espécies,
Amoimyrmex com trés espécies e Pseudoatta com duas espécies (ANTWEB, 2023) sendo esse,
um parasita social de varias espécies de Acromyrmex (FOWLER, 1983).

A distribuicdo das formigas-cortadeiras ocorre da regido Neotropical até o sul da regido
Neartica, compreendendo entre o sul da Argentina até o sul dos Estados Unidos, exceto no Chile
e em algumas ilhas do Caribe onde exemplares de cortadeiras ndo foram demonstrados
(BARRERA et al., 2022; CRISTIANO et al., 2020). Sdo importantes insetos modificadores
dessas regides, seja pelo efeito da sua ampla area de distribuicdo, ou pela possibilidade de
ocupar inimeros habitats (DELLA LUCIA et al., 2014; HOLLDOBLER; WILSON, 2010).

Essas espécies possuem uma relacdo simbidtica com um fungo basiodiomiceto da
espécie Leucoagaricus gongylophorus (Agaricales: Agaricaceae). Durante 0 voo nupcial, a
fémea reprodutora deixa o seu ninho de origem, e com ela, ha um pequeno fragmento do fungo
simbionte, sendo que a formiga até entdo chamada de i¢a ou tanajura carrega-o em sua cavidade
infrabucal.

Todo ano, colbnias de formigas-cortadeiras produzem formigas aladas e férteis, as quais
saem para 0 voo nupcial, decorrendo durante a época chuvosa do ano, onde a fémea é fertilizada
por varios machos (poliandria), o que lhe garante espermatozoides para o resto de sua longa
vida, em que as rainhas armazenam esse esperma em uma bolsa chamada de “espermateca”
(FJERDINGSTAD; BOOMSMA; THOREN, 1998; MARINHO et al., 2011).

Subsequentemente ao acasalamento, a formiga ica retira suas asas, o que facilita em sua
locomocdo para cavar o local do novo ninho. Diante disso, a formiga passa a ser chamada de
rainha, e esta, regurgita o fungo, iniciando assim o seu cultivo e a postura de seus ovos. Quando
as primeiras operarias eclodirem, elas comecardo a cultivar e se alimentar do jardim de fungo.
Essas formigas possuem um importante papel partindo do ponto de vista ecolégico,
auxiliando significativamente no ecossistema ao qual elas vivem, sendo consideradas assim,
como engenheiras do ecossistema melhorando as propriedades quimicas e fisicas do solo
(CORREA et al., 2010; FARJI-BRENER; GHERMANDI, 2008; WIRTH et al., 2003).
Durante a construcdo de seus ninhos as formigas causam o revolvimento do solo,

gerando camaras e galerias subterraneas, possibilitando dessa forma a penetragdo de raizes
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nessas areas, por conta da maior aeracao, tal como, a maior drenagem no solo. Essas alteracfes
fisico-quimicas do solo sdo conhecidas como bioturbacdo. Além disso, o forrageamento das
formigas proporciona a ciclagem de nutrientes, aumentando a matéria organica, e também, a
dispersdo secundaria de sementes (DELLA LUCIA, 2011; GAMA et al., 2019).

J& pelo ponto de vista econémico, as formigas-cortadeiras possuem habilidades em
forragear plantas ndo nativas, como, Eucalyptus e Pinus, entre outras culturas (AMANTE,
1967; MARICONI, 1970; ZANETTI et al., 2014), sendo que o corte intenso do material vegetal
na agrossilvicultura, classifica as formigas-cortadeiras como pragas-chaves (HOLLDOBLER,;
WILSON, 2010), provocando perdas significativas de biomassa vegetal, assim como, perdas
econdmicas, podendo alcancar bilhdes de ddlares com base em estimativas globais
(MONTOYA-LERMA et al., 2012).

No entanto, as operarias tambem possuem preferéncia por determinadas plantas
monocotiledoneas e dicotiledoneas, cuja seiva € utilizada como complemento alimentar das
operarias adultas, e o vegetal como substrato para o desenvolvimento de seu fungo simbionte
(FORTI; ANDRADE, 1999; LITTLEDYKE; CHERRETT, 1976; QUINLAN; CHERRETT,
1979). Alguns autores inferem que 0s nutrientes como proteinas, carboidratos, compostos
secundarios de defesa da planta e lipidios podem influenciar na escolha do corte, uma vez que
esses compostos podem ser benéficos ou prejudiciais a colénia e ao seu fungo mutualista
(DELLA LUCIA et al., 1995; SANTOS et al., 2015; 2019). No Brasil, as cortadeiras que se
destacam pertencem ao género Atta e estdo presentes quase que em todo territorio nacional
(GUENARD et al., 2017).

2.2 Atta sexdens

A Atta sexdens Linnaeus, 1758, conhecida como salva-limao, possui esse nome, pois,
quando sua cabeca é amassada ou esmagada, esta, exala um caracteristico cheiro de liméo, o
que torna facil a identificacdo desse inseto em campo (DELLA LUCIA, 2011). Assim como as
demais formigas do género Atta, a Atta sexdens possui divisdo de castas com polietismo
morfoldgico, em que as operarias realizam diferentes tarefas dentro da col6nia, e sdo
classificadas como: operarias minimas, responsaveis pelo cuidado com o jardim de fungo e
alimentacdo dos imaturos; ja as operarias médias realizam o forrageamento, explorando a area
externa do ninho para a coleta de material vegetal; e finalmente as operarias maiores chamadas
de “soldados”, que realizam a defesa do ninho contra predadores (MUELLER, 2002;
HOLLDOBLER; WILSON, 1990; WILSON, 1980).
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Essa espécie é encontrada em toda América do Sul, e é apontada como uma das pragas
mais avassaladoras provocando grandes prejuizos a agrossilvicultura (DELLA LUCIA et al.,
2014), devido ao corte intenso e desfolha das culturas em qualquer fase de crescimento, por
exemplo, em silvicultura composta por Pinnus com menos de 10 anos, as perdas podem ocorrer
em até 50% da producdo da madeira (HERNANDEZ; JAFFE, 1995).

Na silvicultura de Eucalyptus, a salva-liméo é tida como uma das principais pragas, em
especial, nos estagios de muda e no inicio da fase de brotacdo (BOARETTO; FORTI, 1997).
Os prejuizos causados pelas cortadeiras atingem grandes escalas, sendo dificeis de estimar.
Grande parte das estimativas de danos provocados é fornecida pelo setor florestal, e
demonstram que o custo em manejo gira em torno de 30%, devido ao monitoramento e controle
dessas espécies (DELLA LUCIA; AMARAL, 2020).

Por conta desse status, muitos estudos tém investigado as técnicas eficazes para o
controle dessas formigas, porém, elas sdo consideradas de dificil combate. Seus mecanismos
comportamentais e fisiologicos Ihes proporcionam resistir aos efeitos das diferentes formas de
controle.

Para resistir aos efeitos de patdgenos, tanto no ninho como em seu corpo, as formigas
combinam diversos mecanismos de defesa. Dentre os métodos desses insetos, podem ser
citados: a remocdo dos individuos contaminados do ninho, comportamento de limpeza
(grooming), producdo de antibidticos por microrganismos presente em sua cuticula, tal como,
a secrecdo de compostos antimicrobianos provenientes das glandulas exocrinas dessas
formigas, destacando-se a metapleural (ORTIUS-LECHNER et al., 2000), exclusiva nos
Formicidae.

Embora o controle bioldgico tenha demonstrado resultados promissores, ainda ndo é
eficiente em campo para as formigas-cortadeiras e necessita de melhorias na empregabilidade
de diferentes técnicas, pois, as cortadeiras contam com a alta capacidade de detectar e se
restabelecer contra agentes patogénicos em ambientes naturais (BOARETTO; FORTI, 1997;
BRITTO et al., 2016; MONTOYA-LERMA et al., 2012).

2.3 Controle das formigas-cortadeiras

Existem muitas formas de controle das formigas-cortadeiras, e sdo classificados como:
controle mecanico, fisico, cultural, quimico e bioldgico.
O controle mecanico constitui-se em destruir por completo o ninho de formigas através

da escavacdo, fazendo uso de ferramentas, ou atraves da aracdo e gradagem do solo. Essa
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técnica se torna viavel para ninhos jovens de até 1,5 metros de profundidade ou ninhos com até
quatro meses (BOARETTO; FORTI, 1997; OLIVEIRA et al., 2011).

O controle fisico baseia-se na prote¢do da planta através de obstaculos que impedem a
formiga de chegar as partes vegetativas destas. Algumas barreiras fisicas podem ser construidas
de maneira artesanal, ou serem adquiridas comercialmente, no entanto, esse método
dificilmente é relevante em areas com grandes culturas (ANJOS; DELLA LUCIA; MAYHE-
NUNES, 1998; OLIVEIRA et al., 2011).

O controle cultural faz o uso de armadilhas nas culturas, como a utilizagéo de gergelim
(Sesamum indicum L.). O uso dessa planta em areas cultivadas ou de reflorestamento, levam as
formigas a cortarem e transportarem folhas e sementes desta planta, acarretando assim na
reducdo do crescimento de seu fungo simbionte, uma vez que, folhas e sementes do gergelim
possuem uma substancia toxica conhecida por sesamina a qual apresenta atividade fungicida e
inseticida (BURG; MAYER, 2001; PERES FILHO; DORVAL, 2003).

Controle quimico é a metodologia mais utilizada atualmente para o controle dessas
formigas (ZANETTI et al., 2014). Faz o uso de iscas granuladas, pos secos e termonebulizacao.
Os principios ativos mais utilizados sdo: fipronil e sulfluramida, ambos, apresentam toxicidade
aguda para aves, mamiferos, ambientes aquaticos e séo prejudiciais também a saude humana
(BRITTO et al., 2016, ZANETTI et al., 2014; ZANUNCIO et al., 2016). A sulfluramida foi
considerada como um poluente organico persistente (POPs) na Convencdo de Estocolmo,
promovida pela Organizacdo das Nacbes Unidas (ONU) em 2005 (FSC, 2007; UNEP, 2009),
sofrendo restri¢ces por o6rgaos de certificacdo florestal (ZANUNCIO et al., 2016).

