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RESUMO

PEREIRA, Renata Cunha; D.Sc.; Universidade Estadual do Norte Fluminense
Darcy Ribeiro. Fevereiro de 2020. Sazonalidade, preferéncia por hospedeiro e
biologia de forideos parasitoides da formiga-cortadeira Atta sexdens. Orientador:
Omar Eduardo Bailez.

Forideos parasitoides da familia Phoridae sdo inimigos naturais com potencial
para serem utilizados no controle biolégico das formigas-cortadeiras. E importante
conhecer sobre a variagcdo anual do parasitismo, as preferéncias do parasitoide
por hospedeiros, seu ciclo bioldgico e capacidade reprodutiva. Os objetivos foram:
1) verificar se existe variacdo na taxa de parasitismo causada por forideos a
formiga-cortadeira Atta sexdens; 2) verificar se o forideo Eibesfeldtphora
tonhascai manifesta preferéncia por espécie ou por tamanho de hospedeiro e 3)
determinar o ciclo bioldgico e a fecundidade de E. tonhascai. Duzentas operarias
de A. sexdens foram mensalmente coletadas, durante dois anos, de cinco ninhos
em area de Mata Atlantica. As taxas de parasitismo foram calculadas e o efeito
das variaveis climaticas sobre o parasitismo foi calculado mediante analise de
trilha. Testes de preferéncia foram feitos colocando fémeas de E. tonhascai com
operarias de distintos tamanhos e de duas espécies de Atta. As frequéncias de
voos de inspecdao, de tentativas de ataque e de ataques efetuados pelo forideo as
formigas foram registradas e calculados a taxa de parasitismo e de emergéncia
para cada espécie e o tamanho do hospedeiro. Para determinar o ciclo biolégico
de E. tonhascai uma fémea foi colocada em uma arena de ataque com operarias

vii



de A. sexdens e registrou-se a duracdo dos estadios ovo-larva, pupa e a
longevidade de adultos. FEmeas adultas de E. tonhascai coletadas no campo e
recém-emergidas foram sacrificadas e efetuou-se a contagem de ovos. A taxa de
parasitismo na formiga A. sexdens foi de 5,8 %, causada pelos forideos
Apocephalus attophilus (4,2 %), E. tonhascai e Eibesfeldtphora bragancai (1,4 %)
e Myrmosicarius grandicornis (0,2 %). O parasitismo de A. attophilus e de
Eibesfeldtphora spp. apresentou variagdo sazonal. A temperatura teve efeito
negativo significativo sobre o parasitismo total e das espécies A. attophilus e
Eibesfeldtphora spp. O efeito negativo da umidade influenciou o parasitismo de
Eibesfeldtphora spp. e os efeitos negativos da precipitacdo e umidade afetaram
M. grandicornis. As fémeas de E. tonhascai manifestaram preferéncia pelas
operarias maiores e ndo discriminaram entre A. sexdens e Atta laevigata, mas a
taxa de emergéncia foi superior em A. sexdens. O ciclo biologico de E. tonhascai
teve duracéo total de 34,6 = 0,1 dias (11,7 + 0,9 dias do estadio ovo/larva e 22,9 +
0,1 da pupa) e a longevidade do adulto foi de 2,1 + 0,1 dias. As fémeas coletadas
no campo tiveram entre 5 e 62 0ovosS em seus OVarios e as emergidas em
laboratoério entre 16 e 35 ovos. Concluimos que a taxa de parasitismo causada
pelo forideo A. attophilus em operarias A. sexdens é sazonal. A fémea de E.
tonhascai prefere operarias maiores, ndo discriminam a espécie hospedeira, mas
h& uma maior emergéncia no hospedeiro A. sexdens. A duracdo total do ciclo
bioldgico de E. tonhascai € em média de 34 dias e fémeas coletadas no campo
possuem mais ovos que fémeas emergidas em laboratério, o que indica que E.
tonhascai € um parasitoide sinovigénico porgue ha incremento do nimero de ovos

apos a emergéncia do adulto.
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ABSTRACT

PEREIRA, Renata Cunha; D.Sc.; Universidade Estadual do Norte Fluminense
Darcy Ribeiro. February, 2020. Seasonality, host preference and biology of
parasitoid phorids of the leaf-cutting ant Atta sexdens. Advisor: Omar Eduardo
Bailez.

Parasitoid phorid of the Phoridae family are natural enemies with potential to be
used in the biological control of leaf-cutting ants. It is important to know about the
annual variation of parasitism, the preferences of the parasitoid for hosts, the
biological cycle and reproductive capacity. The objectives were: 1) to verify if there
is variation in the rate of parasitism caused by phorids to the leaf-cutting ant Atta
sexdens; 2) verify if the phorid E. tonhascai has a preference either for a host
species or a worker ant size and 3) determine the biological cycle and fertility of E.
tonhascai. Two hundred workers of A. sexdens were collected monthly, for two
years, in five nests located in the Atlantic Forest. Parasitism rates were calculated
and the effect of climatic variables on parasitism was calculated through trail
analysis. Preference tests were carried out by placing E. tonhascai females with
workers of different sizes and two species of Atta. The frequencies of inspection
flights, attempted attacks and attacks carried out by the phorid against ants were
recorded and the parasitism and emergency rates were calculated for each
species and host size. To determine the biological cycle of E. tonhascai, a female
was placed in an attack arena with workers from A. sexdens and the duration of

the stages egg-larvae, pupa and adult longevity were recorded. Adult females of



E. tonhascai collected in the field and newly emerged were sacrificed and egg
counting was carried out. The parasitism rate in the ant A. sexdens was 5.8 %,
caused by the phorids Apocephalus attophilus (4.2 %), E. tonhascai and
Eibesfeldtphora bragancai (1.4 %) and Myrmosicarius grandicornis (0.2 %). The
parasitism of A. attophilus and Eibesfeldtphora spp. presented seasonal variation.
Temperature had a significant negative effect on total parasitism and of the
phorids A. attophilus and Eibesfeldtphora spp. The negative effect of humidity
influenced the parasitism of Eibesfeldtphora spp. and the negative effects of
precipitation and humidity affected M. grandicornis. The females of E. tonhascai
showed preference for the larger workers and did not discriminate between A.
sexdens and Atta laevigata, but the rate of emergence was higher in A. sexdens.
The biological cycle of E. tonhascai had a total duration of 34.6 + 0.1 days (11.7
0.9 days of the egg/larva stage and 22.9 + 0.1 of the pupa) and the adult longevity
was 2.1 + 0.1 days. Females collected in the field had between 5 and 62 eggs in
their ovaries and those emerged in the laboratory between 16 and 35 eggs. We
conclude that the rate of parasitism caused by the phorid A. attophilus in A.
sexdens workers is seasonal. Females of the E. tonhascai emerged from A.
sexdens ants prefer larger sized workers and not for a host species, but that the
adult emergence rate is higher in the species A. sexdens. The total duration of the
E. tonhascai biological cycle is on average 34 days and females collected in the
field have more eggs than females emerged in the laboratory, which indicates that
E. tonhascai is a synovigenic parasitoid because there is an increase in the

number of eggs after adult emergency.



1. INTRODUCAO

Em culturas agricolas e florestais consideram-se pragas 0s organismos
que em situacdo de desequilibrio provocam danos econbémicos as culturas
(Machado et al., 2007). A diversificagdo dos ambientes eleva a biodiversidade e
favorece o equilibrio dos sistemas agricolas, o que reduz a probabilidade de
aparecimento de pragas (Almeida et al., 2008). Por outro lado, as monoculturas, o
desmatamento e a fragmentacédo de habitats afetam a biodiversidade de inimigos
naturais e favorecem a ocorréncia de pragas (Forti et al., 2006).

As formigas-cortadeiras (Himenoptera: Formicidae), do género Atta Mayr
(Myrmicinae: Attini) estdo entre os insetos herbivoros dominantes dos neotrépicos
(Montoya-Lerma et al., 2012). No Brasil, Atta sexdens Linnaeus e Atta laevigata
Smith apresentam a mais ampla faixa de distribuicdo. Estas espécies cortam
grandes quantidades de material vegetal e o transportam para o interior dos
ninhos onde cultivam um fungo simbionte do qual se alimentam. Por esta razéo,
sdo consideradas pragas de importancia econémica (Della Lucia et al., 2014).

O meétodo mais utilizado para o controle das formigas-cortadeiras € o
quimico e se baseia no uso de iscas com inseticida, principalmente com a
sulfluramida e fipronil (Della Lucia et al., 2014). Estas duas substancias
apresentam alto risco de contaminacdo ambiental e sédo de uso restrito em areas
certificadas pela Forest Stewardship Council, FSC (Bailez, 2016). No ano de 2015
ambas as substancias foram listadas como pesticidas altamente perigosas pelo

FSC e existe previsdo de proibicdo em areas florestais certificadas no Brasil



(Zanuncio et al., 2016). Além disso, a sulfluramida foi incluida como Poluente
Organico Persistente no anexo B da Convencdo de Estocolmo (Stockholm
Convention on POP, 2009).

A necessidade de controlar as formigas-cortadeiras de maneira eficiente e
sustentavel intensificou as pesquisas que buscam explorar alternativas ao método
de controle quimico (Guillade e Folgarait, 2014). Os forideos parasitoides
(Diptera: Phoridae) de formigas-cortadeiras sao inimigos naturais que
representam uma alternativa para serem utilizados no controle biolégico destas
formigas (Galvao et al., 2019). No Brasil, os principais géneros de forideos sao
Apocephalus Coquillett, 1901, Myrmosicarius Borgmeier, 1928 e Eibesfeldtphora
Disney, 2009 (=Neodohrniphora) (Disney et al., 2009; Uribe et al., 2014). Estes
parasitoides ovipositam no corpo das formigas e provocam a morte do hospedeiro
atacado (Guillade e Folgarait, 2015). As taxas médias de parasitismo em
formigas-cortadeiras sdo, geralmente, de 2% a 5% (Elizalde e Folgarait, 2011;
Galvao et al., 2019), mas valores proximos a 40% foram verificados em ninhos
amostrados no campo (Elizalde e Fogarait, 2011; Pimentel, 2017).

Nos Estados Unidos os forideos Pseudacteon sédo utilizados para controle
biolégico da formiga invasora Solenopsis invicta (Chen e Fadamiro, 2017).
Métodos de criagdo em laboratério desses parasitoides foram desenvolvidos e
pelo menos seis espécies de Pseudacteon foram liberadas no ambiente. Mas,
esta liberacdo sO6 ocorreu apOs pesquisas sobre ecologia, biologia e sobre as
relacGes parasitoide-hospedeiro serem realizadas (Chen e Fadamiro, 2017).

Estudos sobre a bioecologia e comportamento de algumas espécies de
forideos de formigas-cortadeiras ja foram realizados no Brasil (Braganga et al.,
2002; Silva et al., 2007; 2008; Gazal et al., 2009; Arruda et al., 2019; Galvéo et al.,
2019). Entretanto, poucos estudos foram realizados para avaliar se existe um
padréo de distribuicdo ao longo dos anos da taxa de parasitismo de forideos em
A. sexdens e pouco se conhece sobre as preferéncias dos parasitoides pelos
seus hospedeiros, o ciclo biolégico e fecundidade das espécies.