Por outro lado, o controle biologico consiste na utilizacdo de inimigos naturais das
formigas, como agentes entomopatogénicos (bactérias e fungos), tal quais predadores e
parasitoides (DELLA LUCIA; VILELA, 1993). A utilizacdo de inimigos naturais relacionados
ao controle de formigas-cortadeiras vem ganhando um amplo reconhecimento (GUILLADE;
FOLGARAIT, 2014), como é o caso da investigacdo sobre o potencial uso desses inimigos
naturais no controle das populacfes dessas formigas, uma vez que esses seres sao importantes
componentes na cadeia alimentar. Entre os inimigos naturais das formigas-cortadeiras
destacam-se, os predadores que sdo compostos por aves e passaros (ANJOS et al., 1998),
anfibios, répteis, mamiferos e outros artrépodes como aracnideos e a espécie de besouro
Canthon virens Mannerheim (Coleoptera: Scarabaeidae), responsavel por decapitar as fémeas
reprodutoras, no momento em que essas formigas recém fecundadas iniciam a busca para
fundacio de seus novos ninhos (ARAUJO et al., 2015). O uso de microrganismos, como fungos

entomopatogénicos e micoparasitas do fungo mutualista, atualmente, tem sido o mais estudado
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para o controle bioldgico de formigas-cortadeiras (TRAVAGLINI et al., 2018). E por fim, é
conhecido o grupo dos insetos parasitoides de formigas, em que se destacam as vespas da
familia Diapriidae (Hymenoptera) e as moscas da familia Phoridae (Insecta: Diptera) (DELLA
LUCIA, 2011).

2.4 Phoridae

Os forideos parasitoides sdo pertencentes a familia Phoridae; seu nome popular é
originario da palavra grega phora, que tem o significado de “movimento rapido”, devido ao seu
deslocamento &gil.

A familia Phoridae se distribui em todas as regides biogeograficas com a maior
diversidade nos tropicos (DISNEY, 1994) possuindo cerca de 4.856 espécies em 287 géneros
(PAPE; THOMPSON, 2023; PHORID CATALOG, 2023). Possuem diferentes espécies, com
habitos alimentares distintos, em que nos estagios de vida larval, essas moscas podem ser
predadores, saprofagas, cleptoparasitas, herbivoras e parasitoides especializados (DISNEY,
1994; OLIVEIRA et al., 2013).

Essas moscas possuem o tamanho pequeno (BROWN et al., 2010; 2018), e pouco se
sabe sobre sua biologia e comportamento quando os adultos nédo estdo desempenhando o ataque
a seus hospedeiros. Contudo, estudos mostraram que possivelmente a fonte alimentar priméria
nos individuos adultos, € composto por solucgdes acucaradas, adquiridas por meio da seiva de
plantas ou néctar de flores, assim como ocorrem as espécies que sao predadoras de insetos
(DISNEY, 1994).

Ao longo da evolucao, os forideos parasitoides tém demonstrado uma alta adaptacao,
para uma variada gama de hospedeiros, sendo relatados casos de parasitoidismo em cupins
(Isoptera), abelhas (Apidae), formigas (Formicidae) e milipedes (Diplopoda) entre outros
organismos (BROWN, 2006; DISNEY, 1994). Por conta da potencialidade das moscas
parasitoides no controle bioldgico, foi implementado nos Estados Unidos na década de 90 o
controle bioldgico classico para controle das formigas-de-fogo das espécies Solenopsis richteri
Forel e Solenopsis invicta Buren (GRAHAM et al., 2003), introduzidas acidentalmente nos
Estados Unidos e se tornando espécies pragas em areas de agricultura, pecuéria, equipamentos
eletrbnicos e provocando riscos para a saide humana (Ol; PORTER, 2022).

As moscas utilizadas no programa de controle bioldgico pertencem ao género
Pseudacteon, e possuem o habito de decapitar a formiga atacada e empupar dentro da capsula
cefélica do hospedeiro (PORTER et al., 1995). A utilizacdo dessas moscas parasitoides em

campo foi possivel por conta de muitas pesquisas que se estabeleceram para descobrir sobre
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sua bioecologia e comportamento (PORTER et al., 2004; VAZQUEZ et al., 2004). Diante
disso, torna-se necessario ampliar o conhecimento das demais espécies de forideos parasitoides,
também, para as formigas-cortadeiras, a fim de inferir sobre o seu potencial como agentes em
programa de controle biolégico (BRAGANCA et al., 1998; TONHASCA; BRAGANCA,
2000).

De acordo com Braganca (2011), sdo conhecidos onze géneros da familia Phoridae, que
sd0 moscas parasitoides das formigas-cortadeiras. Dentre esses, destacam-se quatro géneros
mais frequentes e com maior nimero de espécies, incluindo os géneros Apocephalus,
Myrmosicarius, Eibesfeldtphora parasitoide especifico do género Atta e finalmente
Neodohrniphora parasitoide especifico do género Acromyrmex (DELLA LUCIA, 2011;
URIBE et al., 2014). S&o também os mais estudados e os que dispdem de maiores informagdes
na literatura sobre comportamento e locais de ataques as operarias, taxas de parasitoidismo,

distribuicéo das espécies, entre outros.
2.5 Interacéo entre forideos parasitoides e formigas-cortadeiras

Os forideos parasitoides utilizam as formigas como seus hospedeiros para completarem
seu desenvolvimento e se tornarem adultos. A fémea do forideo parasitoide sobrevoa sobre
trilhas, areas de forrageamento e entradas de ninhos de formigas até escolher o individuo alvo.
Dessa forma, essas moscas utilizam seus ovipositores para introduzir ovos maltiplos ou unicos,
podendo variar o local de postura no corpo do hospedeiro dependendo da espécie do forideo. A
mosca se aproxima do corpo da formiga, desferindo entdo o ataque. Deste modo, a larva vai
eclodir dentro do corpo da formiga, alimentando-se do tecido interno (BRAGANCA et al.,
2002; BRAGANCA; MEDEIRQOS, 2006; TONHASCA et al., 2001). No momento da pupacao
desse forideo, o hospedeiro morre e essa pupa se aloja em diferentes partes do corpo da formiga
ou abandona o corpo do hospedeiro para empupar no ambiente externo. Além de causar a morte
da formiga, os ataques dessas moscas podem motivar mudancas consideraveis no
comportamento de forrageio de seus hospedeiros (BRAGANCA et al., 1998; BRAGANCA,
2011; TONHASCA, 1996), provocando reducdo no numero de operarias nas trilhas e no
transporte de fragmentos vegetais, fazendo com que as formigas deixem suas cargas e retornem
para o interior dos ninhos sem esse transporte (BRAGANCA et al., 1998; BRAGANCA, 2011,
ORR, 1992; TONHASCA et al., 2001).

A identificacdo de determinados géneros e espécies pode ser possivel por conta do
comportamento individual, principalmente em relacdo ao local da oviposi¢do e no momento da
empupacdo da mosca (ELIZALDE; FOLGARAIT, 2011). A espécie Apocephalus attophilus
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Borgmeier, geralmente realiza a oviposi¢cdo proximo a cavidade bucal do hospedeiro. A larva
se alimenta de toda porcdo da cépsula cefélica, e no momento da transformacao da larva em
pupa, a larva abandona o corpo da formiga para empupar no ambiente. A quantidade de larvas
desta espécie pode variar de 1 até 18 por formiga (ERTHAL; TONHASCA, 2000; PEREIRA,
2020).

Em relacdo a espécie Apocephalus vicosae Disney o local de oviposi¢do ainda é
desconhecido, porém, a pupa se aloja no térax da formiga provocando o rompimento da
propleura do hospedeiro no momento da emergéncia do adulto; sabe-se até o presente momento
que essa espécie possui apenas um individuo por formiga.

Espécies do género Eibesfeldtphora podem ovipositar na lateral da cépsula cefalica,
torax, abdémen ou anus, e independente do local do ataque, a larva vai migrar para a cabeca,
se alojando entre a musculatura das mandibulas da formiga para empupar. Esse género possuli
apenas um individuo por formiga.

A espécie Myrmosicarius grandicornis Borgmeier realiza a oviposi¢cdo na céapsula
cefalica, e também possui apenas um individuo por formiga, geralmente se alojando na regiao
do “tentorium”. Por conta da acdo de enzimas, a formiga parasitada por esse forideo perde suas
antenas e sua mandibula. Essa acdo facilita a saida do adulto no momento da emergéncia
(TONHASCA et al., 2001).

Esses forideos podem ser espécie-especificos, ou seja, uma espécie de forideo que ataca
uma determinada espécie de formiga-cortadeira, ou também, casos em que uma espécie de
forideo pode atacar varias espécies de cortadeiras, como por exemplo espécie do género
Apocephalus; Eisbesfeldtphora; Neodorniphora e Myrmosicarius. Braganca et al. (2016)
descreveram o caso de multiparasitismo, que representa um individuo de uma espécie de
formiga-cortadeira sendo hospedeiro de mais de uma espécie de moscas parasitoides.

As taxas de parasitoidismos e abundancia dos forideos em relacdo as operarias
forrageadoras podem ser alteradas de acordo com as varidveis climaticas, locais em que se
encontram as formigas, como, trilha de forrageamento, entradas dos ninhos, areas de corte dos
vegetais e areas de descartes, assim como, diferentes ambientes (GOMES et al., 2013). Almeida
(2004) infere que houve reducdo nos ataques, abundancia e aparicdo das moscas parasitoides
em ninhos de Atta cephalotes Linné, localizados na area de borda comparada aos ninhos
localizados no interior do fragmento. Esse resultado negativo tem relacdo com as condigdes
climaticas desvantajosas na area de borda da floresta, com baixa umidade, maior temperatura e

maiores variagoes destas condigoes.
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Assim, a cobertura vegetal desempenha um papel importante na manutencdo da
diversidade de espécies. Em vista disso, hipotetizou-se que paisagens mais conservadas, com
maior cobertura florestal e menores atividades antrépicas, terdo os maiores valores relacionados
a riqueza de espécies e abundancia. E que a paisagem seria uma variavel importante associada

a diversidade de espécies.
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3 OBJETIVO GERAL

A presente pesquisa teve por objetivo avaliar a diversidade de forideos parasitoides e
sua interacdo com formigas-cortadeiras da espécie Atta sexdens.