Os objetivos do trabalho foram: 1) verificar se ha um padrdo de
distribuicdo temporal do parasitismo causado por forideos a formiga A. sexdens;
2) verificar se o forideo E. tonhascai manifesta preferéncia por tamanho e por
espécie hospedeira e 3) estabelecer a duracdo dos estadios do ciclo biolégico e

estimar a fecundidade de fémeas de E. tonhascai.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Formigas-cortadeiras

As formigas séo insetos sociais pertencentes a ordem Hymenoptera,
familia Formicidae (Hoélldobler e Wilson, 1990). Dentro da subfamilia Myrmicinae
se encontra a tribo Attini, cujas espécies se caracterizam por cultivar um fungo
simbionte do qual se alimentam. Esta tribo agrupa 297 espécies distribuidas entre
0S géneros Apterostigma, Attaichnus, Cyphomyrmex, Kalathomyrmex,
Mycetagroicus, Mycetarotes, Mycetophylax, Mycetosoritis, Mycopepurus,
Myrmicocrypta, Paramycetophylax, Pseudoatta, Sericomyrmex, Trachymyrmex,
Atta e Acromyrmex (Gallo et al., 2002). Entre as formigas da tribo Attini se
destacam as formigas-cortadeiras, que pertencem aos géneros Atta Mayr
(sativas) e Acromyrmex Fabricius (quenquéns) (Holldobler e Wilson, 1990).

O alto nivel de organizacao social e a eficiente estratégia de coleta de
alimento torna possivel as formigas-cortadeiras atingir colénias populosas, que se
comportam como um superorganismo (Della Lucia e Souza, 2011). As formigas-
cortadeiras possuem a casta reprodutora (fémeas e machos férteis) e a casta das
operarias (fémeas estéreis). As operarias podem apresentar subcastas
morfologicamente diferentes (polimorfismo) e desempenham diferentes funcdes
dentro da col6nia (polietismo) (Holldobler e Wilson, 1990).

As formigas-cortadeiras ocorrem em todos 0s paises do continente

americano desde o sul da Argentina até o sul dos Estados Unidos, com excecao



do Chile (Weber, 1972; Della Lucia, 2011). Do ponto de vista ecologico estas
formigas sé@o consideradas engenheiras dos ecossistemas naturais, como nas
florestas tropicais, devido as alteragfes fisicas e quimicas do solo e a regulacao
das comunidades vegetais (Griffiths et al., 2018). Por outro lado, sob o ponto de
vista econbmico, as formigas-cortadeiras podem ser consideradas pragas
importantes. Espécies do género Atta sédo relatadas como pragas importantes em
lavouras da regido neotropical (Montoya-Lerma et al., 2012). Atta sexdens
Linnaeus, 1758 e Atta laevigata Smith (1958) sao consideradas pragas de grande
importancia econdmica no Brasil, especialmente em ambientes agricolas e em
florestas plantadas, devido as perdas que provocam e por serem de dificil controle
(Della Lucia, 2011; Montoya-Lerma et al., 2012).

2.2 Controle de formigas-cortadeiras

O método mais utilizado para o controle das formigas-cortadeiras é o
quimico e baseia-se principalmente no uso de iscas inseticidas (Zanetti et al.
2014). A sulfluramida e o fipronil sdo os principios ativos inseticidas mais
utilizados. No entanto, problemas ambientais e de toxicidade a organismos nédo
alvos foram associados a estas duas substancias em diversos estudos (Guillade e
Folgarait, 2014; Zanetti et al., 2014; Goffré e Folgarait, 2015; Khan e Khan, 2015).

A sulfluramida tem como produto base na sua fabricacdo o
perfluorooctano (PFOSF - Perfluorooctano Sulfonyl Fluoride). Ao se degradar no
ambiente, a sulfluramida libera sulfonato de perfluorooctano (PFOS) e fluoreto de
perfluroctano sulfonilo (PFOSF), que sdo substancias poluentes, persistentes e
bioacumulaveis no ambiente (Gilllam et al., 2016). Por esta razdo, em 2009, a
sulfluramida foi incluida no anexo B da Convencédo de Estocolmo sobre Poluentes
Organicos Persistentes (POPs) com perspectivas de proibicdo no Brasil até o ano
de 2021 (Zanetti et al., 2014; Bailez, 2016; FSC, 2017).

O fipronil apresenta toxicidade aguda para alguns mamiferos, peixes e
abelhas (Stockholm Convention on POP, 2009) e foi relatado como responséavel
pela reducdo de abundancia e diversidade de forideos (Guillade e Folgarait,
2014), himenopteros parasitoides (Medina et al., 2007; Adan et al., 2011) e outros

organismos nao alvos (Morales et al., 2004; Khan e Khan, 2015).



No ano de 2015, tanto a sulfluramida quanto o fipronil, foram listados
como pesticidas altamente perigosos pelo Conselho de Manejo Florestal (FSC -
Forest Stewardship Council) (Zanuncio et al., 2016). A FSC € um sistema de
certificacdo florestal, reconhecido internacionalmente, que visa 0 manejo
sustentavel dos cultivos florestais. Um dos objetivos da FSC € proibir o uso de
pesticidas altamente perigosos nas areas certificadas (FSC, 2017), mas as
empresas certificadas pela FSC enfrentam dificuldades para encontrar
alternativas eficazes para o controle de formigas-cortadeiras.

Devido a auséncia de métodos alternativos eficientes, as empresas
brasileiras certificadas pela FSC conseguiram, ap0s rogativa, uma autorizacao
para utilizar a sulfluramida e o fipronil até o ano de 2021. Em contrapartida, as
empresas precisam reduzir a utilizagdo dessas substancias e buscar alternativas
de controle que ndo causem impactos negativos ao ambiente e aos organismos
nao alvos (Zanuncio et al., 2016). Nesse contexto, 0 uso de inimigos naturais
como agentes de controle biolégico de formigas-cortadeiras representa uma
alternativa a ser considerada que vem sendo explorada nos Ultimos anos
(Guillade e Folgarait, 2014; Bailez, 2016).

2.3 Inimigos naturais

Inimigos naturais sdo organismos que reduzem o potencial reprodutivo ou
causam a morte de outros organismos. Pertencem a cinco grupos: competidores,
predadores, entomopatdgenos, parasitas e parasitoides. Entre os inimigos
naturais das formigas-cortadeiras se destacam os fungos entomopatogénicos
(Alves e Sosa-Gomez, 1983), os predadores (Araudjo et al., 2015) e os
parasitoides (Braganca, 2011; Disney, 1994). Neste ultimo grupo, se destacam as
moscas parasitoides da familia Phoridae pela diversidade de espécies que
atacam as formigas-cortadeiras e pelas taxas de parasitismo que podem causar
(Galvéo et al., 2019).



2.3.1 Forideos parasitoides

Os forideos parasitoides sdo dipteros de pequeno tamanho, pertencentes
a familia Phoridae (Brown, 1992). O nome forideo tem origem no termo grego
phora, que significa movimento rapido e faz referéncia a velocidade de locomocao
destes insetos (Disney, 1994). A maioria dos forideos é saprofaga, mas existem
espécies herbivoras, fungivoras, predadoras e parasitoides (Brown, 1992). Uma
das hipdteses mais aceita sobre a origem dos parasitoides € que o ancestral seria
uma mosca saprofaga que teria ovipositado sobre feridas de insetos. Com isso,
as larvas recém-eclodidas teriam se alimentado de tecidos internos do inseto e
aumentado seu valor adaptativo (Disney, 1994).

A familia Phoridae agrupa diversos géneros de parasitoides, alguns dos
quais se especializaram no parasitismo de insetos sociais, como cupins (Disney,
1990), abelhas (Menail et al., 2016) e formigas (Galvao et al., 2019). Em 1928
Borgmeier realizou o primeiro registro de forideos parasitoides em formigas-
cortadeiras (Borgmeier, 1928; 1931) e em 1972 Weber sugeriu que forideos

parasitoides poderiam ser Uteis no controle dessas formigas.

2.4 Relagédo formiga-cortadeira-forideos parasitoides

Formigas hospedeiras de forideos parasitoides foram identificadas nos
géneros Camponotus, Crematogaster, Dinoponera, Paraponera, Pheidole,
Solenopsis, Atta e Acromyrmex (Disney, 1994). Os forideos parasitoides de
formigas-cortadeiras se distribuem entre os géneros Allochaeta Borgmeier, 1925;
Dohrniphora Dahl, 1898; Lucianaphora Disney, 2008; Procliniella Borgmeier,
1931; Stenoneurellys Borgmeier, 1931; Apocephalus Coquillett, 1901,
Myrmosicarius Borgmeier, 1928 e Eibesfeldtphora (= Neodohrniphora Malloch
1914) (Disney et al., 2009). Os trés ultimos géneros se destacam pelo maior
namero de espécies e a maior frequéncia de ocorréncia no campo (Arruda et al.,
2019; Galvao et al., 2019).



2.4.1 Selecao e ataque de hospedeiros pelos forideos parasitoides

Na relacao forideo-formiga o forideo sofre uma presséo de selecdo que o
leva a melhorar suas capacidades para encontrar, selecionar e atacar o maior
numero de hospedeiros (Elizalde e Folgarait, 2012; Bailez, 2016). As larvas de
forideos se alimentam exclusivamente de tecidos internos do corpo do hospedeiro
(Braganca e Medeiros, 2006). Deste modo, a selecéo do hospedeiro por parte da
fémea parasitoide € determinante para garantir o desenvolvimento adequado e a
sobrevivéncia dos imaturos (Gandon et al., 2006).

O uso de sinais visuais e quimicos pode ser utilizado pelo parasitoide
para localizar um hospedeiro adequado (Gazal et al., 2009). Quando um forideo
detecta sinais do hospedeiro € desencadeada uma sequéncia de atos
comportamentais como procura, inspecao, tentativas de ataque e ataques (Gazal
et al., 2009). O voo de inspecéo é considerado um sobrevoo a menos de cinco
centimetros acima do hospedeiro. A tentativa de ataque é um contato do forideo
com duracdo de menos de um segundo a uma area do corpo do hospedeiro
préxima ao local de oviposicdo. E, o ataque é quando ocorre a inser¢cao do
ovipositor em local especifico do corpo da formiga para a deposi¢édo do ovo (Silva
et al., 2008; Gazal et al., 2009).

A estratégia de parasitoidismo deve conduzir a sequéncias de a¢ées que
aumentem as chances de encontrar hospedeiros para produzir descendéncia
fértil, com o menor custo energético e maiores chances de sobrevivéncia (Bailez,
2016). Existem duas téticas de procura de hospedeiros em forideos parasitoides:
a tatica da emboscada e a tatica da procura ativa (Elizalde e Folgarait, 2012;
Bailez, 2016). A tatica de emboscada, também conhecida como “senta e espera”,
ocorre quando o forideo espera, pousado sobre algum substrato, a passagem de
um hospedeiro para realizar sobrevoos de inspecdo, tentativas de ataque e o
ataque (Elizalde e Folgarait, 2012) e ap0s o ataque, pousa-se novamente a
espera da passagem de outro hospedeiro (Feener e Brown, 1993; Bailez, 2016).
Na tatica da procura ativa, os forideos efetuam voos exploratérios regulares a
procura de hospedeiros (Gazal et al., 2009; Elizalde e Folgarait 2012). Na tatica
de emboscada, o maior investimento por hospedeiro corresponde ao tempo gasto,

ja na tatica de procura ativa o maior investimento € o energético (Bailez, 2016).



Outras acdes que determinam a estratégia de parasitismo dos forideos
sao a escolha do sitio de atague, o modo de aproximac¢édo do hospedeiro, o local
de oviposicdo no corpo da formiga, o tamanho do hospedeiro ou a espécie
hospedeira (Gazal et al., 2009; Bailez, 2016). A regido do corpo do hospedeiro
onde é realizada a oviposicao pode ser a cabeca, o torax ou o abdémen (Elizalde
e Folgarait, 2012). As pupas podem ser formadas no interior da capsula cefalica
da formiga (Tonhasca et al., 2001), entre suas mandibulas (Braganca et al.,
2002), na cavidade do protérax (Braganca e Medeiros, 2006) ou fora do corpo do
hospedeiro (Erthal e Tonhasca, 2000).