3.1 Objetivos especificos

e Avaliar a abundancia e riqueza dos forideos parasitoides em trés paisagens
diferentes.

e Comparar adiversidade de forideos parasitoides em operarias de Atta sexdens nas
estacOes chuvosa e seca.

e Avaliar as variaveis abidticas em cada paisagem.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Descricdo das areas de estudo

As coletas foram realizadas no interior do Estado de Sdo Paulo, em um gradiente
ambiental, sendo compostas por: area rural-agricola; area de floresta com plantio de Eucalipto
sem manejo e talhGes de mata nativa e area de transicdo urbano-florestal. Os locais
determinados compreendem a regido do municipio de Rio Claro, com coordenadas centrais em
22°24°38,00” de latitude sul e 47°33°34,89” de longitude oeste, 0 municipio possui uma area
de 498 km? e a estimativa para a populacdo total em 2021 era de 209.548 habitantes. E o
municipio de Ipelna, com uma estimativa total de 7.824 habitantes, também no ano de 2021,
com uma &rea de 190 km?, com coordenadas centrais em 22°26°08,92” de latitude sul e
47°43°11,76 de longitude oeste. Os respectivos municipios estdo a 20 km de distancia entre si
(Figuras 1 e 2). Os locais de estudo englobam a regi&o intermediaria de Campinas, localizada
no setor centro-leste do Estado de Séo Paulo (IBGE, 2017). A regido apresenta clima
subtropical, com verdo chuvoso e inverno seco do tipo Cwa, de acordo com a classificacdo de
Kdppen (NIMER, 1989).

No ano de 2022, a temperatura média anual e umidade relativa do ar foram de 21,4°C e
76,5%, respectivamente. Os periodos chuvosos se concentraram entre 0s meses de Outubro a
Marco, e totalizaram 1.416.7 mm, também no ano de 2022, com pico em janeiro e dezembro,
ja os periodos secos ocorreram de Margo a Setembro e totalizaram 200.5 mm de precipitacéo,
de acordo com a estacdo meteorologica localizada no Centro de Analise e Planejamento
Ambiental (CEAPLA) da Universidade Estadual Paulista — UNESP campus de Rio Claro.

Os municipios e as paisagens foram mapeados utilizando o Sistema de Informacéo
Geogréfica (SIG). O sistema de coordenadas UTM foi utilizado para gerar as informacdes
através do QGIS, com o Datum WGS84 fuso 23S.
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Figura 1- Localiza¢do do municipio de Rio Claro, SP, Brasil.
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Elaboracdo: Alex Carciragui.

Figura 2 - Localizagdo do municipio de Ipetna, SP, Brasil.
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Elaboracéo: Alex Carciragui.
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4.2 Coleta de dados

As coletas de Atta sexdens ocorreram em ninhos naturais em trés paisagens distintas,
nos municipios apresentados na secéao 4.1.

Para a escolha dos ninhos determinados, deu-se preferéncia a possibilidade de
observacdo e coleta das operarias em locais seguros e de fécil acesso.

Transicdo urbano-florestal: Campus universitério, localizado a nordeste do centro de Rio
Claro, SP, e a leste da Floresta Estadual Edmundo Navarro de Andrade (FEENA), a
Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” - UNESP possui uma area de
aproximadamente 111,46 hectares (ALVES, 2003; NODARI, 2003), com areas de matas
nativas e campos entre suas edificacbes. Em sua maior parte de extensdo territorial, sdo
encontrados gramados com arvores isoladas e alguns pontos de fragmento florestal (NODARI,
2003), embora sejam poucas arvores remanescentes da vegetacédo original. Boa parte delas foi
implantada a partir de um projeto paisagistico, enquanto outros exemplares surgiram pela
dispersdo natural de sementes (POTASCHEFF, 2007) (Figura 3).

Figura 3 - Caracterizacdo da paisagem e ninhos utilizados para a coleta das operarias nas
estacOes seca e chuvosa do ano, na area de transi¢ao urbano-florestal.
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Fonte: Image®© 2023 Maxar Technologies, Google Earth. Elaboragdo: Alex Carciragui.
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A paisagem urbano-florestal apresenta 34,32% do total de sua area ocupada por Cerrado,

conforme a Tabela 1.

Tabela 1 - Uso e ocupacéo do solo na area de transicdo urbano-florestal. Valores em hectares
(ha); Valores em porcentagem (%).

Uso e ocupagéo do solo Area

(ha) (%)

Areas Edificadas 6.682 5,99
Caminhos de Alvenaria 1.009 0,91
Cerrado 38.250 34,32
Gramados Aparados 34.526 30,98
Ruas e Estacionamentos 6.214 5,58
Vegetacao Lenhosa 24.779 22,23
Total 111.460 100

Fonte: Dados da pesquisa.

Rural-agricola: Propriedade localizada no municipio de Ipelna, SP, situada na Estrada
Municipal RCL-485 na divisa com o municipio de Rio Claro, denominada Fazenda Poco
Fundo, possuindo uma area total de 357,8 hectares. A principal cultura da fazenda é o cultivo
de cana-de-acUcar, além da pecuaria. A vegetacdo do local € classificada como Floresta
Estacional Semidecidual do Bioma Mata Atlantica, restando alguns fragmentos na propriedade.
A fazenda possui areas de pastagens com transicdo em Area de Preservacdo Permanente (APP)
as margens do Rio Passa Cinco, sendo esta uma sub-bacia do Rio Corumbatai, localizando-se

na primeira zona hidrografica do estado de Sdo Paulo (Figura 4).
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Figura 4 - Caracterizacdo da paisagem e ninhos utilizados para a coleta das operéarias nas
estacOes seca e chuvosa do ano, na &rea rural-agricola.
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A paisagem rural-agricola apresenta 59,45% do total de sua area em Cultura Agricola,

apresentados na Tabela 2.

Tabela 2 - Uso e ocupacéo do solo na area rural-agricola. Valores em hectares (ha); Valores
em porcentagem (%).

Uso e ocupagéo do solo Area

(ha) (%)
Areas Edificadas 0.332 0,001
Corpo d’agua 14.401 4,02
Cultura Agricola 212.724 59,45
Fragmento Florestal 75.465 21,09
Pastagem 41.401 11,57
Vegetacdo Arbustiva 13.809 3,86
Total 357.800 100

Fonte: Dados da pesquisa.
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Area florestal: Localizada na Floresta Estadual Edmundo Navarro de Andrade (FEENA) com
um territorio total de 2.230,53 hectares, situada a leste da cidade de Rio Claro, SP. A floresta
é constituida principalmente por Eucalipto sem manejo por diferentes periodos e areas com sub-
bosque rico em espécies nativas (Figura 5). Ao redor da FEENA ocorre também o predominio
do cultivo de cana-de-aclcar e pastagens, fatores esses que modificaram quase que por
completo a vegetacdo nativa no entorno da floresta e nas areas proximas a nascentes e cursos
d’ agua, assim como, o plantio de espécies exdticas. Atualmente, os exemplares de espécies
nativas existem em talhdes experimentais e sub-bosque em diferentes estagios de recuperacao.
Por meio do decreto 46.819 de 11 de junho de 2002, a FEENA se enquadra no Sistema Nacional
de Unidades de Conservagdo (SNUC).

Figura 5 - Caracterizacdo da paisagem e ninhos utilizados para a coleta das operarias nas
estacdes seca e chuvosa do ano, na area florestal.
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Fonte: Dados da pesquisa.

A paisagem florestal apresenta 54,33% do total de sua area ocupada por Vegetacdo

Florestal constituida por espécies nativas, conforme a Tabela 3.
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Tabela 3 - Uso e ocupagdo do solo na érea florestal. VValores em hectares (ha); Valores em
porcentagem (%).

Uso e ocupagéo do solo Area

(ha) (%)

Areas Edificadas 2.332 0,10
Corpo d’agua 10.960 0,49
Eucalipto 689.509 30,91
Palmeira 0.578 0,001
Regeneracéo Florestal 288.405 12,93
Solo Exposto 27.568 1,24
Vegetagéo Florestal 1.211,755 54,33
Total 2.230,530 100

Fonte: Dados da pesquisa.

4.3 Coletas em campo

As coletas dos dados foram divididas em dois periodos do ano, considerando a estacdo
chuvosa local, entre 0s meses de Outubro (2021) a Mar¢o (2022) e a estacdo seca, entre 0S
meses de Abril (2022) a Setembro (2022). A selecdo de ninhos de A. sexdens e a devida coleta
dos individuos ocorreram mensalmente nas areas descritas anteriormente, no decorrer do
periodo chuvoso e seco do ano.

Para tanto, foram selecionados dois ninhos (N1A e N1B) de A. sexdens por area de
estudo, totalizando em seis ninhos utilizados para cada més. A localizacdo dos ninhos ocorreu
via procura de trilhas de forrageamento, pelos montes de terra solta ou pela presenca das salvas,
uma vez que os ninhos de A. sexdens sao subterraneos. As coletas das operarias ocorreram das
06h00 as 10h00 da manhd, horario em que foi observada atividade das formigas. Para
confirmacdo da espécie em estudo, um exemplar da salva teve sua cabeca esmagada a fim de
confirmar a liberacdo do odor citrico caracteristico da satva-limdo (DELLA LUCIA, 2011), o
odor foi confirmado por mais de uma pessoa, além disso, caracteristicas morfologicas também
foram consideradas na identificagéo.

Os ninhos foram separados levando em conta os montes de terra solta, e estes, possuiam

distancias entre si maiores que 35 metros, porém nunca ultrapassando 1.500 metros. Em
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estudos realizados por Forti et al. (1984), os autores observaram que a maior distancia
observada entre Atta sexdens foi de 25 metros. Além disso, para a confirmagdo de que as
operarias pertenciam a ninhos distintos, exemplares de formigas foram colocadas juntas para
observacdo do confronto agressivo, indicando se tratar de ninhos diferentes. Seguiu-se esse
padréo para todos os locais de estudo.

Todos os ninhos foram georreferenciados, através do GPS Garmin® Etrex 10 para
serem localizados novamente (Quadro 1). Em casos de morte ou substituicdo dos olheiros nos
ninhos anteriormente determinados, realizou-se novamente a busca por novos ninhos. Antes de
iniciar-se cada coleta, a temperatura ambiente e umidade relativa do ar foram aferidas através
do Termo-Higrometro® ITHT2210, sempre colocado a sombra e anotadas em uma caderneta
de campo, juntamente com a data e horério de inicio das coletas. Os dados referentes a
precipitacdo pluviométrica da regido e velocidade do vento (m/s) foram obtidos junto ao
CEAPLA, abrangendo Rio Claro e regido, dentro de um raio de 60 km. Foram utilizadas
pincas metalicas flexiveis para a coleta das operarias, que sucedeu de forma continua em um
ponto preestabelecido da trilha de forrageamento.