O tamanho da formiga € um fator importante no parasitismo, pois para
algumas espécies de forideos as operarias maiores oferecem maiores
possibilidades de desenvolvimento das larvas (Silva et al., 2007) e pode contribuir
para uma reducdo da competicéo interespecifica (Farder-Gomes et al., 2016) e do
superparasitismo (Gandon et al., 2006). Algumas espécies de forideos
parasitoides sao especificas e exploram apenas uma espécie de formiga, ja
outras podem parasitar mais de uma espécie (Pimentel, 2017; Galvao et al.,
2019). Contudo, na maioria dos trabalhos se observa que os forideos que atacam
as formigas do género Acromyrmex ndo atacam as do género Atta e vice-versa
(Elizalde e Folgarait, 2011).

A espécie Apocephallus attophilus ataca a formiga hospedeira préximo a
area de forrageamento e a oviposicao € feita na cavidade bucal da formiga. Ao
eclodir a larva se alimenta do contelddo da capsula cefalica e ao completar seu
desenvolvimento abandona o corpo da formiga. Normalmente mais de uma pupa
se forma fora do corpo do hospedeiro. Ha registro de até 14 pupas em uma unica
operaria de Atta laevigata (Tonhasca, 2000) e de 17 pupas em A. sexdens
(Galvéao et al., 2019).

Mirmosycarius grandicornis sobrevoa as formigas proximo as entradas
dos ninhos, pousa no lado direito da cabeca da formiga e oviposita entre as
mandibulas. Ao eclodir a larva se alimenta dos tecidos internos da cabeca,
provoca a queda das mandibulas e uma Unica pupa se forma, do lado direito, na
parte interna da cabeca da formiga (Tonhasca et al., 2001; Brown, 2009;
Braganca, 2011).

Os parasitoides do género Eibesfeldtphora selecionam seus hospedeiros

ao longo das trilhas de forrageamento (Galvao et al., 2019). A espécie E.



tonhascai oviposita na membrana pdéstero-dorsal da cabeca da formiga e a larva
se alimenta dos tecidos internos da cabeca e forma o pupario na cavidade bucal,
entre as mandibulas (Tonhasca, 1996; Braganca et al., 2002; Braganca, 2011). A
espécie E. bragancai oviposita na extremidade do géster da formiga. Ao eclodir a
larva migra para a cabeca onde se alimenta até completar seu desenvolvimento e
formar o pupario entre as mandibulas (Braganca et al., 2002; 2003; Braganca,
2011).

Apls a emergéncia, os forideos parasitoides acasalam e as fémeas
procuram hospedeiros adequados para oviposicdo (Gazal et al., 2009). A larva
eclode alguns dias depois e se alimenta dos tecidos internos da formiga
(Braganca et al., 2002; Braganca e Medeiros, 2006). Conhecer a duragéo do ciclo
biolégico e de cada um dos estagios de desenvolvimento do forideo parasitoide é
uma informacédo importante para viabilizar o uso destes insetos em programas de

controle de formigas-cortadeiras.

2.4.2 Taxa de parasitismo

A taxa de parasitismo natural dos forideos representa a porcentagem de
formigas parasitadas no campo em um determinado momento (Elizalde e
Folgarait, 2011) e pode variar de acordo com o ambiente, ninho, época do ano,
condicBes climaticas e espécie hospedeira (Silva et al., 2008; Elizalde e Fogarait,
2011; Arruda et al., 2019; Galvdo et al.,, 2019). H& registros de taxas de
parasitismo de amostras de ninhos que variam de 0,35 % a 16 % no hospedeiro
A. sexdens (Pesquero, 2010; Souza, 2013; Galvao et al., 2019); 4,37 % em Atta
bisphaerica (Martins, 2015), 35 % em Atta vollenweideri (Elizalde e Fogarait,
2011) e 4,49 % a 40 % em Atta laevigata (Souza, 2013; Pimentel, 2017).

O parasitismo ocasionado pelo forideo A. attophilus na formiga A.
sexdens pode variar de 1,2 % (Erthal e Tonhasca, 2000) até 16 % das operarias
coletadas no campo (Galvao et al., 2019) e por Eibesfeldtphora declinata de até
2,2 % (Tonhasca, 1996). Na espécie de formiga A. laevigata ha registros de
parasitismo causado por A. attophilus de 5,6 % (Braganca e Medeiros, 2006) e de
8,97 % por E. tonhascai (Pesquero et al., 2010). Na espécie A. bisphaerica ha
registro de taxas de parasitismo causadas pelo parasitoide M. grandicornis de
1,34% (Martins, 2015). Além de ocasionar a morte da formiga atacada, os
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forideos, especialmente do género Eibesfeldtphora, provocam reducdo da
atividade de forrageamento e abandono da carga transportada (Tonhasca et al.,
2001; Braganca et al., 2002).

2.5 Influéncias dos fatores climaticos no parasitismo

As interagBes entre formigas e forideos podem ser influenciadas por
diversos fatores como tipo de habitat (Elizalde e Folgarait 2011; Galvéo et al.,
2019), pesticidas (Guillade e Folgarait, 2014) e fatores climéticos (Elizalde e
Folgarait, 2011; Elizalde et al., 2017; Arruda et al., 2019). Os fatores climaticos
podem influenciar diretamente o nivel de parasitismo ao longo dos anos e na
ocorréncia de sazonalidade (Arruda et al., 2019).

Um maior numero de parasitoides do género Eibesfeldtphora foi
capturado em trilhas da formiga A. sexdens nos meses de setembro e outubro,
que coincide com o inicio da estacdo chuvosa (Silva et al., 2008; Galvao et al.,
2019). Braganca e Medeiros (2006) mostraram que a ocorréncia da espécie A.
vicosae em A. laevigata esta associada ao periodo de seca e que E. erthali era
indiferente aos periodos seco ou chuvoso. Arruda et al. (2018) verificaram que
variagcbes sazonais nas condicbes ambientais podem afetar a abundancia de
espécies de forideos parasitoides das formigas A. sexdens e A. laevigata. Estes
autores verificaram que as taxas de parasitismo ocasionadas ao hospedeiro A.
laevigata sdo maiores na estacdo chuvosa, mas que para o0 hospedeiro A.
sexdens a chuva néo foi um fator determinante.

Alguns estudos sobre sazonalidade de forideos das formigas Solenopsis
nos Estados Unidos revelaram que espécies do género Pseudacteon
provavelmente entram em diapausa durante o inverno devido as baixas
temperaturas (Morrison et al., 2000). J& nas condi¢des climaticas na Argentina,
Folgarait et al. (2003) relatam que para forideos do género Pseudacteon altas
temperaturas e baixa precipitacdo podem ser limitantes ao parasitismo. Em
condicdes de laboratério algumas espécies de forideos de Atta vollenweideri e de
Acromyrmex lundii sdo altamente sensiveis as variacdes de temperatura e
umidade (Guillade e Folgarait, 2011). Essa sensibilidade a fatores climaticos em
condicbes de laboratorio poderia explicar a ocorréncia de sazonalidade destes

parasitoides em condi¢coes de campo na Argentina (Guillade e Folgarait, 2011).
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3. TRABALHOS

3.1 SAZONALIDADE DO PARASITISMO DE FORIDEOS (DIPTERA: PHORIDAE)
NA FORMIGA-CORTADEIRA Atta sexdens EM MATA ATLANTICA

RESUMO

A ocorréncia de forideos parasitoides (Diptera: Phoridae) de formigas-cortadeiras
pode variar ao longo dos meses e anos em funcdo das condi¢des climaticas, mas
se desconhece se estas variagcdes ocasionam alteracdes na taxa de parasitismo
causada as formigas. O objetivo do trabalho foi determinar se existe um padréo
de variacdo do parasitismo causado por forideos parasitoides a formiga Atta
sexdens. Mil operéarias foram coletadas a cada més, durante 24 meses, de cinco
ninhos de A. sexdens (200 operarias/ninho) localizados em uma reserva de Mata
Atlantica semidecidual de Tabuleiro. As formigas foram levadas para o laboratério
e diariamente foram observadas para separar os individuos parasitados. A taxa
de parasitismo total e por espécie de forideo para cada ninho, més, estacao e ano
foi calculada. Analise de trilha foi utilizada para identificar e quantificar os efeitos
diretos e indiretos entre taxa de parasitismo e temperatura, precipitacdo, umidade
e velocidade do vento. Quatro espécies de forideos parasitaram A. sexdens:

Apocephalus attophilus, Eibesfeldtphora tonhascai, Eibesfeldtphora bragancai e



12

Myrmosicarius grandicornis. A taxa de parasitismo, em todo o periodo de
amostragem, foi de 5,8 % * 0,68 %. O forideo A. attophilus foi responsavel por
4,2%, Eibesfeldtphora spp. 1,4 % e M. grandicornis 0,2 %. O parasitismo de A.
attophilus e de Eibesfeldtphora spp. apresentou variacdo sazonal, com maiores
taxas de parasitismo no inverno. Os efeitos negativos da temperatura foram
importantes para explicar o parasitismo total e o causado por A. attophilus e
Eibesfeldtphora spp. Os efeitos da umidade relativa e da precipitagdo foram
significativos no parasitismo de M. grandicornis. O trabalho descreve como se
distribui o parasitismo das espécies de forideos que parasitam a formiga A.
sexdens em area de Mata Atlantica ao longo dos anos e qual é a influéncia dos

fatores climaticos sobre essa variacao.

ABSTRACT

SEASONALITY OF PHORIDS PARASITISM (DIPTERA: PHORIDAE) IN
CUTTING ANT Atta sexdens IN ATLANTIC FOREST
The occurrence of parasitoid phorids (Diptera: Phoridae) of leaf-cutting ants can
vary over the months and years depending on the climatic conditions, but it is
unknown whether these variations cause changes in the rate of parasitism caused
to insects. The objective of the work was to determine if there is a pattern of
variation in parasitism caused by phorids in Atta sexdens. A thousand ant workers
were collected monthly, for 24 months, from five nests of A. sexdens (200
ants/nest) located in a semi-deciduous Atlantic Forest area in the Tabuleiro. The
ants were taken to the laboratory and were observed daily to separate the
parasitized ants. The rate of total parasitism and by species of phorid for each
nest, month, season and year was calculated. Path analysis was used to identify
and quantify the direct and indirect effects between parasitism rate and
temperature, precipitation, humidity and wind speed. Four species of phorids
parasitized A. sexdens: Apocephalus attophilus, Eibesfeldtphora tonhascai,
Eibesfeldtphora bragancai and Myrmosicarius grandicornis. The parasitism rate of,
throughout the sampling period, was 5.8 % + 0.68 %. The phorid A. attophilus was
responsible for 4.2 % of the total parasitism, Eibesfeldtphora spp. 1.4% and M.
grandicornis 0.2 %. The parasitism of A. attophilus and Eibesfeldtphora spp.
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presented seasonal variation, with higher rates of parasitism in winter. The
negative effects of temperature were important to explain the total parasitism in
the A. attophilus and Eibesfeldtphora spp. The effects of relative humidity and
precipitation were significant in the parasitism of M. grandicornis. The work
describes how the parasitism rate of the phorid species that parasitize the ant A.
sexdens is distributed in an Atlantic Forest area over the years and what is the

influence of climatic factors on this variation.

INTRODUCAO

A formiga-cortadeira Atta sexdens (Myrmicinae: Attini) € considerada uma
importante praga agricola e florestal (Della Lucia et al., 2014). O principal método
de controle é o quimico e os ingredientes ativos mais utilizados sdo a sulfluramida
e o fipronil. Estas duas substancias apresentam riscos de contaminacdo do
ambiente e podem afetar as populagdes de organismos ndo alvos (Adan et al.,
2011; Guillade e Folgarait, 2014). A auséncia de métodos alternativos eficientes
tem estimulado pesquisas com parasitoides devido a especificidade destes
organismos e o baixo de risco de impactos negativos ao ambiente (Bailez, 2016).

Nas ultimas décadas foram desenvolvidas pesquisas com forideos
parasitoides de formigas-cortadeiras (Diptera: Phoridae) dos géneros
Apocephalus Coquillett 1901, Eibesfeldtphora (= Neodohrniphora Malloch) e
Myrmosicarius Borgmeier 1928 (Arruda et al.,, 2019; Galvao et al.,, 2019). Os
forideos parasitoides ovipositam no interior do corpo do hospedeiro, a larva se
alimenta do conteudo interno ao corpo da formiga e provoca a sua morte (Disney,
1994). A taxa média de parasitismo causada por estes insetos as formigas-
cortadeiras varia entre 2 e 5% (Braganca et al., 2016; Arruda et al., 2019; Galvao
et al., 2019). Todavia, em formigas do género Atta amostras de operarias de
alguns ninhos podem chegar de 30 a 40% de formigas parasitadas (Elizalde e
Forgarait, 2011; Pimentel, 2017).

A ocorréncia dos parasitoides e a taxa de parasitismo podem variar ao
longo dos meses e anos em funcdo das condi¢des climaticas (Folgarait et al.,
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2003; Folgarait, 2013; Elizalde et al., 2017; Arruda et al., 2019). Periodos de
temperaturas mais baixas na Argentina estdo associados aos picos de ocorréncia
de Pseudacteon borgmeier Schmitz no inverno e temperaturas mais altas ao pico
de Pseudacteon curvatus Borgmeier no verao (Folgarait et al., 2003). Arruda et al.
(2019) constataram que altas temperaturas e baixas precipitacbes sdo fatores
limitantes do parasitismo de espécies de forideos de A. sexdens e de A. laevigata
na regidao do cerrado. Silva et al. (2007) e Galvéao et al. (2019) sugerem que
variagfes climaticas durante o ano podem influenciar na ocorréncia de forideos
parasitoides de A. sexdens em area de Mata Atlantica.

A criacao de forideos parasitoides de formigas-cortadeiras em condi¢cdes
de laboratério exige um conhecimento de como a temperatura e a umidade
podem afetar a reproducao destes insetos (Guillade e Folgarait, 2014). Folgarait
et al., (2005; 2006) estabeleceram que para um bom desenvolvimento de muitas
espécies de forideos em condi¢cdes de laboratério requer umidade relativa acima
de 80% e temperaturas proximas a 28°C. Entretanto, pouco se conhece sobre a
influéncia destes e de outros fatores climaticos sobre as taxas de parasitismo que
os forideos causam em ambiente natural.

Saber como os fatores climéticos influenciam a dinAmica populacional dos
forideos é importante para prever o potencial destes parasitoides como agente de
controle biologico. Este conhecimento permitira selecionar as espécies com maior
potencial de parasitismo e com maior atividade ao longo do ano (Folgarait et al.,
2003). O objetivo do trabalho foi verificar se ha um padrédo anual de parasitismo

causado por forideos a formiga A. sexdens.

MATERIAL E METODOS

Area de estudo

O trabalho foi realizado em uma éarea de Mata Atlantica dentro do
perimetro da Estacdo Ecolégica Estadual de Guaxindiba - EEEG (21°24’S
41°04’W), municipio de Sao Francisco do Itabapoana, Rio de Janeiro. A unidade

da EEEG foi instituida em 30 de dezembro de 2002 por meio do Decreto Estadual
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n® 32.576 com uma area total de 3.253,53 hectares, dos quais 1.420,65 ha sao
brejos, 643,37 ha pertenceram a sistemas agricolas e pastagens que estdo em
processo de recuperacdo e 1189,51 ha sdo de floresta de Mata Atlantica
estacional semidecidual de tabuleiro terciaria (INEA, 2013).

A mata sobre tabuleiros distingue-se de outras formacfes de floresta
atlantica por ocupar uma extensa area de planicie ou tabuleiro costeiro, de origem
tercidria, em altitudes inferiores a 200 m. Possuem espécies de plantas
distribuidas ao longo de um gradiente climatico, no sentido litoral-interior. A area
de mata da reserva foi historicamente desmatada para a retirada de madeiras
nobres e submetida a queimadas devido as atividades canavieiras, pecuarias e
para a producdo de carvdo (Silva e Nascimento, 2001). O dossel da floresta é
atualmente continuo, com arvores com altura média de 15 m e sub-bosque pouco
desenvolvido (Broggio, 2018). O solo predominante na regido é latossolo argiloso
amarelo alico, com pouca retencédo de agua e pobre em nutrientes (Villela et al.,
2006). A precipitacdo média anual na regido € de 1084 mm, com um periodo seco
de maio a setembro e periodo chuvoso de outubro a abril (RadamBrasil, 1983).

Ninhos de Atta sexdens

Cinco ninhos de A. sexdens, com &rea de monticulo maior a dois metros
guadrados na entrada principal, foram selecionados na area de Mata Atlantica da
EEEG (Figura 1). A area de monticulo foi utilizada como parametro para
estimacao de ninhos bem estabelecidos e que tiveram nuimero de forrageadoras
abundante durante os 24 meses do estudo. A distancia entre os ninhos variou de
700 a 2000 metros e entre os ninhos e a borda da mata foi de 36m (ninho 1),
390m (ninho 2), 560m (ninho 3), 227m (ninho 4) e 193m (ninho 5).

Dados climaticos

Os dados de temperatura, precipitacdo, umidade relativa e velocidade do
vento foram coletadas da estacdo meteoroldgica localizada na EEEG. As médias
sazonais foram calculadas com base a valores médios dos meses de marco, abril
e maio para outono; junho, julho e agosto para inverno; setembro, outubro e

novembro para primavera e de dezembro, janeiro e fevereiro para verao.
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Figura 1: Imagem de satélite dos pontos georreferenciados dos cinco ninhos de A.
sexdens (N1: 21°22'17.90"S, 41° 5'45.96"0; N2: 21°22'6.94"S, 41° 5'9.54"0; N3:
21°22'25.79"S, 41°5'22.60"0; N4: 21°22'43.47"S, 41° 4'55.93"0; Nb5:
21°23'12.59"S, 41° 5'7.90"0) amostrados durante os 24 meses na area de Mata
Atlantica da Estacdo Ecologica Estadual de Guaxindiba, S&o Francisco do

Itabapoana, Rio de Janeiro.

Parasitismo

Duzentas operarias foram coletadas de forma continua quando passaram
por uma linha preestabelecida na trilha de cada um dos cinco ninhos (Pimentel,
2017; Galvao et al., 2019) de A. sexdens da EEEG. As coletas foram realizadas
entre janeiro de 2017 e dezembro de 2018, uma vez por més, entre 18:00 e 00:00
horas, em funcao da atividade de forrageamento das formigas.

As formigas de cada ninho foram transportadas, separadamente em potes
fechados (30 x 20 x 10 cm), para o laboratorio de Mirmecologia da Universidade
Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro (25 + 1°C, 80 +5 % UR e 12 h de
fotoperiodo). Em cada pote foram adicionados dois tubos de ensaio, um com
agua e outro com alimento (solucao de mel a 10 %), os quais foram trocados a
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cada dois dias para evitar proliferacdo de fungos e bactérias (Galvao et al., 2019).
As formigas dos potes foram monitoradas diariamente durante 20 dias.

As formigas mortas de cada pote foram retiradas e individualizadas em
tubos de ensaio com tampa (20 mL) e examinadas diariamente para detectar
sinais de parasitismo. Sinais de parasitismo foram considerados: 1. cabeca da
formiga translicida ao ser observada contra a luz; 2. presenca de larvas ou pupas
no interior ou fora do corpo da formiga; 3. pupério formado entre as mandibulas;
4. cabeca da formiga desprendida do corpo e 5. queda de mandibulas (Tonhasca
et al., 2001; Braganca, 2011).

As formigas com sinais de parasitismo foram individualizadas em copos
(30 mL) com gesso na base (2 cm de espessura) e tampa de malha plastica para
permitir a ventilagdo e evitar a fuga de larvas e adultos do parasitoide (Galvéo et
al., 2019). O gesso foi umedecido a cada dois dias para manter alta a umidade.
Formigas vivas nos potes apos 20 dias da data da coleta foram descartadas por
considerar que néo estavam parasitadas (Tonhasca et al., 2001).

Formigas parasitadas foram consideradas aquelas que produziram larvas,
pupas ou adultos de forideos. Os forideos emergidos foram sacrificados em alcool
70 %, armazenados em tubos Eppendorf® e identificados pela morfologia dos
ovipositores com auxilio de microscopio estereoscopico e guias de identificacdo
(Disney et al., 2006; 2009; Brown et al., 2010; Uribe et al., 2014). Quando nao
houve emergéncia do forideo adulto a identificacdo foi realizada através de
caracteristicas auxiliares distintivas do parasitismo das espécies e géneros
relatados na literatura. Por exemplo, na regido do estudo a formacdo de pupas
fora do corpo do hospedeiro € uma caracteristica exclusiva da espécie A.
attophilus (Braganca e Medeiros, 2006); pupario situado entre as mandibulas da
formiga € uma caracteristica exclusiva do género Eibesfeldtphora (Braganca,
2011) e pupa formada na lateral direita interna da cabec¢a da formiga e a queda
das mandibulas caracteriza a espécie M. grandicornis (Tonhasca et al., 2001).

A taxa de parasitismo (TP) das amostras foi calculada com base na
férmula: TP = (n° de formigas parasitadas / n° de formigas coletadas) x 100. A
taxa de emergéncia de forideos adultos (TE) foi estimada pela formula: TE = (n°
de forideos emergidos de cada espécie / n° total de formigas parasitadas pela

mesma espécie do parasitoide) x 100.
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Analise dos dados

Andlise de regressdo Gaussiana de pico através do parametro xo da
equacao y = a exp{0:Slxxglbl"2} foj realizada com os dados conjuntos do parasitismo
dos dois anos para verificar 0 més com a maxima taxa de parasitismo. Os dados
de parasitismo total dos dois anos e por estacdo climatica foram comparados
mediante andlise de variancia seguido de teste de média de Tukey, quando a
distribuicdo dos dados foi normal. Quando os dados ndao seguiram a distribuicdo
normal as médias foram comparadas mediante teste de Kruskall-Wallis seguido
do teste de comparacao multipla de Dunn.

A andlise de trilha foi realizada para identificar e quantificar interacées
diretas e indiretas entre taxa de parasitismo total e de cada espécie com as
variaveis climaticas. As interacdes nas trilhas séo representadas pelo coeficiente
de regressdo, que quantifica a intensidade de cada efeito direto na variavel
resposta e através do coeficiente de correlagdo que representa a interacao entre
variaveis independentes (Sokal e Rohlf, 1995). O efeito direto (ED) foi calculado
através da analise de regressdo multipla. O efeito indireto (El) foi calculado para
verificar o efeito que uma variavel climatica exerce sobre o parasitismo por meio
da influéncia em outro fator. O El de uma variavel foi calculado quando a trilha
passa por uma ou mais variaveis intermediarias até chegar a variavel resposta e
foi obtido através do produto de todos os coeficientes ao longo de uma trilha.
Quando mais de uma trilha chega a variavel resposta os coeficientes de trilha
indiretos sdo somados para calcular o coeficiente indireto total (Li, 1975; Sokal e
Rohlf, 1995). Se o coeficiente do efeito indireto for maior que o do efeito direto,
significa que ele exerce maior influéncia na variavel resposta. O efeito total (ET) é
a soma dos coeficientes direto e indiretos. Os diagramas de trilha foram
estabelecidos de acordo com o esquema apresentado na Figura 2 e as andlises

foram realizadas no programa estatistico SAEG (UFV, 1997).
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(A) Parasitismo total
Temperatura
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(B) Parasitismo por espécie
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Figura 2. Esquemas de analise de trilha testada para a verificagcdo do efeito da
temperatura, precipitagdo, umidade relativa e velocidade do vento na taxa de
parasitismo total (A) e das espécies de forideos (B). Correlacdes entre variaveis
independentes sdo indicadas por setas bidirecionais e as interagfes através de

coeficientes de regressao indicados por setas unidirecionais.
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RESULTADOS

Um total de 24.000 operarias de A. sexdens foi coletado durante os dois
anos do estudo. A taxa de parasitismo total registrada foi de 5,8 £ 0,7 % (n =1395)
e foi ocasionada por quatro espécies de forideos: A. attophilus (4,2 %), E.
tonhascai e E. bragancai (1,4 %) e M. grandicornis (0,2 %). A taxa de emergéncia
de forideos adultos de todas as espécies (TE) foi de 45,8 % (639/1395). A maior
taxa de emergéncia foi registrada na espécie A. attophilus (59,6 + 4,5 %;
601/1009). O numero de pupas produzidas por hospedeiro nesta espécie variou
de 1 a 18. A TE de Eibesfeldtphora spp. foi de 8,8 % (29/331), e 3 % dos
individuos emergidos foram fémeas de E. tonhascai (n= 10), 1 % fémeas de E.
bragancai (n= 3) e 4,8 % machos (n= 16). A taxa de emergéncia de M.
grandicornis foi de 16,4 % (9/55), com cinco individuos fémeas e quatro machos.