A casta das operarias coletadas variou de pequena a grande, com capsula cefalica
variando de 0,3 mm a 0,435 mm, pois, segundo Braganca et al. (1998), e Tonhasca e Braganca
(2000), diferentes espécies de parasitoides podem atacar as formigas na trilha de
forrageamento conforme o tamanho de sua cépsula cefélica, uma vez que, a escolha por
hospedeiros com tamanhos diferentes esta relacionada com o comportamento de oviposi¢cdo
da mosca, e o local de desenvolvimento do imaturo de cada espécie de forideo (FARDER-
GOMES et al., 2016). Quando ocorria a presenca do forideo parasitoide desempenhando o
ataque sobre as operarias, estas eram imediatamente coletadas.

Quando ndo havia o forrageamento natural das formigas, foi necessario realizar
perturbacdes nos olheiros das col6nias para causar a saida das operarias, 0 que na maioria das
vezes acabava atraindo as moscas parasitoides, uma vez gque a presenca de feromonios liberados
pelas formigas associados a estimulos visuais desencadeiam voos de inspecdo dos forideos
sobre a trilha (GAZAL et al., 2009). O estresse mecanico ao ninho foi feito com o auxilio de
um graveto de aproximadamente 80 cm de comprimento, assim como um cabo de aco flexivel
plastificado utilizado em ninhos mais profundos. O material foi agitado vigorosamente por
cerca de 50 segundos. Esse método se mostrou eficiente em estudos realizados por Whitehouse
e Jaffe (1996), simulando distlrbios causados por vertebrados tentando desenterrar o ninho.
As formigas que ‘“agarravam” 0 graveto ou o cabo de aco flexivel eram coletadas

cuidadosamente, sendo alocadas em seguida em potes de polipropileno com 10 cm de didmetro,
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com pequenas bolas de algoddo hidrofilo levemente umedecido com agua, a fim de evitar o
ressecamento. Para evitar a evasdo das formigas, as bordas internas dos potes foram recobertas
com Teflon-30® (DuPontTM). Dessa forma, ocorreu a coleta de 250 operérias de cada ninho,
totalizando em 500 operarias por localidade. Para cada local, a coleta ocorreu uma vez ao més
ao longo de doze meses. Os individuos coletados foram armazenados em caixa de isopor com
blocos de gelo, para manté-los em temperatura adequada até o transporte ao Laboratério de
Formigas-Cortadeiras (LAFC) — Unesp Campus de Rio Claro, SP.

Quadro 1 - Locais amostrados ao longo do estudo e respectivas coordenadas geogréaficas e
elevagéo dos ninhos utilizados para as coletas das formigas. N1A: ninho classificado como
1A; N1B: ninho classificado como 1B.

Localizagéo Paisagens Coordenadas dos ninhos de
A. sexdens
Rio Claro, S&o Paulo, Transicao urbano- N1A: -22.393234, -47.543838; 617 m
Brasil. florestal. N1A: -22.392462, -47.543495; 615 m

N1A: -22.399773, -47.543399; 630 m
N1A: -22.394551, -47.545389; 629 m
N1B: -22.395550, -47.543583; 623 m
N1B: -22.392605, -47.544317; 618 m
N1B: -22.392960, -47.543655; 617 m
N1B: -22.393110, -47.543359; 616 m
N1B: -22.396217, -47.543696; 624 m
N1B: -22.391768, -47.543916; 613 m

Ipeina, S&o Paulo, Avrea rural-agricola. N1A: -22.513746, -47.660512; 508 m

Brasil. N1A: -22.515858, -47.660411; 510 m
N1B: -22.513128, -47.660275; 510 m
N1B: -22.511638, -47.660269; 507 m
N1B: -22.513715, -47.660096; 508 m

Rio Claro, Sao Paulo, Area florestal. N1A: -22.419407, -47.536726; 659 m

Brasil. N1A: -22.424512, -47.532642; 710 m
N1A: -22.416952, -47.526576; 616 m
N1B: -22.415808, -47.539860; 626 m
N1B: -22.414093, -47.541469; 596 m
N1B: -22.422494, -47.531328; 697 m
N1B: -22.414158, -47.540423; 598 m
N1B: -22.428189, -47.530142; 725 m
N1B: -22.427532, -47.529810; 726 m

Fonte: Dados da pesquisa.
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4.4 Manutenc¢do em laboratdrio

A manutencdo das formigas para a criacdo dos forideos parasitoides foi feita em
B.0.D (Demanda Bioquimica de Oxigénio), com temperaturas e umidade controladas em 25
+ 1°C e 80%, respectivamente. As formigas foram alocadas em placas de Petri com 90 x 15
mm devidamente identificadas. Foram utilizadas 21 placas por ninho, sendo 20 placas com 12
formigas e apenas uma placa com 10 formigas, totalizando 250 individuos (Figura 6 A).

As operérias de cada col6nia foram alimentadas com dieta artificial sélida por um
periodo maximo de 15 dias, que segundo Tonhasca et al. (2001), é capaz de provocar a morte
da formiga pelo parasitoidismo. A dieta sélida foi composta de: 5 g de glicose, 1 g de peptona
bacterioldgica, 0,1 g de extrato de levedura e 1 g de agar bacteriolégico dissolvidos em 100
mL de agua destilada. Para a devida solubilizacdo dos componentes, estes foram autoclavados
por 15 minutos a 120°C e 1 atm de pressdo, e posteriormente mantidos resfriados para a
utilizacdo durante o periodo de estudo (adaptado de BUENO et al., 1997). A dieta sélida era
renovada a cada 24h, a fim de evitar a proliferacdo de fungos e bactérias, 0 que poderia
comprometer a sobrevivéncia dos individuos (Figura 6 B). Nos casos das operarias mortas,
essas eram removidas e individualizadas em microtubos de plasticos de 1,5 mL e observadas
diariamente para detectar sinais de parasitoidismo. A formiga era considerada parasitada
quando esta apresentava o corpo translicido; abertura na regido mandibular com o pupario
alojado; abertura entre a regido do pronoto e propleura; cabeca sem as mandibulas ou com a
lateral esquerda da cabeca translicida e lateral direita escura; larvas ou pupas no interior de seu
corpo ou fora deste e adultos da mosca parasitoide emergida (BRAGANCA; MEDEIROS,
2006; BRAGANCA, 2011; TONHASCA et al., 2001).
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Figura 6 - Representacdo da manutencdo das operarias de Atta sexdens. A) Formigas alocadas
em placas de Petri, separadas em Ninho 1A e Ninho 1B; B) Dieta solida oferecida as
operarias.

Fonte: Tatiane Domingues.

4.5 Criacao dos forideos parasitoides

Ap0s o parasitoidismo da formiga com a presenca de larvas e/ou pupas, assim como
adultos emergidos nos microtubos, tais insetos, eram transferidos com o auxilio de um pincel
de ponta fina levemente umedecido para potes de polipropileno de 8 cm com tampa, com o
intuito de evitar o escape da mosca quando adulta. Sua base foi preenchida com uma camada
de aproximadamente 5 mm de gesso, sendo hidratado periodicamente para evitar a desidratacéo
do forideo. Orificios com as medidas de 1,5 x 1,5 cm foram feitos na lateral do pote para realizar
a manutencdo diaria (Figura 7). Os adultos recém-emergidos foram alimentados diariamente
com solucdo de agua e mel a 10% (BRAGANCA et al.,, 2009) até suceder sua morte
naturalmente. Ap6s a morte, os parasitoides foram colocados em alcool 70% para
posteriormente realizar a identificagdo a nivel de espécie. A porcentagem de parasitoidismo foi

definida por meio da criacéo dos forideos parasitoides emergidos em laboratorio.
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Figura 7 - Representagdo da manutencéo dos imaturos de forideos. A) Formigas mortas
alocadas em microtubos, devidamente identificadas; B) Pupas alocadas em potes de
polipropileno, devidamente identificadas.

Fonte: Tatiane Domingues.

4.6 Disseccdo das formigas

As formigas mortas sem sinais externos de parasitoidismo, isto €, com a presenca de
larva ou pupa ndo visualizada, foram dissecadas sob Estereomicroscépio ZEISS® Stemi 2000
e com o auxilio de pincas entomoldgicas, para deteccdo da presenca de imaturos da mosca no
interior da formiga. A disseccdo se deu ap6s 30 dias da sua morte, ja que transcorrido esse
periodo é pouco provavel haver o desenvolvimento do forideo (TONHASCA et al., 2001).

4.7 ldentificacdo dos forideos parasitoides

Apds a morte das moscas que emergiram das operarias coletadas, esses individuos foram
separados por morfoespécies e identificados no laboratdrio a nivel de género, utilizando chaves
de identificacdo do grupo (BROWN, 2001; BROWN et al., 2010; DISNEY et al., 2006,
2009; URIBE et al., 2014). Fotografias digitais multifocais foram obtidas com uma camera
digital LEICA® MC170 acoplada a um Estereomicroscopio Leica - M205C com o software
LAS Core (v. 4.12.0). Para a identificacdo a nivel de espécie, contou-se com a colaboracéo de
um especialista do Museu do Norte da Universidade do Alasca Fairbanks, Dr. Thalles Platiny

Lavinscky Pereira.
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4.8 Analise de dados

Para determinar a porcentagem de parasitoidismo da Atta sexdens, as que apresentaram
sinais de parasitoidismo, foram somadas e este nimero foi dividido pelo valor total de operéarias
coletadas multiplicado por 100. Da mesma forma, para contabilizar a porcentagem de moscas
emergidas, foi dividido o valor total de forideos adultos pelo valor de larvas, multiplicado por
100. As larvas contabilizadas foram as que abandonaram o corpo do hospedeiro; as que ficaram
alojadas dentro do corpo da formiga e também as larvas/pupas mortas encontradas atraves da
disseccao das operarias.

Para avaliar a diversidade de espécies dos forideos parasitoides foi calculada para cada
paisagem e estacdo a diversidade taxondmica alfa (o), os indices de diversidade de Shannon-
Wiener (H) (MAGURRAN, 1988), e para complementar o indice de diversidade, foi aplicado
a equitabilidade de Pielou (J*) (PIELOU, 1975), a fim de quantificar a distribuicdo das espécies
nas paisagens. O valor da equitabilidade de Pielou varia de 0 a 1, no qual, 0 apresenta uma
distribuicdo desigual, onde uma espécie é dominante em uma determinada comunidade, e 1
apresenta a distribuicdo equitativa, ou seja, as espécies possuem numeros semelhantes de
individuos em uma comunidade.