As médias mensais de precipitacdo, temperatura, umidade relativa,
velocidade do vento e parasitismo causado pelos forideos sédo apresentadas na
figura 3. O indice de precipitacdo nos dois anos de estudo esteve abaixo da
média histérica (ano 2017= 670 mm; ano de 2018= 950 mm).
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Figura 3. Variacdo mensal, entre janeiro de 2017 e dezembro de 2018, da

precipitacdo (mm) e temperatura (°C) (A); da umidade relativa (%) e da velocidade

do vento (m/s) (B); da taxa de parasitismo total (%) e da causada por cada uma

das espécies (Apocephalus attophilus, Eibesfeldtphora spp. e Myrmosicarius

grandicornis) (C) as operarias de A. sexdens (n= 200) coletadas de trilhas de

ninhos (n= 5) localizados na &area de Mata Atlantica da Estacdo Ecoldgica

Estadual de Guaxindiba, Sao Francisco do Itabapoana, Rio de Janeiro.
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A maior taxa de parasitismo em um ninho amostrado foi de 22% (ninho 3,
més de junho de 2017; Figura 4 A). Parasitismo superior a 15% foi registrado em
11 amostras nos meses de marco (N3= 20,5%), maio (N3=17,5%), junho (N2=
22% e N3= 18%), setembro (N3=15% e N4 18%) e dezembro de 2017 (N1=17%,
N2=16%) (Figura 4 A) e agosto (N2=18%) e setembro de 2018 (N2=16,5% e
N3=17,5%) (Figura 4 B). Parasitismo causado por pelo menos uma das espécies
de forideos foi verificado em 118 amostras (98,3%). Parasitismo causado por A.
attophilus foi verificado em 92,3% das amostras (111/120), por Eibesfeldtphora
spp. em 58,3% (70/120) e por M. grandicornis em 47,5% (57/120) (Figura 4).

3 Apocephalus attophilus I Eibesfeldtphora spp [ Myrmosicarius grandicomis
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Figura 4. Taxa de parasitismo de A. attophilus, Eibesfeldtphora spp. e M.

Agosto |Setembro | Outubre [Novembro|Dezembro

grandicornis causado as operarias de A. sexdens (n= 200) coletadas de cinco
ninhos localizados na Mata Atlantica da EEEG, Sao Francisco do Itabapoana, Rio

de Janeiro amostrados mensalmente no ano de 2017 (A) e 2018 (B).
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O pico anual de parasitismo de A. attophilus (Figura 5 A), Eibesfeldtphora
spp. (Figura 5 B) e do parasitismo total (Figura 5 C) foi alcancado no més de
setembro, como comprova a analise de regressdo que teve ajuste significativo
(parametro xo da equacgdo y = a exptoSlxphl*2) - A equacéo calculada para M.
grandicornis ndo apresentou ajuste significativo (y= 99661,47xp{0,5[(x-111,23)/20,85)12}
R?=0,49; F = 4,33; p > 0,05).

(A) A. attophilus

y = 8,018%P{-0,5[(x-3,1 5)/4,49)[%)

(R®=0,64;F=7,89; P = 0,010)

(B) Eibesfeldtphora spp.

. y= 3,903XP{-0,5[(X—9,19)/4,94)]2}

(R?=0,51; F = 4,76; P = 0,038)

y= 12,54eXp{'0,5[(X-9,64)/5,22)]2}

(R?=0,71; F = 10,92; P = 0,004)

Taxa de parasitismo (%) Taxa de parasitismo (%) Taxa de parasitismo (%)

J FMAMJ JASOND

Meses do ano

Figura 5. Curva ajustada de parasitismo causado as operarias de A. sexdens
coletadas de ninhos localizados em Mata Atlantica, ao longo do ano, pelos
parasitoides A. attophilus (A), Eibesfeldtphora spp. (B) e pelo parasitismo total
(todas as espécies agrupadas) (C). Pontos no gréafico representam a média

mensal de cinco ninhos amostrados de janeiro de 2017 a dezembro de 2018.
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A analise descritiva do parasitismo nas distintas esta¢cdes climaticas dos
dois anos sugere um padrdao do parasitismo, com menores taxas no verao,
seguidas de um aumento no outono, pico no inverno e queda na primavera
(Figura 6). A taxa de parasitismo total foi maior no primeiro ano (2017: 7,1 + 0,7 %
vs. 2018: 45 + 0,6 %; F231= 5,677; p = 0,03), portanto a comparagdo do
parasitismo total entre estacdes climaticas foi analisada separadamente para

cada ano e ndo foram observadas diferengas pelo teste de Kruskal-Wallis.
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Figura 6. Taxa de parasitismo (X = EP) causada por A. attophilus, Eibesfeldtphora
spp. e M. grandicornis as operarias de A. sexdens (n= 200) coletadas nas quatro
estacdes de 2017 (ano 1) e 2018 (ano 2), de ninhos localizados em area de Mata
Atlantica da EEEG, Sé&o Francisco do Itabapoana, Rio de Janeiro. A linha

representa a tendéncia da taxa de parasitismo total.

A taxa de parasitismo de A. attophilus, analisada separadamente das
outras espécies, nao diferiu entre os anos (2017: 4,0 + 1,4 %; 2018: 4,3 =+ 0,9 %;
F231= 0,144; p= 0,709). Como a interagcdo ano x estacdo nao foi significativa
(F233= 0,596; p = 0,627), a comparacdo entre estacdes climaticas do parasitismo
desta espécie se fez com os dados agrupados dos dois anos e foi verificada
diferenca entre estac¢des (F23,3 = 4,016; p = 0,026; Figura 7 A).

O parasitismo causado pela espécie Eibesfeldtphora spp. foi maior no
primeiro ano (2017: 2,7 = 0,6 % vs 2018= 0,2 + 0,08 %; F231 = 47,156, p<0,001).
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No ano de 2017 foi observada diferenca significativa entre estacfes climaticas,
com a maior taxa de parasitismo no inverno e menor no outono (Kruskal-Wallis:
Hea1s= 10,331; p = 0,016, Figura 7B). No ano de 2018 nao foi observada
diferenca de parasitismo entre estacdes (Kruskal-Wallis: H (3,15 = 4,420; p= 0,220).

O parasitismo causado pela espécie M. grandicornis foi maior no primeiro
ano (2017 = 0,4 £ 0,2% vs 2018 = 0,03 £ 0,01 %; F231 = 9,722; p = 0,007), mas
ndo foi observada diferenca entre estacdes climaticas (Kruskal-Wallis: Hs,1s)
estagdes 2017 = 1,342; p = 0,719; H3,15) estagses 2018 = 2,107; p = 0,550).
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Figura 7. Sazonalidade da taxa de parasitismo (X + EP) causada por A. attophilus
nos anos 2017 e 2018 (n= 6000) (A) e por Eibesfeldtphora spp. no ano de 2017
(n= 3000) (B) as operarias de A. sexdens de cinco ninhos localizados em Mata
Atlantica da Estacdo Ecologica Estadual de Guaxindiba, S&o Francisco do
Itabapoana, Rio de Janeiro. Letra distinta indica diferenca significativa pelo Teste
de Tukey p < 0,005 (A) e pelo Teste de Kruskal-Wallis p < 0,005 (B).

Um efeito direto negativo sobre o parasitismo total e sobre o parasitismo
de A. attophilus e Eibesfeldtphora spp. foi constatado por meio da analise de trilha
(Figura 8). A taxa de parasitismo de Eibesfeldtphora spp. também foi influenciada
negativamente pela umidade e a taxa de parasitismo de M. grandicornis teve

efeito positivo da precipitacéo e da umidade relativa (Figura 8 B; Tabela 1).
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Figura 8. Diagrama da andlise de trilha dos efeitos de variaveis climaticas na taxa
de parasitismo total (A) e de A. attophilus, Eibesfeldtphora spp. e M. grandicornis
(B) causada as operarias de A. sexdens. Setas unidirecionais indicam interacdo
causal (efeitos diretos) de uma variavel sobre outra e setas bidirecionais indicam
correlacdo. Linhas continuas indicam efeitos positivos e linhas tracejadas indicam
efeitos negativos. A espessura das linhas é proporcional a magnitude da
interacdo. Os coeficientes significativos a p < 0,10, p < 0,05 e p < 0,01 séao
acompanhados por um, dois ou trés asteriscos (*), respectivamente. A auséncia

de significancia esté indicada por ns (ndo significativo p > 0,10).
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Tabela 1. Efeito direto (ED), efeito indireto (El) e efeito total (ET) do diagrama de trilha para o modelo de influéncia de fatores
climéticos (temperatura, precipitacdo, umidade relativa e velocidade do vento) sobre a taxa de parasitismo ocasionada por todas as
espécies de parasitoides (parasitismo total) e por A. attophilus, Eibesfeldtphora spp. e M. grandicornis as operarias de A. sexdens
(n = 24000) coletadas de cinco ninhos localizados em area de Mata Atlantica da Estacdo Ecoldgica Estadual de Guaxindiba, Sao

Francisco do Itabapoana, Rio de Janeiro.

Parasitismo total Apocephalus attophilus Eibesfeldtphora spp. Myrmosicarius grandicornis
Efeito ED El ET ED El ET ED El ET ED El ET
Temperatura (°C) -0,568** 0,018 -0,550 -0,531* 0,038 -0,493 -0,334* -0,034 -0,368 -0,128 0,048 -0,080
Precipitagdo (mm) 0,131 -0,261 -0,130 0,052 -0,136 -0,084 0,050 -0,261 -0,211 0,563* -0,295 0,268
Umidade relativa (%) -0,265 0,428 0,163 -0,027 0,130 -0,157 -0,375* -0,026 -0,401 -0,540** 0,300 -0,240

Velocidade do vento (m/s?) 0,127 0,086 0,163 0,176 -0,075 0,101 0,015 0,128 0,143 -0,084 0,246 0,162

R? 0,406 0,280 0,265 0,278
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DISCUSSAO

A taxa média de 5,8 % de parasitismo ocasionada por forideos a operarias
de A. sexdens em ambiente de Mata Atlantica € um valor superior ao maximo de
parasitismo registrado por outros autores em levantamentos similares ocorridos
em diversos ambientes (Braganca, 2011; Farder-Gomes et al., 2019; Galvao et al.,
2019). A maior taxa de parasitismo registrada em uma amostra foi de 22 %.
Outros autores relataram amostras com taxas de parasitismo de 16 % em A.
sexdens (Galvdo et al.,, 2019), 35 % em A. vollenweideri (Elizalde e Fogarait,
2011) e mais de 40 % em A. laevigata (Pimentel, 2017). Estes valores absolutos
de parasitismo registrados em amostras independentes sao importantes para
considerar o potencial dos forideos como agentes que possam vir a serem
utilizados no controle biol6gico de formigas-cortadeiras.