Para observar se o valor total de formigas parasitadas em cada coleta possuiu relacao
com as condi¢des ambientais nas diferentes paisagens, foi aplicado o indice de Spearman (p)
utilizando as médias diarias de temperatura, umidade relativa do ar e velocidade do vento (m/s)
ao longo dos 12 meses de coletas. Para as analises da precipitacdo foram considerados as médias
mensais ao longo do periodo da pesquisa.

O teste Qui-quadrado (y?), foi empregado para verificar se existe diferenca no
parasitoidismo entre as estacdes seca e chuvosa. Para contrastar como a diversidade das moscas
parasitoides ocorreu nas diferentes paisagens, os valores de abundancia foram submetidos ao
teste ndo paramétrico de Kruskal -Wallis, respeitando o nivel de significancia de a = 0,05. Para
identificar se a abundancia de moscas nas paisagens diferiram entre si, foi empregado o teste
Post-hoc de Dunn.

As analises foram realizadas através do software estatistico R (r Core Team 2017) e
RStudio (v. 4.2.3). Os pacotes necessarios foram utilizados para cada tipo de analise, os graficos
foram elaborados utilizando o pacote ggplot2 e o software Excel. Figuras apresentando 0s

municipios e respectivas paisagens foram produzidas através do software QGIS (v. 3.16.4).
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5 RESULTADOS

5.1 Porcentagem de parasitoidismo das formigas

Um total de 18.000 operarias de Atta sexdens foi coletado em trés paisagens distintas,
sendo classificadas como: transicdo urbano-florestal (UF); &rea rural-agricola (RA) e éarea
florestal (AF), ao longo das estacOes seca e chuvosa do ano. Para cada paisagem foram 6.000
operarias coletadas. Ao todo 1.979 operarias foram parasitadas por oito espécies de forideos,
resultando em uma porcentagem de 11% de parasitoidismo. Desse total, cerca de 9,4% foram
observados os imaturos, e 1,6% foram obtidos através da disseccdo, onde foram amostradas
290 operarias possuindo larvas/pupas mortas dentro de seus corpos, assim como duas formigas
continham ovo do parasitoide dentro de sua capsula cefalica.

As coletas das operérias ocorreram em ninhos naturais ao longo de doze meses, do
periodo de outubro/2021 a marco/2022, correspondente a estacdo chuvosa e de abril a
setembro/2022, correspondente a estacdo seca da regido de estudo. Ao todo, 24 ninhos distintos
foram utilizados no experimento, pois, em determinadas situacfes ocorria a morte provocado
por iscas inseticidas ou migracdo de olheiros das operarias de A. sexdens, sendo assim, novos
ninhos tinham de ser amostrados. O numero total de ninhos utilizados para a coleta das operarias
em cada paisagem foi de: urbano-florestal utilizou-se dez ninhos; na area rural-agricola
obtiveram-se cinco ninhos e para a area florestal utilizou-se nove ninhos.

As porcentagens totais de formigas parasitadas para cada paisagem diferiram entre si,
em que a Transicdo urbano-florestal apresentou o menor valor com 6,8% (n= 411); Rural-
agricola com 8,6% (n= 518) e Area florestal possuindo a maior porcentagem com 17,5%
(n=1050). Em relacdo ao numero de larvas eclodidas, obteve-se um total de 5.391 larvas, com
maior eclosdo ocorrendo na estacdo seca nas trés paisagens (Tabela 4). O presente trabalho
registrou uma ocorréncia de multipasitismo, onde a mesma formiga foi parasitada pelas
espécies Apocephalus attophilus e Eibesfeldtphora sp., sendo que o caso ocorreu somente em

um ninho da area florestal, com emergéncia de apenas uma das espécies de mosca.
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Tabela 4- Valor total de formigas parasitadas e larvas eclodidas nas trés paisagens separadas
por estacdes chuvosa e seca. (AF) Area Florestal; (RA) Rural-Agricola; (UF) Urbano-

Florestal.
Estacdes AF RA UF Total
Chuvosa

Formigas parasitadas 438 240 183 861

Larvas eclodidas 1.095 682 382 2.159
Seca

Formigas parasitadas 612 278 228 1.118
Larvas eclodidas 1.948 712 572 3.232

Fonte: Dados da pesquisa.

Os resultados obtidos atraves do teste Qui-quadrado demonstram haver diferenca
significativa no parasitoidismo das operarias entreas estagdes chuvosa e seca (y* = 33,37;p =
< 0,001). Esses resultados evidenciam que as espécies de forideos exibem preferéncias quanto
a estacdo para atacar seu hospedeiro, preferindo aestacdo seca.

O Grafico 1 apresenta a porcentagem total de parasitoidismo considerando as trés
paisagens, separadas pela estagdo chuvosa (out-mar) e seca (abr-set). Em cada estacdo do ano,
foram realizadas seis coletas em cada uma das paisagens, transcorrendo uma vez ao més. A
porcentagem maxima mensal de parasitoidismo ocorreu na estacao seca com 1,5%, bem como,

a menor porcentagem mensal também ocorreu na estagéo seca com 0,3%.
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Gréfico 1 - Porcentagem mensal de operérias de A. sexdens parasitadas, de acordo com as
estacGes do ano.
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Fonte: Dados da pesquisa.

5.2 Variaveis abidticas

A precipitacdo e a temperatura média mensal referentes ao periodo de coleta das
operarias estdo presentes no Grafico 2. O més de marco apresentou a maior média de
temperatura, enquanto para precipitacdo, o més de janeiro apresentou 359.6 mm. Logo, a menor
média de temperatura foi observada no més de junho com 17,8°C e o més de julho sendo o

Unico que nao apresentou nenhum indice de precipitacéo.
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Gréfico 2 - Média mensal da Temperatura (°C) e Precipitacdo (mm) de Rio Claro, SP e
regido, ao longo do periodo que sucederam as coletas das operarias de A. sexdens.
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Fonte: Dados da pesquisa.

Para as analises da precipitacdo, foram considerados os milimetros mensais, pois, todas
as coletas nas trés paisagens, ocorreram em dias que ndo houve precipitagdo. Os dados
relacionados a temperatura, umidade relativa do ar e velocidade do vento empregados na
correlagdo de Spearman, foram adquiridos através do CEAPLA e sdo referentes ao dia que
ocorreram as coletas.

A frequéncia de parasitoidismo variou ao longo dos meses em que sucederam as coletas.
Para a paisagem florestal a maior frequéncia de parasitoidismo ocorreu no més de agosto/2022,
o valor total faz referéncia aos ninhos classificados como 1A e 1B e resultaram em 169
formigas, e 523 larvas eclodidas. A média diaria de temperatura e umidade, foi de 18,7°C e
80%, respectivamente, com relacdo a média da velocidade do vento, entre os horarios em que
ocorreram as coletas, foram de 2,4 m/s. Em contrapartida, a menor frequéncia de parasitoidismo
ocorreu no més de abril/2022 com apenas 15 formigas parasitadas e eclosdo de 55 larvas. A
temperatura e umidade referentes ao dia da presente coleta foram 24,5°C e 76%,
respectivamente, com uma média da velocidade do vento em torno de 0,6 m/s. O total de
formigas parasitadas considerando os ninhos 1A e 1B ao longo de um ano de coleta, ndo
apresentou nenhuma correlagdo significativa com nenhuma variavel climéatica. O nimero de

formigas parasitadas apresentou uma tendéncia a correlacdo negativa com a umidade relativa
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do ar, ao qual o maior nimero de formigas parasitadas ocorreu na menor média da umidade.
J& uma tendéncia a correlacdo positiva foi observada para a velocidade do vento, em que o
maior nimero de formigas parasitadas ocorreu com o aumento da velocidade do vento (Grafico

3).

Gréfico 3 - Coeficiente de correlagdo de Spearman (p) para visualizagdo entre nimero total

de formigas parasitadas (ninhos 1A e 1B) e variaveis climaticas referentes as duas estacoes do

ano na area florestal. (A) Temperatura; (B) Umidade relativa do ar; (C) Velocidade do vento;
(D) Precipitacéo.
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Fonte: Dados da pesquisa.

Em relacdo a paisagem rural-agricola 0 més que ocorreu 0 maior nimero de
parasitoidismo foi julho/2022 com 100 operarias parasitadas e eclosdo de 220 larvas, os valores
sdo referentes as coletas feitas nos ninhos classificados como 1A e 1B, sendo que a média diaria
de temperatura e umidade foi de 23,8°C e 58%, respectivamente. J& 0 menor numero de
formigas parasitadas ocorreu no més de margo/2022 com 23 operdrias parasitadas, a
temperatura e umidade ficaram em torno de 23°C e 86%, respectivamente. A Unica correlagdo

significativa apresentada foi para umidade relativa do ar (p=-0.77; p= 0,003), exibindo uma
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correlacdo negativa, com o maior valor de formigas parasitadas ocorrendo na menor média de

umidade. O Grafico 4 apresenta os resultados.

Gréfico 4 - Coeficiente de correlagdo de Spearman (p) para visualiza¢do entre niimero total
de formigas parasitadas (ninhos 1A e 1B) e variaveis climaticas referentes as duas estagdes do
ano na area rural-agricola. (A) Temperatura; (B) Umidade relativa do ar; (C) Velocidade do
vento; (D) Precipitagéo.
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Fonte: Dados da pesquisa.

As coletas que ocorreram na paisagem urbano-florestal tiveram sua maior frequéncia de
formigas parasitadas no més outubro/2021, com 55 operarias parasitadas e eclosdo de 133
larvas. A temperatura girou em torno de 23,8°C e umidade de 75%. O més que apresentou o
menor valor de formigas parasitadas foi janeiro/2022 com apenas 14 formigas e eclosdo de 30
larvas. A temperatura e umidade diaria giraram em torno de 22,3°C e 81%, respectivamente.
Nenhuma correlagdo foi significativa para as variaveis climéticas, porém, ocorreu uma

tendéncia a correlacdo negativa com as varidveis de umidade relativa do ar e precipitagdo, em
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que houve o menor valor de formigas parasitadas enquanto aumentavam a umidade e

precipitacdo (Grafico 5).

Gréfico 5 - Coeficiente de correlagdo de Spearman (p) para visualizagdo entre
namerototal de formigas parasitadas (ninhos 1A e 1B) e varidveis climéticas
referentes as duasestagdes do ano na transi¢do urbano- florestal. (A)
Temperatura; (B) Umidade relativado ar; (C) Velocidade do vento; (D)
Precipitacéo.
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Fonte: Dados da pesquisa.

5.3 Diversidade

No total, 2.494 moscas emergiram em laboratorio, com uma porcentagem de 46,2% de
forideos que chegaram a fase adulta. Esse valor poderia ter sido maior, uma vez gque, muitas
pupas mantidas na B.O.D tiveram a interrupcdo de seu ciclo de vida, provocados pela
presenca de fungo, que ndo foi possivel controlar. As moscas foram mantidas em laboratério,
apenas para observacdo de sua alimentacéo e de seu ciclo de vida.

Os individuos pertencem a oito espécies de forideos parasitoides, e apenas um



49

individuo ndo foi possivel identifica-lo, porém, se tratava de uma espécie nao
pertencente a familia Phoridae (Figura 8), desta forma o mesmo ndo foi considerado nas
andlises de diversidade. A respectiva mosca ocorreu apenas na paisagem urbano-florestal. Do
valor apresentado, 147 moscas correspondiam aos machos do género Eibesfeldtphora, devido
a dificuldade em sua identificacdo por possuirem a mesma morfotipagem, ndo foi possivel
inclui-los nas analises, em que apenas os valores das moscas fémeas foram capazes de ser
representados. Do mesmo modo, 30 forideos parasitoides que se encontravam com 0 COrpo
fragmentado ou com mé& formagéo, também n&do foram considerados, devido a dificuldade na

identificacdo precisa das espécies.

Figura 8 - Espécie ndo identificada. (A) Imagem frontal: Diptera sp.; (B) Imagem

lateral:Diptera sp.

Fonte: Tatiane Domingues.

O género de forideo mais abundante e que apresentou maior riqueza foi Apocephalus
com quatro espécies, sendo: Apocephalus sp. 1, Apocephalus sp. 2, Apocephalus attophilus e
Apocephalus vicosae. O segundo género mais abundante foi Eibesfeldtphora representado
pelas espécies Eibesfeldtphora declinata Borgmeier, Eibesfeldtphora elongata Brown e
Eibesfeldtphora tonhascai Brown, e por ultimo, o género menos frequente em todas as
paisagens e que apresentou apenas uma espécie foi Myrmosicarius grandicornis. A Tabela 5
apresenta os resultados totais das moscas emergidas correspondentes a cada paisagem,

incluindo as espécies identificadas e espécies nao adicionadas nas analises de diversidade.



Tabela 5 - Total de moscas parasitoides emergidasem laboratorio e respectivas paisagens.
AF (Area Florestal); RA (Rural-Agricola); UF (Urbano-Florestal).

Espécies AF RA UF Total
Apocephalus  sp. 1 0 0 7 7
Apocephalus sp. 2 0 1 0 1

Apocephalus attophilus 1.034 653 338 2.025
Apocephalus vicosae 100 55 2 157
Eibesfeldtphora 35 3 10 48
tonhascai
Eibesfeldtphora elongata 23 5 6 34
Eibesfeldtphora declinata 2 11 3 16
Myrmosicarius 3 8 17 28

grandicornis

Machos de 103 19 25 147
Eibesfeldtphora

Phoridae sem ID* 25 4 1 30

Diptera sem ID* 0 0 1 1
(*) sem identificacdo, mosca fragmentada. Fonte: Dados da pesquisa.
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A paisagem florestal apresentou a maior abundancia tanto na estagdo seca (n= 726)
como na estacdo chuvosa (n= 471), a segunda paisagem mais abundante foi rural-agricola com
predominancia na estacdo chuvosa (n=420) e (n=316) para a estacao seca e por fim, a paisagem
que apresentou a menor abundéancia foi a urbana-florestal com resultados maiores na estacao
seca (n=247) em relacdo a estacdo chuvosa, com (n= 136). Entretanto, fundamentado no indice
de alfa diversidade de Shannon-Wiener (H’), na estacdo seca a paisagem urbana-florestal foi a
mais diversa seguido pela paisagem florestal e por dltimo a rural-agricola. Em relacdo a
distribuicdo da densidade relativa das espécies nas paisagens, na estacdo seca, a paisagem que
apresentou a maior equitabilidade foi a urbana-florestal e em segundo a area florestal, e rural-
agricola apresentou a menor equitabilidade.

Referente a estacdo chuvosa, a area florestal deteve a maior equitabilidade, seguida da
rural-agricola e urbano-florestal (Tabela 6).

Tabela 6 - Diversidade total de moscas parasitoides em todas as paisagens e estagdes do ano.
AF (Area Florestal); RA (Rural-Agricola); UF (Urbano-Florestal).

Paisagens Abundéancia Riqueza Shannon- Pielou (J)
Wiener(H’)
s AF 726 6 0.5009088 0.2795626
)
wv
'% RA 316 6 0.4531650 0.2529162
a0
UF 247 6 0.5987887 0.3341903
Paisagens Abundancia Riqueza  Shannon- Pielou (J)
Wiener(H’)
g AF 471 4 0.5573616 0.4020514
3
§ RA 420 7 0.4840065 0.2487302
UT
o
2 UF 136 6 0.4035131 0.2252050

Fonte: Dados da pesquisa.
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O valor de abundéncia e riqueza diferiu entre as estagcbes, em que a estacdo seca
apresentou a maior abundéncia (n= 1.289), porém, com menor riqueza de espécies e estacao
chuvosa possuindo a maior riqueza, com menor abundancia (n= 1.027). O indice total de
Shannon-Wiener e equitabilidade de Pielou entre as estagcbes, demonstrou que a maior
diversidade, equitabilidade e abundancia ocorreram na estagdo seca, no entanto para a riqueza

de espécies, a estacdo chuvosa foi predominante (Tabela 7).

Tabela 7 - Diversidade total de moscas parasitoides nas estacées Seca e Chuvosa.

Estacéo Abundancia Riqueza Shannon- Pielou (J)
Wiener (H’)

Seca 1.289 7 0.5489847 0.2821223

Chuvosa 1.027 8 0.5369431 0.2582150

Fonte: Dados da pesquisa.

5.3.1 Riqueza na paisagem florestal

A espécie A. attophilus apresentou a maior porcentagem de emersdo com 33,9%,
ocorrendo nas duas estacdes do ano. Em apenas um ninho utilizado na estacdo chuvosa nédo
obteve-se nenhuma formiga parasitada por esta espécie. J& a espécie A. vicosae, possuiu um
numero reduzido de ocorréncias e 3,8% da espécie emergiu em laboratorio, com apari¢do nas
duas estacdes e ao menos em cinco ninhos utilizados ndo houve nenhuma formiga parasitada
pela respectiva mosca. E. tonhascai foi a espécie mais abundante do género, emergindo 1,1%,
estando presente também nas duas estacdes. A espécie E. elongata apresentou uma
porcentagem de 0,7% de emersdo com ocorréncia nas duas estacbes. Ndo houve nenhuma
aparicdo das espécies E. declinata e M. grandicornis na estacdo chuvosa, ocorrendo em
baixos nimeros na estacdo seca com a emersao de apenas 2 e 3 individuos, respectivamente.

Ao todo a respectiva paisagem apresentou seis espécies de forideos parasitoides.

5.3.2 Riqueza na paisagem rural-agricola

Nesta paisagem a espécie A. attophilus apresentou a maior emergéncia na estacdo chuvosa,

diferentemente das demais paisagens, com uma porcentagem de 46,7% de emergéncia.
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Apenas trés ninhos utilizados ndo houve o parasitoidismo desse forideo. Ja a espécie A.
vicosae obteve 3,9% de moscas emergidas, entre as duas estacbes do ano. A espécie
Apocephalus sp. 2 esteve presente apenas na paisagem rural, apresentando somente um
individuo na estacdo chuvosa. E. tonhascai apresentou 2 individuos na estacdo chuvosa e 1
individuo na estacdo seca. Emergiram 4 moscas de E. elongata na estacdo chuvosa e apenas 1
mosca na estacdo seca. Em relacdo a espécie E. declinata, entre as duas estacdes, 0,7% das
moscas emergiram. A espécie M. grandicornis apresentou 0,5% de emergéncia e com aparicao

nas duas estacBes. A paisagem rural-agricola apresentou sete espécies ao longo do experimento.

5.3.3 Riqueza na paisagem urbano-florestal

A maior emergéncia da espécie A. attophilus ocorreu na estacdo seca comparado a
estacdo chuvosa, ao todo, 35,4% forideos emergiram. A. vicosae apresentou a emergéncia de
apenas 2 individuos na estacdo chuvosa, sem nenhuma ocorréncia na estagdo seca. A espécie
Apocephalus sp. 1, obteve a emergéncia de uma mosca na estacdo chuvosa e 6 na estacao seca.
Essa espécie teve sua ocorréncia somente na respectiva paisagem. E. tonhascai apresentou uma
porcentagem de 1% de emergéncia, ja a espécie E. elongata cerca de 0,6% das moscas
chegaram a fase adulta, com ocorréncia nas duas estacfes. A espécie E. declinata emergiu
apenas na estacdo seca com 3 moscas. M. grandicornis obteve 1,7% de individuos emergidos

entre as duas estacdes. Sete espécies estiveram presentes na paisagem urbano-florestal.

5.4 ldentificacdo dos forideos parasitoides

A identificacdo das espécies foi possivel gracas a morfologia particular do ovipositor
de cada espécie, da mesma maneira que, o comportamento que difere em determinadas
espécies, exceto para machos do género Eibesfeldtphora e Phoridae que ndo foram possiveis
identificar devido a fragmentacdo de seu corpo. Em circunstancias onde a mosca adulta ndo
emergiu, foi possivel identificar o género ou espécie através de observacdes e caracteristicas
registradas na literatura (Quadro 2).