A literatura relata que A. sexdens pode ser hospedeira de A. atophillus;
Apocephalus vicosae Disney, 2000; Myrmosicarius catharinensis Borgmeier, 1928;
M. grandicornis; E. bragancai; Eibesfeldtphora declinata Borgmeier, 1925;
Eibesfeldtphora elongata Brown, 2001 e E. tonhascai (Braganca, 2011; Galvéao et
al., 2019). Porém, dessas oito espécies de forideos parasitoides, o0 maior nimero
relatado em um mesmo local foi de cinco espécies (Braganca et al.,, 2002;
Pesquero et al., 2010; Braganca et al., 2016; Galvao et al., 2019).

No presente estudo, quatro espécies de forideos parasitaram A. sexdens:
A. atophillus, E. bragancai, E. tonhascai e M. grandicornis. Em levantamento
similar realizado em Mata Atlantica na regido norte do estado do Rio de Janeiro,
Galvéo et al. (2019) registraram, além destas, a espécie Apocephalus vicosae. No
entanto, esse estudo de Galvao et al. (2019) foi realizado em areas de Mata
Atlantica primaria, enquanto nossa area de estudo sofreu intenso processo de
degradacdo e apresenta menor diversidade de espécies vegetais que outras
matas estacionais semideciduas (Silva e Nascimento, 2001; INEA, 2013).
ModificacOes estruturais das florestas podem causar desequilibrio nas interacdes
competitivas de organismos e afetar a existéncia de algumas espécies de insetos
(Graham et al.,, 2004). Possivelmente, A. vicosae seja um parasitoide mais

sensivel as alterag6es ambientais, como as que ocorreram no ambiente estudado.
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O parasitoide E. bragancai é relatado pela segunda vez como parasitoide
de A. sexdens em Mata Atlantica (Galvao et al., 2019), o que reforca a ocorréncia
deste forideo como parasitoide de A. sexdens neste bioma. Os forideos E.
elongata e E. declinata sédo parasitoides frequentes de A. sexdens em &reas de
Mata Atlantica do estado de Minas Gerais (Silva et al., 2008; Braganca, 2011),
mas, a auséncia de registro de parasitismo destes forideos durante os dois anos
de amostragem reforca que estas duas espécies provavelmente ndo ocorrem na
Mata Atlantica do estado do Rio de Janeiro.

Forideos do género Eibsefeldtphora podem ser identificados na fase de
imaturos ao visualizar a pupa entre as mandibulas das formigas, mas a
confirmacdo em nivel de espécie s6 é possivel apds verificar a morfologia do
ovipositor do adulto. A baixa taxa de emergéncia de forideos impediu identificar
96% do parasitismo deste género em nivel de espécie pois, as fémeas emergidas
representaram apenas 4 % do total de pupas. A baixa taxa de emergéncia de
espécies do género Eibesfeldtphora foi relatada por outros autores tanto na
espécie A. sexdens (Galvéo et., al; 2019) quanto em A. laevigata (Pimentel, 2017).

O forideo A. attophilus foi responsavel por mais de 70 % do parasitismo
total e teve a maior taxa de emergéncia. Galvao et al. (2019) em A. sexdens e
Pimentel, 2017 em A. laevigata, também constataram maiores taxas de
parasitismo de A. attophilus e altas taxas de emergéncia. Dezoito pupas
encontradas em uma Unica operaria de A. sexdens € o maior niumero registrado
por hospedeiro, pois 0 maior numero verificado na literatura até 0 momento era de
17 pupas (Galvéao et al., 2019).

A variacdo na temperatura meédia, da estacdo mais quente para a mais
fria, foi de até 4°C (26,2 = 0,2 °C nos verdes e 22,2 + 0,3 °C no inverno). Embora
com uma variacdo pequena, a temperatura foi a variavel climatica com efeito mais
importante no parasitismo das espécies A. attophilus e Eibesfeldtphora spp. e no
parasitismo total. Altas taxas de parasitismo de A. attophilus em setembro foram
também descritas por Galvdo et al. (2019). Estes autores verificaram que a
temperatura e o volume de precipitacdes ndo necessariamente explicam variagdes
do parasitismo ao longo dos meses. Porém, o periodo de amostragem neste
trabalho foi de seis meses e néo contemplou as estacdes do veréo e outono.

A espécie A. attopilus apresentou o maximo parasitismo no inverno e

influenciou a curva de parasitismo total ao longo dos dois anos, principalmente no
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segundo ano quando as taxas de parasitismo ocasionadas por Eibesfeldtphora
spp. e M. grandicornis foram baixas. O forideo A. attophilus é predominante tanto
em ambientes perturbados, quanto em &reas de mata preservada (Galvao et al.,
2019). Esta caracteristica demonstra tolerdncia a variagbes das condigcbes
ambientais, 0 que é uma caracteristica altamente desejavel para um potencial
agente de controle biolégico de formigas-cortadeiras (Guillade e Folgarait, 2011).

As espécies do género Eibesfeldtphora s&o mais sensiveis as
modificacbes ambientais e apresentam baixa ou nenhuma ocorréncia em
monoculturas de eucalipto (Pesquero et al., 2010; Galvao et al., 2019). Mas, em
ambiente preservado e em regido de temperaturas amenas ha registro de
ocorréncia durante todo o ano (Silva et al., 2008).

A espécie M. grandicornis foi responséavel por 0,2 % do parasitismo total
(5,8 %). A baixa taxa de parasitismo causada no hospedeiro A. sexdens em area
de Mata Atlantica foi verificada também por Galvao et al. (2019). Os efeitos da
precipitacdo e da umidade foram os mais importantes sobre o parasitismo de M.
grandicornis. Esta espécie ataca operarias pequenas proximas aos olheiros
(Tonhasca et al., 2001) quando realizam atividades de manutencdo do ninho,
como a retirada de terra. Apds as chuvas as operarias intensificam as atividades
(Della Lucia, 2011), o que aumenta a exposi¢céo ao ataque de M. grandicornis.

Variagbes da taxa de parasitismo em formigas-cortadeiras ja foram
associadas a fatores climaticos (Elizalde e Folgarait, 2011; Arruda et al., 2018;
Galvéao et al., 2019). Altas temperaturas e baixa precipitacdo podem ser fatores
limitantes ao parasitismo em algumas espécies do género Pseudacteon na
Argentina (Folgarait et al.,, 2003). Variacdes de temperatura e umidade afetam
forideos de Atta vollenweideri e de Acromyrmex lundii em condi¢6es de laboratoério
(Guillade e Folgarait, 2011), mas nosso estudo foi o primeiro a analisar o efeito de
diferentes variaveis climaticas sobre a taxa de parasitismo de forideos parasitoides

da formiga-cortadeira A. sexdens ao longo de dois anos em ambiente natural.
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RESUMO E CONCLUSOES

A taxa média de parasitismo ocasionado pelas espécies de forideos A.
atophillus, E. bragancai, E. tonhascai e M. grandicornis as operarias de A. sexdens
na area de Mata Atlantica da EEEG é de 5,8 %. A espécie A. attophilus
corresponde a 4,2 % desse parasitismo, Eibesfeldtphora spp. a 1,4 % e M.
grandicornis a 0,2 %. Ha um padrdo sazonal na taxa de parasitismo ocasionada
por A. attophilus e Eibesfeldtphora spp., com pico no inverno. Os efeitos negativos
da temperatura sdo importantes para explicar as taxas de parasitismo de A.
attophilus, Eibesfeldtphora spp. e do parasitismo total. Os efeitos positivos da
umidade e precipitacdo sdo importantes sobre o parasitismo de M. grandicornis.
Estes resultados permitem conhecer o padrao de distribuicdo do parasitismo das
espécies de forideos que parasitam A. sexdens em Mata Atlantica semidecidual
de Tabuleiro no estado do Rio de Janeiro e como fatores climaticos podem afetar
esse parasitismo, o que contribui para uma melhor avaliagdo do potencial de

forideos como agentes de controle biolégico.
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3.2 PREFERENCIA DO FORIDEO PARASITOIDE Eibesfeldtphora tonhascai POR
TAMANHO E ESPECIE DE FORMIGAS-CORTADEIRAS

RESUMO

Forideos parasitoides da espécie Eibesfeldtphora tonhascai sédo inimigos naturais
das formigas-cortadeiras considerados promissores para o controle biolégico. Em
condicBes naturais E. tonhascai parasita operarias de tamanhos variados, das
espécies Atta sexdens e Atta laevigata. O objetivo do trabalho foi verificar se o
forideo E. tonhascai apresenta preferéncia por espécie hospedeira ou por
tamanho de forrageadora. Operarias de A. sexdens de largura de capsula cefalica
entre trés e cinco milimetros foram preferidas por E. tonhascai. Nao se verificou
preferéncia por espécie porque o numero de voos de inspecdo, de tentativas de
ataque e de ataques realizados pelos forideos sobre A. sexdens e A. laevigata
foram similares. Além disso, as taxas de parasitismo causadas por E. tonhascai as
operarias de A. sexdens e A. laevigata também foram similares (p < 0,01) nos dois
experimentos em que se comparou as espécies (5,6 % e 5,2 %; 37,0 % e 33,2 %
respectivamente). A taxa de emergéncia de adultos foi maior em A. sexdens
(45,4%) que em A. laevigata (7,2 %). Este estudo revela que fémeas da espécie E.
tonhascai emergidas da formiga A. sexdens apresentam preferéncia por operarias
de tamanho maior e ndo por espécie hospedeira, mas que a taxa de emergéncia

de adultos € maior na espécie A. sexdens.
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ABSTRACT

PREFERENCE OF THE PARASITOID PHORID Eibesfeldtphora tonhascai BY
SIZE AND SPECIE OF THE LEAF-CUTTER ANT
Phorid parasitoids of the species Eibesfeldtphora tonhascai are natural enemies of
leaf-cutter ants and are considered promising for biological control. Under natural
conditions, E. tonhascai parasitizes workers of different sizes of the species Atta
sexdens and Atta laevigata. The objective of this study was to verify if the phorid E.
tonhascai has a preference either for a host species or a forager size. Workers of
A. sexdens with head capsule width between 3 - 5 mm were preferred by E.
tonhascai. There was no preference for species because the number of inspection
flights, attack attempts, and attacks of the phorids on A. sexdens and A. laevigata
were similar. Furthermore, the parasitism rates of E. tonhascai on the workers of A.
sexdens and A. laevigata were also similar (p < 0.01) in the two experiments that
compared the species (5.6 % and 5.2 %; 37.0 % and 33.2 %, respectively).
However, the adult emergence rate was higher in A. sexdens (45.4 %) than in A.
laevigata (7.2 %). This study reveals that females of the species E. tonhascai
emerged from A. sexdens ants prefer larger sized workers and not for a host

species, but that the adult emergence rate is higher in the species A. sexdens.

INTRODUCAO

As formigas-cortadeiras do género Atta (Hymenoptera: Formicidae) séo
herbivoros dominantes dos neotrépicos (Della Lucia et al., 2014). Estas formigas
sdo consideradas pragas de grande importancia econdmica em ambientes
agricolas e florestais pelas perdas que provocam e por serem de dificil controle
(Montoya-Lerma et al., 2012). O uso de iscas formuladas com os ingredientes
ativos sulfluramida ou fipronil € o meio de controle mais utilizado (Della Lucia et
al., 2014). Embora eficiente, a sulfluramida foi catalogada como poluente organico
persistente pela Convencgéo de Estocolmo, o que restringe 0 uso desta substancia
(Stockholm Convention, 2009; Bailez 2016). Além disso, a sulfluramida e o fipronil

foram listados como pesticidas altamente perigosos pela FSC (Forest Stewardship
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Council, 2010) e existe previsdo de serem proibidos em areas certificadas no
Brasil ano de 2021 (FSC, 2010; Zanuncio et al., 2016).

A auséncia de métodos alternativos de controle estimulou pesquisas com
inimigos naturais como fungos entomopatogénicos, fungos competidores e insetos
parasitoides a fim de explorar seu potencial como agentes de controle biologico
das formigas-cortadeiras (Goffré e Folgarait, 2015; Bailez 2016). O uso de
inimigos naturais em programas de controle biolégico destas formigas permitiria
reduzir os efeitos negativos sobre organismos ndo alvos e ndo promoveria a
contaminacdo ambiental (Guillade e Folgarait, 2014).

Entre os parasitoides com potencial para controle biolégico de formigas-
cortadeiras se destacam os forideos (Diptera: Phoridae) dos géneros
Apocephalus, Eibesfeldtphora (= Neodohrniphora) e Myrmosicaurius (Galvao et
al., 2019). Forideos parasitoides provocam nas formigas-cortadeiras taxas meédias
de parasitismo de 2 a 5% (Arruda et al.,, 2019; Galvao et al., 2019). Além do
parasitismo, a presenca dos forideos nas trilhas de forrageamento altera o
comportamento de operérias, provoca abandono das cargas, retorno antecipado
ao ninho e suspenséao do forrageamento (Braganca et al., 1998; Bailez, 2016).

Eibesfeldtphora tonhascai Brown (2001) é um dos forideos com potencial
para controle biolégico por ser parasitoide de duas das principais formigas-
cortadeiras, Atta sexdens Linnaeus, 1758 (Galvéao et al., 2019) e Atta laevigata
Smith (1958) (Braganca et al., 2002). As fémeas de E. tonhascai parasitam com
maior frequéncia operarias maiores (Braganca et al., 2002), mas se desconhece
se isto é consequéncia de uma preferéncia por atacar individuos maiores ou se é
resultado de uma maior disponibilidade de hospedeiros destes tamanhos no
momento do ataque. Do mesmo modo, se desconhece se o forideo manifesta
preferéncia por parasitar uma das duas espécies hospedeiras e se 0 sSUCeSSO
reprodutivo é maior em alguma delas.

Verificar se ha preferéncia pelo tipo de hospedeiro € importante para
estabelecer o potencial destes insetos como agentes de controle bioldgico e para
o correto desenvolvimento de métodos de criacdo do parasitoide. O objetivo deste
trabalho foi verificar se E. tonhascai manifesta preferéncia por tamanho e espécie

da formiga hospedeira.
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MATERIAL E METODOS

Forideos

Forideos parasitoides adultos do género Eibesfeldtphora foram coletados
no campo no mesmo dia dos experimentos. Os parasitoides foram capturados
gquando sobrevoavam as trilhas de forrageamento de ninhos de A. sexdens
localizados na Estacdo Ecoldgica Estadual de Guaxindiba, 21°23’ S e 41°05’ W,
Rio de Janeiro, Brasil. A vegetacdo do local corresponde ao bioma de Mata
Atlantica e esta caracterizada como floresta estacional semidecidual de tabuleiro.
O clima da regiao é quente e umido com influéncia marinha, apresenta inverno
ameno e estacao chuvosa no verao (INEA, 2013).

Os parasitoides foram capturados com aspirador entomologico quando
sobrevoavam formigas operarias (Galvao et al., 2019). Os insetos coletados foram
armazenados em caixa térmica (15-20°C) e transportados para o laboratério. Apés
serem utilizados em testes comportamentais os forideos foram sacrificados e
identificados em nivel de espécie com auxilio de microscopio estereoscopico e
guias de identificacdo (Brown, 2001; Uribe et al., 2014).

Formigas

As formigas utilizadas nos testes foram obtidas de colbnias adultas de
criacdo em laboratério (quatro a seis anos de idade) das espécies A. sexdens e A.
laevigata. As colbnias eram mantidas a 25 + 1°C de temperatura e 85 + 5 % de
umidade relativa, fotoperiodo de 10:14 (luz/escuro) e com folhas de Ligustrum
japonicum, Acalypha wilkesiana e Rosa spp. como alimento. Dez horas antes de
cada teste formigas das duas espécies foram retiradas das colénias e agrupadas
por espécie e por tamanho de operaria em potes plasticos. Quatro classes de
tamanho de operaria foram estabelecidas de acordo com a largura da capsula
cefélica: 1. (1,0 - 1,9 mm); II. (2,0 - 2,9 mm); Ill. (3,0 - 3,9 mm) e IV. (4,0 - 5,0 mm).



39

Experimento 1 - Preferéncia por tamanho de hospedeiro

Cinco operarias de cada uma das classes de tamanho I, Il, lll e IV (n= 20)
foram marcadas no térax com tinta a base de agua (acrilex®) de distintas cores e
introduzidas em uma arena de ataque fechada feita em acrilico transparente
(20x20%x20 cm). A cor da marcacdo das operarias de cada classe de tamanho foi
aleatorizada a cada teste. A inocuidade da tinta foi verificada previamente
mediante testes nos quais ndo se detectou diferenca de comportamento, nem das
formigas nem dos forideos, quando confrontados a operarias com ou sem térax
marcado. Talco foi colocado nas paredes da arena para evitar o escape das
formigas. Apds 10 minutos uma fémea de E. tonhascai foi liberada no interior da
arena.

O teste teve duracdo de 15 minutos e foi registrado o tempo de laténcia, o
namero de voos de inspecdo, o numero de tentativas de ataque e de ataques
efetuados pelo forideo as formigas (Silva et al., 2008; Gazal et al., 2009). O teste
foi repetido até alcancar 100 repeticdes nas quais ocorreu pelo menos um ataque
do forideo. ApoOs terminar cada teste as formigas foram introduzidas em pote
plastico com tampa (9 x 6 x 4 cm), alimentadas com solucéo de sacarose (10 %) e
transferidas para sala climatizada (25 + 1 °C, 80 + 5 % UR e 12 h de fotoperiodo)
(Galvao et al., 2019). Os potes foram vistoriados diariamente e as formigas mortas
foram individualizadas em tubos de ensaio (5 mL) com tampa. As formigas
sobreviventes apés 20 dias da realizacdo dos testes foram consideradas nédo
parasitadas e foram descartadas (Braganca, 2011).

Os tubos com formigas mortas foram diariamente examinados durante 45
dias a procura de sinais de parasitismo (Tonhasca, 1996; Braganca, 2011) e em
base ao nimero de formigas com sinais de parasitismo se estabeleceu a taxa de
parasitismo de cada classe de operaria submetida ao teste de ataque. A taxa de
parasitismo das formigas (TP) foi calculada pela férmula: TP= (n° de formigas
parasitadas / n° de formigas do teste) x 100. A taxa de emergéncia de adultos foi
estimada pela féormula: TE= (n° de forideos emergidos em cada espécie/ n° de

formigas parasitadas) x100.
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Experimento 2 - Preferéncia por espécie hospedeira

No centro de uma arena de ataque foram introduzidos dois potes plasticos
sem tampa (@ = 7; 4 cm altura) a quatro centimetros de distancia um do outro.
Cinco operarias de A. sexdens foram introduzidas em um dos potes e cinco de A.
laevigata no outro. O tamanho da largura da capsula cefalica das operarias de
ambas as espécies variou de trés a cinco milimetros (classes de tamanho Ill e 1V).
Apos 10 minutos uma fémea do forideo foi introduzida na arena de ataque.

Os forideos foram observados durante 15 minutos e registrou-se a
laténcia, o numero de voos de inspecdao, 0 numero de tentativas de ataque e o
namero de ataques realizados pelos forideos as operarias de cada espécie. O
teste foi repetido até obter 50 repeti¢cdes, nas quais o forideo efetuou pelo menos
um ataque a alguma das formigas das duas espécies. Depois do teste as formigas
foram mantidas em laboratério e a taxa de parasitismo foi determinada como foi

descrito no experimento 1.

Experimento 3 — Taxa de emergéncia de adultos por espécie hospedeira

Cinco operarias da espécie A. sexdens, com largura de capsula cefélica
de trés a cinco milimetros, foram introduzidas em uma arena de ataque. Apds dez
minutos uma fémea de E. tonhascai foi introduzida na arena e durante 15 minutos
registrou-se o tempo de laténcia, o numero de voos de inspec¢do, o numero de
tentativas de ataque e o nimero de ataques efetuados. Ao final do teste o forideo
foi recolhido da arena e mantido em repouso no tubo de captura. Apos 20 minutos
o mesmo forideo foi introduzido em outra arena contendo operarias de A.
laevigata. A ocorréncia dos mesmos atos comportamentais descritos no teste
anterior com A. sexdens foi registrada. A ordem de apresentacéo das espécies de
formiga foi alterada a cada teste. O experimento foi repetido até obter 100 testes
em que ocorreu pelo menos um ataque. As formigas foram submetidas as
mesmas condi¢bes descritas no experimento 1 e as taxas de parasitismo e de

emergéncia foram calculadas.
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Analises de dados

No experimento 1 os dados de laténcia, de voo de inspec¢éo, de tentativas
de ataque, de ataques e de taxas de parasitismo registradas nas quatro classes
de tamanho de operaria foram comparados pelo teste de Kruskall-Wallis, seguido
do teste de comparacdo multipla de Dunn. Nos experimentos dois e trés as
mesmas variaveis foram comparadas entre as espécies A. sexdens e A. laevigata
pelo teste de Wilcoxon-Mann-Whitney. As propor¢des de individuos emergidos
versus nao emergidos registradas nas classes de tamanhos de operéria lll e IV do
primeiro experimento foram comparadas pelo teste de Qui-quadrado. O mesmo
teste foi utilizado para comparar a proporcado de emergidos versus nao emergidos
registrada para as duas espécies hospedeiras do terceiro experimento.

RESULTADOS

Um total de 560 forideos adultos de Eibesfeldtphora foram coletados: trés
foram fémeas de Eibesfeldtphora bragancai e 89 machos, os quais foram
descartados. Os 468 individuos restantes foram fémeas de E. tonhascai utilizadas
nos testes (157; 148 e 163 nos experimentos 1, 2 e 3, respectivamente).

3.1. Experimento 1: Preferéncia por tamanho de hospedeiro

As fémeas de E. tonhascai tiveram laténcia de 2,2 + 0,2 minutos antes de
realizar voos de inspecao sobre operarias. As operarias das classes Ill e IV foram
mais inspecionadas e sofreram maior numero de tentativas de ataque e ataques
(H inspecao (3, 100) = 256,70; p < 0,001; H tentativas (3, 100) = 275,64; p < 0,001; H ataques (3,
100) = 260,10; p <0,001; Fig. 1 A, B e C, respectivamente). Na classe de tamanho I
apenas uma operaria foi atacada e parasitada, mas ndo houve emergéncia (Fig. 1
C e D) e na classe | ndo houve ataque (Fig. 1 B e C). A taxa de parasitismo foi
maior nas operarias das classes lll e IV (H (3, 400) = 51,27; p<0,001; Fig. 1 D). A
porcentagem de forideos adultos emergidos nao diferiu entre as classes lll e IV
(8/30 = 26,7 %, vs. 5/36 = 13,8 %; x2=0,98; g..=1; p = 0,32; Fig. 1 E).
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Figura 1. Numero de voos de inspecdo (A), de tentativas de ataque (B) e de

ataques (C) efetuados pelo forideo E. tonhascai a grupos de cinco operarias de A.

sexdens das classes de tamanhos I. 1,0-1,9 mm; Il. 2,0-2,9 mm; Ill. 3,0-3,9 mm e

IV. 4,0-5,0 mm. Taxa de parasitismo (D) e propor¢éao de adultos emergidos versus

nao emergidos (E). Figuras A,B,C e D: teste de Kruskal-Wallis; letra distinta indica

diferenca significativa pelo teste de Dunn p<0,001. Figura E: teste de Qui-

quadrado.
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Experimento 2 - Preferéncia por espécie hospedeira

O tempo de laténcia de E. tonhascai foi de 7,8 + 0,32 minutos. O namero
de voos de inspecdo sobre ambas as espécies foi similar (U (1, s0) = 1155,0; p =
0,50; Fig. 2 A). Do mesmo modo ndo houve diferenca no nimero de tentativas de
ataque e de ataques (U (, 50) tentativas = 1173,0; p = 0,59; Fig. 2 B; U ataques (1, 50) =
1191,5; p = 0,68; Fig. 2 C). A taxa de parasitismo dos forideos nas operarias de A.
sexdens nao diferiu da registrada nas operarias de A. laevigata (14/250 = 5,6 %;
vs. 13/250 = 5,2 %, respectivamente; U (1,50 = 1238,0; P = 0,91; Fig. 2 D). O menor
namero de individuos adultos emergidos em ambas as espécies (dois de cada

espécie) impossibilitou a comparacao das taxas de emergéncia.