A espécie A. attophilus produziu de 1 a 19 larvas por hospedeiro, como foi observado

na presente pesquisa, sendo um dos fatores que tornou essa espécie a mais abundante em
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todas as paisagens e em todos os ninhos amostrados. As larvas dessa espécie costumam
abandonar o corpo da formiga para empupar no ambiente externo. J& para o género
Eibesfeldtphora e Myrmosicarius o nimero de larvas apresentado foi de apenas um por
individuo, com posi¢cdes de alojamento diferentes no corpo da formiga. A larva de
Eibesfeldtphora permanece alojada na musculatura da mandibula da formiga durante todo o
periodo de desenvolvimento, diferentemente da larva de Myrmosicarius que geralmente fica
alojada dentro da capsula cefélica da formiga do lado direito. A espécie A. vicosae, quando
larva, migra para a regido do térax da formiga, permanecendo alojada no local até a
emergéncia do adulto. Na Figura 9 estdo representadas as espécies identificadas de moscas

parasitoides da A. sexdens que emergiram em laboratério.

Quadro 2 - Sinais de parasitoidismo de cada espécie de mosca parasitoide.

Espécies Sinais de parasitoidismo Referéncias

Presenca de larvas dentro do (BRAGANCA;

corpo ou fora do hospedeiro, o MEDEIROS, 2006; Em
numero de larvas pode variar de prep. DOMINGUES et

Apocephalus attophilus

1 a 19, e geralmente as larvas al., 2023).
abandonam o corpo da formiga

pelas mandibulas.

Abertura da regido do pronoto e (BRAGANCA:

propleura onde se observa a MEDEIROS, 2006).
presenca de uma Unica larva ou

Apocephalus vicosae

pupa do parasitoide.

Presenca de uma unica pupa (BRAGANCA, 2011).
alojada entre a musculatura das

Eibesfeldtphora spp.
mandibulas.

Cabeca do hospedeiro com as (TONHASCA et al.;

Myrmosicarius mandibulas desprendidas, lateral 2001).

randicornis .
g esquerda da cabeca translicida e

lado direito escura.

Fonte: Dados da pesquisa.



55

Figura 9 - Espécies de moscas parasitoides emergidas de A. sexdens em laboratorio. (A)
Apocephalus attophilus; (B) Apocephalus vicosae; (C) Apocephalus sp. 1; (D) Imagem lateral do
ovipositor de Apocephalus sp. 2; (E) Eibesfeldtphora declinata; (F) Eibesfeldtphora elongata; (G)

Eibesfeldtphora tonhascai; (H) Myrmosicarius grandicornis.

0,5mm A 0,5 mm

_05mm 0.16 mm

0,5 mm

*mosca fragmentada, sem imagens do corpo Fonte: Tatiane Domingues.
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5.5 Paisagens

A paisagem urbano-florestal contém maiores areas de edificacdo, da mesma maneira
que possui uma extensa area de cerrado e poucas areas de vegetacdo natural, 0 que pode estar
atrelado as menores porcentagens de parasitoidismo e menor abundancia dos forideos
parasitoides, seguindo o pressuposto das hipdteses testadas, em que quanto menor a cobertura
vegetal, menor sera a dinamica das espécies. Além disso, outro fator que pode ter interferido
nos resultados apresentados, estd atrelado a interferéncia humana, com metodologias de
controle em ninhos da A. sexdens utilizados durante o experimento, com aplicacdo de iscas
inseticidas observadas em determinados ninhos, impossibilitando desta forma na utilizagdo dos
mesmos.

Em relacdo a paisagem rural-agricola, a mesma, contém um alto grau de processos
agricolas proximos das localizagdes do ninhos amostrados. Os respectivos ninhos utilizados
se encontravam em locais de transi¢ao entre area de pastagem e area de protecdo permanente
(APP). A propriedade em que ocorreu 0 experimento também possuia atividades de pecuaria
de corte. Os animais presentes nas areas em que se encontravam os ninhos de A. sexdens
provocaram mudangas nas atividades das operarias, como a modificacdo de olheiros para areas
onde 0s bovinos ndo possuiam acesso. Além disso, fez-se necessario a troca de certos ninhos,
nas circunstancias que os mesmos sofreram com a interferéncia dos animais.

A paisagem florestal possui a maior area de cobertura vegetal e foi também a que
apresentou maior sucesso em nivel de abundancia e formigas parasitadas. No entanto, foi
necessario substituir determinados ninhos, pois ocorreram mudancas na posi¢cdo dos olheiros,
para locais de mata fechada com dificil acesso. A maior parte dos ninhos se encontravam em
espacos de trilhas, muitas delas, possibilitando o0 acesso a passagem de pedestres e veiculos.

Comparando os valores de abundancia dos forideos nas diferentes paisagens, atravées do
teste Kruskal-Wallis, foi possivel observar que houve diferenca significativa entre as
paisagens, o teste Post-hoc de Dunn demonstra que a paisagem florestal e rural-agricola ndo
difere entre si, mas entre a paisagem florestal e urbano-florestal, apresentaram diferencas

significativas (Quadro 3).
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Quadro 3 - Resultados do teste Kruskal-Wallis e teste Post-hoc de Dunn referentes a
abundéancia de moscas parasitoides entre as paisagens.

Kruskal-Wallis X? p valor
Paisagens 9.9163 0,0070
Post-hoc de Dunn p valor
Florestal - Rural 1
Florestal - Urbano 0,0065
Rural - Urbano 0,0916

Fonte: Dados da pesquisa.

O Gréfico 6 apresenta os resultados em relacdo a abundancia das moscas, e diferenca

significativa entre duas paisagens.

Grafico 6 - Visualizagcdo da mediana e desvio padrdo. As barras representam o desvio padréo;
linhas continuas atravessando a barra representam a mediana e circulos coloridos representam
valores de abundéancia. Letras distintas indicam os valores significativamente diferentes.
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Fonte: Dados da pesquisa.
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Na presente pesquisa, foram observadas diferencas nos fluxos das espécies de
forideos. Diferentes padrfes de ocorréncias sucederam em determinados ninhos pertencentes
a mesma paisagem. Como exemplo, a espécie Apocephalus sp. 1 ocorreu apenas no ninho
classificado como 1B na paisagem urbano-florestal; o mesmo foi observado para a espécie
Apocephalus sp. 2 ocorrendo apenas no ninho classificado como 1A na paisagem rural-
agricola, ja as espécies E. declinata e E. tonhascai, ocorreram somente no ninho 1B na mesma
paisagem. A espécie M. grandicornis apresentou sua ocorréncia no ninho 1B da paisagem
florestal, sendo a Unica aparicdo da espécie na respectiva paisagem. A Figura 10 demonstra as
ocorréncias e total de individuos que emergiram em laboratorio. J& a espécie A. attophilus

teve sua ocorréncia em todos os ninhos e todas as paisagens.
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Figura 10- Namero total de emergéncia em laboratorio das espécies de moscas parasitoides e
ocorréncia nos respectivos ninhos amostrados em cada paisagem. Palavras 1A e 1B fazem
referéncias aos ninhos utilizados. (RA) Rural-Agricola; (AF) Area Florestal; (UF) Urbano-

Florestal. Alargura dos arcos € proporcional a quantidade para cada espécie.

Apocephalus sp. 2: 1

1A - RA: 465

1B - RA: 271

1A - AF: 574 A. attophilus: 2.025

1B - AF: 623

A. vicosae: 157

1A - UF: 195

== E. elongata: 34

1B - UF: 188 M. grandicornis: 28

E. declinata: 16
E. tonhascai: 48

Apocephalus sp. 1: 7

Fonte: Dados da pesquisa.
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6 DISCUSSAO

As trés paisagens apresentaram diferentes graus de antropizacdo, representando um
dos fatores que provocou em um total de nimero desigual de ninhos em cada paisagem. Os
resultados obtidos demonstram indicios dos efeitos do maior grau de antropizacdo nas
paisagens, promovendo assim, reducdo na abundancia de forideos parasitoides, da mesma
maneira que, um menor nimero de formigas parasitadas. De modo geral, os resultados
sugerem que quanto menores as ac¢des antrépicas, maior serd o numero de operarias
parasitadas e abundancia de forideos, no entanto, o resultado para riqueza ndo seguiu esse
padrdo. O mesmo foi observado para a especie de formiga-cortadeira Acromyrmex niger
Smith, em uma area da Mata Atlantica, no qual ocorreu a diminui¢do da riqueza de géneros,
abundancia das moscas parasitoides e menores taxas de formigas parasitadas em locais com
uma maior perda da superficie florestal (BARRERA, 2016).

Foram identificadas oito espécies de forideos parasitoides de Atta sexdens, das quais,
seis espécies ja foram relatadas como parasitoides da satva-limdo. As espécies E. elongata, E.
declinata e E. tonhascai (DISNEY et al., 2009; URIBE et al., 2014), pertencentes anteriormente
ao género Neodohrniphora, foram observadas realizando ataques as operarias de A. sexdens em
trilha de forrageamento (SILVA et al., 2007). No presente trabalho, as trés espécies ocorreram
nas trés paisagens, e com predominancia na estacdo chuvosa do ano, possuindo uma taxa de
parasitoidismo de 0,54%. Silva et al. (2008), observaram a maior ocorréncia das trés especies
do género Eibesfeldtphora, enquanto ainda eram classificadas como Neodohrniphora, entre 0s
meses de setembro-outubro, correspondente ao inicio da estacdo chuvosa do local de estudo. O
género Neodohrniphora atualmente é tido como parasitoide especifico do género Acromyrmex
(BARRERA et al., 2017), e o género Eibesfeldtphora é considerado parasitoide especifico do
género Atta (ELIZALDE; FOLGARAIT, 2010; 2012).

As espécies Apocephalus sp. 1 e Apocephalus sp. 2, necessitam de confirmacdo de
especialista para a identificacdo precisa das espécies. Diante disso, ndo foi possivel afirmar
sobre o sistema de interacdo dessas espécies com a salva-limdo, uma vez que no presente
trabalho foi observado apenas sete individuos do Apocephalus sp. 1 e um individuo do
Apocephalus sp. 2. O género Apocephalus foi o mais diverso, e responsavel pela maior

porcentagem de parasitoidismo com 12,2% considerando as quatro espécies amostradas.
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Pesquero et al. (2010) encontrou 78,2% total de parasitoidismo pela espécie Apocephalus
attophilus em A. sexdens. Para a espécie de formiga-cortadeira Atta laevigata Smith, o
género Apocephalus provocou cerca de 67% de parasitoidismo em &rea de vegetacdo natural
(PIMENTEL et al., 2021). J& em &reas urbanas, essa espécie provocou uma taxa de 46,2% em
operérias de A. laevigata presentes em sua trilha de forrageamento (SOUZA, 2021). A alta
abundéancia desse forideo parasitoide, se d& por seu habito na fase larval de abandonar o corpo
do hospedeiro apds provocar a morte do mesmo. J& foi observada a variacdo de 1 a 15 larvas
de A. attophilus por hospedeiro (FARDER-GOMES et al., 2016), 1 a 17 larvas (GALVAO,
2016) e de 1 a 19 imaturos por hospedeiro como foi observado no presente estudo, sendo o
maior nimero de larvas registrado até o momento, visto que o maior valor até entdo
observado foi de 18 imaturos dentro de uma operaria (PEREIRA, 2020). Foi observado
também que o tempo de vida das operarias parasitadas pelo A. attophilus era menor
comparando-o com as demais espécies de forideos. Apos a coleta em campo, essas
operarias sobreviviam em torno de trés dias em laboratorio, 0 que provavelmente esta
associado com a répida evolucdo do imaturo dentro do corpo do hospedeiro, e
consequentemente, o rapido consumo do conteddo interno das operarias, diminuindo assim sua
sobrevivéncia (BRAGANCA et al., 2016). O mesmo foi observado por Souza (2021), em que
as operarias apresentaram uma média de sobrevivéncia de 2,8 dias apds a coleta em campo.

A espécie Apocephalus vicosae foi mais abundante na paisagem florestal e apresentou
uma escassa ocorréncia na paisagem urbano-florestal, diferentemente da espécie
Myrmosicarius grandicornis, que apresentou sua menor ocorréncia na area florestal e uma
maior abundancia na paisagem urbano-florestal. Ao longo de um ano de experimento apenas
28 moscas da espécie M. grandicornis emergiram; sua baixa ocorréncia também foi observada
por Tonhasca et al. (2001), sendo que o autor afirma que esse forideo € restrito aos meses
secos e frescos, 0 mesmo aconteceu no presente estudo, em que a espécie teve sua maior
ocorréncia na estacdo seca. JA Galvdo et al. (2019) também observaram as baixas taxas de
parasitoidismo causados por esse forideo, no entanto, os efeitos da umidade e precipitacdo
foram os fatores importantes para o parasitoidismo de A. sexdens em uma area de floresta
primaria da Mata Atlantica.

A porcentagem de parasitoidismo de 11% relatada neste experimento foi superior aos

demais trabalhos realizados em diferentes ambientes e estagdes do ano para a espécie Atta
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sexdens. Galvao (2016) obteve um total de 5,3% de parasitoidismo provocados por cinco
espécies de forideos, em trés ambientes distintos. Um menor valor de parasitoidismo também
foi relatado por Arruda et al. (2018), nas estagOes seca e chuvosa do ano, com uma taxa de 2,2%
para as formigas da espécie Atta sexdens e Atta laevigata. A taxa total de 12,9% de
parasitoidismo ja foi relatada na literatura, porém, esse valor foi atribuido totalizando o
parasitoidismo das espécies A. sexdens e A. laevigata em area de cerrado (PESQUERO et al.,
2010). Uma das maiores taxas relatadas até o momento para o género Atta ocorreu na
Argentina, com uma taxa de 35%, com o registro relacionado a um ninho da espécie Atta
vollenweideri Forel, provocada pela espéecie Eibesfeldtphora trilobata Disney (ELIZALDE;
FOLGARAIT, 2011). Ja para a espécie Atta laevigata foi observada uma porcentagem de
40% em alguns dos ninhos amostrados (PIMENTEL, 2017).

O caso de multiparasitismo também foi observado, no entanto obteve-se apenas uma
ocorréncia. A operaria em questdo estava parasitada pelo género Eibesfeldtphora sp. e pela
espécie Apocephalus attophilus, possuindo somente um individuo, sendo o Unico a chegar em
sua fase adulta. Ja o género Eibesfeldtphora sp. permaneceu alojado na mandibula da operaria
com o desenvolvimento do par de cornos respiratorios, mas sem emergéncia do adulto. O
primeiro relato de multiparasitismo foi feito por Braganca et al. (2016), com o episodio
ocorrendo em cinco operéarias de espécies distintas. Trés operarias pertencentes a A. laevigata
apresentaram a combinacéo das espécies A. attophilus e A. vicosae; uma operaria de A. sexdens
apresentou a combinacéo das espécies A. vicosae e M. grandicornis; e por ultimo, uma operaria
também da espécie A. sexdens dispds da combinacdo de A. attophilus e Eibesfeldtphora sp.
como observado no presente estudo, 0 autor menciona que ocorreu a emergéncia de todos 0s
individuos.

Sabe-se, que as variaveis abioticas e bidticas podem influenciar no desempenho dos
organismos, como na interacdo entre hospedeiros e parasitoides (SIVINSKI et al., 2000).
Fatores como umidade relativa do ar e temperatura podem modificar na riqueza de espécies,
abundancia, reproducdo e distribuicdo dos insetos (ARANDA; GRACIOLLI, 2015;
FOLGARAIT et al., 2007). Diferentes espécies de forideos parasitoides demonstraram
possuir preferéncias por diferentes condicdes climaticas (BRAGANCA; MEDEIROS, 2006). O
mesmo foi observado para forideos parasitoides de outros géneros de formigas; por exemplo, a
mosca parasitoide da espécie Pseudacteon planidorsalis demonstrou preferéncia pela estacéo
mais seca, diferentemente da espécie Pseudacteon laciniosus que apresentou maior ocorréncia
na estacdo chuvosa (REESE; PHILPOTT, 2012).
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As variaveis climéaticas observadas ao longo dos meses em que sucederam o0s
experimentos do presente trabalho ndo demonstraram ser um dos fatores relevantes para ocorrer
0 parasitoidismo nas operérias, levando em conta as trés paisagens. Apenas foi possivel
observar que em pelo menos duas paisagens, os maiores valores de formigas parasitadas deram-
se com as menores médias da umidade relativa do ar, ocorrendo também, esse padrdo com 0s
menores milimetros de pluviosidade. No estudo realizado por Pereira et al., (2022), os autores
demonstram que a temperatura foi a variavel mais importante para o parasitoidismo provocado
pelas espécies Eibesfeldtphora spp. e A. attophilus. Em experimentos realizados no
laboratorio, a fim de testar as melhores condigdes de sobrevivéncia das moscas parasitoides de
Acromyrmex lundii e Atta vollenweideri, foram testadas diferentes variages de temperatura e
umidade, em que os valores controlados em 24 + 1°C e 80 + 10%, respectivamente, foram ideais
para a criacdo de todas as espécies de forideos, enquanto as condi¢des de 20 + 1°C e 80 £ 10%,
respectivamente, foram ideais para manter os adultos vivos por periodos mais longos
(GUILLADE; FOLGARAIT, 2014). As autoras confirmaram haver interferéncia na
sobrevivéncia dos forideos sob condigdes controladas. Contudo, em ambiente natural as
variaveis ambientais também nao apresentaram influéncias na riqueza de forideos, e o fator
mais importante foi a abundancia de formigas, demonstrando que, quanto maior o numero de
formigas presentes em um transecto, maior foi a riqueza de forideos observada (ELIZALDE;
FOLGARAIT, 2010).

O fator sazonalidade foi 0 mais importante para as ocorréncias de parasitoidismo e
abundancia total das moscas, no entanto, a respeito da riqueza de espécies ocorreu uma
divisdo entre as respectivas estacbes. A. attophilus; A. vicosae; Apocephalus sp. 1 e M.
grandicornis, tiveram sua maior emergéncia na estacdo seca, ja por outro lado, Apocephalus
sp. 2; E. tonhascai; E. elongata e E. declinata possuiram a maior emergéncia na estacao
chuvosa. Se tratando de riqueza encontrada em um mesmo local, o maior nimero registrado na
literatura atéo momento era de cinco espécies (BRAGANCA et al., 2002; BRAGANCA et al.,
2016; GALVAO et al., 2019; PESQUERO et al., 2010). No presente estudo, tanto para a
paisagem rural-agricola como para urbano-florestal, foram amostrados sete espécies, se
tornando o maior registro até 0 momento.

Apesar de as paisagens urbano-florestal e area florestal serem proximas e com certas
semelhancas de fragmentos florestais, apresentaram significativamente diferencas entre a
abundéncia de moscas, 0 que pode estar relacionado com os diferentes niveis de perturbacéo

antropica. Embora os valores totais tenham se divergido, o forideo A. attophilus foi a espécie
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que apresentou uma melhor adaptacao nas trés paisagens, pois, 0 mesmo se sobressaiu a todas

as outras espécies juntas, sendo uma espécie relevante para o controle de cortadeiras.
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7 CONCLUSOES

A dindmica de parasitoidismo das operarias de Atta sexdens por forideos parasitoides
aqui observados, indica que a paisagem é um fator importante na interacéo entre as formigas-
cortadeiras e seus inimigos naturais, ficando claro sobre a importancia em se manter
preservadas areas de vegetacdo natural para a dindamica desses grupos. Dessa maneira, a
paisagem florestal, deteve um menor nivel de interferéncia humana favorecendo no maior valor
de formigas parasitadas, bem como, o maior numero de forideos emergidos, diferentemente da
paisagem urbano-florestal, possuindo a menor abundéncia e parasitoidismo. No quesito riqueza
das espécies, foi visto que a paisagem rural-agricola e urbano-florestal possuiram os mesmos
valores, 0 que leva a conclusdo que as especies podem estar sofrendo diferentes adaptacoes.

De modo geral, foi nitido que as diferentes estacGes do ano também inferiram nos
resultados, no qual o maior parasitoidismo e abundéncia ocorreu na estacao seca, esse resultado
sugere que deve ser dada uma maior atencdo a esse fator, assim como, as variaveis abidticas
para uma melhor compreenséo sobre a interacdo entre 0s grupos.

O alto indice de parasitoidismo registrado demonstra o potencial das moscas
parasitoides para serem consideradas em programas de biocontrole das formigas-cortadeiras,
em especial a espécie Apocephalus attophilus, no qual, apresentou uma melhor adaptacdo nas
trés paisagens, assim como, no maior numero de individuos, apresentando também 19 larvas
em um Unico hospedeiro.

Em sintese, a presente pesquisa enfatiza a importancia do estudo sobre a diversidade do
grupo Phoridae em diferentes locais, assim como, a importancia sazonal para uma melhor

compreensdo da dindmica entre formigas-cortadeiras e forideos parasitoides.
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