10 10
o | ™ g | ®
o
4] ©
o 8 = 8
] ® n
g S "1
K g o I |
8 IS
g T 4
g’ o
n
o 1 S
) L o 2
S £
3
z Z
0 0 ,
A. sexdens A. laevigata A. sexdens A. laevigata
10 10
(C) (D) n =250
8 8
»n
S 3 s
g S |
< 6 g 6 i
Q@ @£
° Z
o
S 4 S 4
@
£ &
=}
< 2 _Il_i n$—-— 2
0 ) 0
A. sexdens A. laevigata A. sexdens A. laevigata
Espécie da formiga Espécie da formiga

Figura 2. Numero de voos de inspecdo (A), de tentativas de ataque (B) e de
ataques (C) efetuados durante 15 minutos por Eibesfeldtphora tonhascai (n = 50) a
cinco operarias de Atta sexdens e de Atta laevigata e taxa de parasitismo (D)

Teste de Kruskal-Wallis p<0,05, ns= diferenga n&o significativa.
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Experimento 3 - Taxa de emergéncia de adultos por espécie hospedeira

As frequéncias de voos de inspecéao, de tentativas de ataque e de ataques
realizados por fémeas de E. tonhascai sobre operérias de A. sexdens ndo foram
diferentes das realizadas em operarias de A. laevigata (U voos de inspecao (1, 100) =
4396,5; p = 0,140; U tentativas de ataque (1, 100) = 4947,5; p = 0,899; U ataques (1, 100) =
4780,5; p =0,581; Fig. 3A,B e C).

A taxa de parasitismo de forideos em A. sexdens (37,0 %; 185/500) foi
similar a de A. laevigata (33,2 %; 166/500) (t @, 100) = 10404,0; p = 0,370; Fig. 3 D).

No entanto, a taxa de emergéncia de adultos foi maior em A. sexdens (84/185 =

45,4 % vs.12/166 = 7,2 % de A. laevigata) ()(2: 62,27; g.l.=1; p < 0,001; Fig. 3 E).
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DISCUSSAO

As fémeas de E. tonhascai apresentaram preferéncia pelas operarias das
classes Ill e IV. Os forideos aceitam as formigas para a oviposicdo apoés
reconhecimento de sinais especificos que indicam a aptiddo deste hospedeiro
para o parasitismo (Gazal et al., 2009; Bailez 2016). O tamanho da formiga
hospedeira pode representar para o parasitoide um sinal visual que indique
adequabilidade para um bom desenvolvimento da larva (Silva et al., 2007; Gazal
et al., 2009; Farder-Gomes et al., 2019).

Hospedeiros maiores podem representar maior quantidade de recurso
para o desenvolvimento e sobrevivéncia das larvas (Godfray, 1994; Bacci et al.,
2019). As fémeas de E. tonhascai podem ter desenvolvido preferéncia por
hospedeiros maiores como consequéncia de um aumento de Seu sucesso
reprodutivo nestes individuos, como parece ocorrer em outras espécies de
forideos parasitoides (Feener, 1987; Farder-Gomes et al., 2017; 2019).

Forideos do género Pseudacteon sdo altamente seletivos ao parasitar
operarias de Solenopsis invicta e o tamanho do parasitoide emergido esta
diretamente correlacionado com o tamanho da cabeca da formiga parasitada
(Folgarait et al., 2006; Chen e Fadamiro, 2017). Forideos parasitoides que
parasitam diversas espécies de formigas-cortadeiras podem parasitar hospedeiros
sem distingdo de tamanhos, como no caso de Apocephalus attophilus Borgmeier,
1928 (Erthal e Tonhasca, 2000) ou parasitar com maior frequéncia hospedeiros de
tamanho especifico, como é o caso de Myrmosicarius grandicornis e
Eibesfeldtphora spp. (Silva et al., 2007; Farder-Gomes et al., 2017). A exploracéo
de hospedeiros de tamanho especifico possibilita que mais de uma espécie de
forideo possa explorar simultaneamente uma mesma espécie de formiga em
nichos diferentes e evitar a competicédo interespecifica (Silva et al., 2008; Chen e
Fadamiro, 2017).

O forideo E. tonhascai parasita em condi¢cbes naturais operarias de A.
sexdens (Galvéao et al., 2019) e de A. laevigata (Bragancga et al., 2002). Sinais
quimicos do hospedeiro poderiam ser aprendidos no estagio imaturo e serem
utilizados na fase adulta para identificar a espécie hospedeira (Barron, 2001;
Canale et al., 2014). Neste trabalho esperava que E. tonhascai manifestasse
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preferéncia para parasitar A. sexdens, porque as fémeas utilizadas nos testes
foram capturadas em trilhas dessa espécie. Entretanto, E. tonhascai néo
manifestou preferéncia por espécie de formiga, pois 0 nUmero de ataques e a taxa
de parasitismo foram similares em ambas as espécies. E provavel, que conforme
sugerido por Gazal et al. (2009) para fémeas de Eibesfeldtphora elongata, E.
tonhascai também selecione hospedeiros por meio de sinais visuais, 0s quais que
ndo seriam suficientes para um forideo discriminar formigas morfologicamente
semelhantes (Chen e Fadamiro, 2017) como A. sexdens e A. laevigata.

O numero de ataques e a taxa de parasitismo que E. tonhascai causa a A.
sexdens e a A. laevigata ndo diferiu, mas, a taxa de emergéncia de adultos foi
maior em A. sexdens. Fémeas de parasitoide emergidas de operarias de A.
sexdens poderiam transferir aos seus descendentes mecanismos de resisténcia
imunologicos contra processos fisioldgicos defensivos ao parasitismo em A.
sexdens (Feener e Brown, 1997; Bailez, 2016). A menor emergéncia de adultos
em A. laevigata pode ser consequéncia de um mecanismo fisiologico de
resisténcia ao parasitismo mais eficiente nesta espécie de formiga como sugerem
Arruda et al. (2019). Experimentos similares a serem efetuados com fémeas de E.
tonhascai originados de operarias de A. laevigata permitiiam verificar essa

hipotese.

RESUMO E CONCLUSOES

As taxas de parasitismo causadas por E. tonhascai as operarias de A.
sexdens e A. laevigata foram similares, mas taxa de emergéncia de adultos foi
maior em A. sexdens que em A. laevigata. Este estudo permite concluir que as
fémeas de E. tonhascai emergidas da formiga A. sexdens apresentam preferéncia
por operarias maiores, que ndo manifestam preferéncia por espécie hospedeira,
mas que a taxa de emergéncia de adultos € maior na espécie A. sexdens. Os
resultados deste trabalho contribuem para uma melhor compreenséo da relagao
parasitoide-hospedeiro, necesséria para avaliar o potencial de E. tonhascai como

agente de controle bioldgico de formigas-cortadeiras.
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3.3 CICLO BIOLOGICO E FECUNDIDADE DE Eibesfeldtphora tonhascai
(DIPTERA: PHORIDAE)

RESUMO

O forideo parasitoide Eibesfeldtphora tonhascai (Diptera: Phoridae) apresenta
potencial para ser utilizado no controle bioldgico das formigas-cortadeiras Atta
sexdens e Atta laevigata. Mas, para seu uso € necessario conhecer a duracdo dos
estadios do ciclo biolégico e qual é a capacidade reprodutiva das fémeas. Os
objetivos deste trabalho foram determinar a duracdo de cada um dos estadios do
ciclo biologico e estimar a fecundidade das fémeas de E. tonhascai. Operarias de
A. sexdens de ninhos de criacdo em laboratério foram submetidas a ataques por
fémeas de E. tonhascai coletadas no campo. As formigas parasitadas foram
vistoriadas diariamente e registrou-se a duragcao dos estadios ovo-larva e pupa e a
longevidade dos adultos. Fémeas de E. tonhascai coletadas no campo e
emergidas no laboratério foram dissecadas e o numero de ovos contidos nos seus
ovarios foi contabilizado. As formigas parasitadas morreram 7,7 = 0,5 dias apés o
ataque do forideo. O estadio ovol/larva teve duracdo de 11,7 + 0,9 dias e o de
pupa de 22,9 + 0,1 dias. A duracéo total do ciclo foi de 34,6 £ 0,1 dias e os adultos
tiveram longevidade de 2,1 + 0,1 dias. As fémeas emergidas no laboratorio tiveram
27,8 £ 1,4 ovos (16 a 35) e as coletadas no campo 27,1 + 2,4 ovos (5 a 62). O
maior numero de ovos encontrado nas fémeas coletadas no campo, em

comparacdo com as fémeas recém-emergidas em laboratério sugere que E.
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tonhascai € uma espécie sinovigénica, que se caracteriza por ter uma quantidade
de ovos ja formados no momento da emergéncia mas, que durante a vida adulta a

ovogénese continua e pode aumentar o estoque de ovos no Seus ovarios.

ABSTRACT

BIOLOGICAL CYCLE AND FECUNDITY OF Eibesfeldtphora tonhascai (DIPTERA:
PHORIDAE)
The parasitoid phorid Eibesfeldtphora tonhascai (Diptera: Phoridae) has the
potential to be used in the biological control of leaf-cutting ants Atta sexdens and
Atta laevigata, but it is necessary to know about the duration of the different stages
of the biological cycle and the reproductive capacity of this parasitoid. The
objectives of this work were to know the duration of each of the stages of the
biological cycle of the E. tonhascai phorid and to estimate the fecundity of this
parasitoid. Atta sexdens workers from laboratory colonies were subjected to
attacks by E. tonhascai females collected in the field until 100 adults emerged from
the parasitized ants. The parasitized ants were inspected daily, and the duration of
the stages egg-larva, pupa and adult longevity were recorded. Eibesfeldtphora
tonhascai females collected in the field (n=50) and emerged in the laboratory
(n=20) were dissected and the number of eggs was counted. The parasitized ants
died 7.7 £ 0.5 days after the phorid attack. The egg/larva stage lasted 11.7 £ 0.9
days and the pupal stage lasted 22.9 + 0.1 days. The total duration of the cycle
was 34.6 = 0.1 days and the adults had a longevity of 2.1 + 0.1 days. Females
emerged in the laboratory had 27.8 + 1.4 eggs (16 to 35) and those collected in the
field 27.1 + 2.4 eggs (5 to 62). The maximum value in the number of eggs from
females collected in the field in relation to the newly emerged in the laboratory
suggests the occurrence of synovigenia, which is characterized by a number of
eggs already formed at the time of emergence, but that during adulthood the

ovogenesis continues and can increase the egg stock.
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INTRODUCAO

Forideos parasitoides dos géneros Apocephalus, Eibesfeldtphora
(=Neodohrniphora) e Myrmosicarius (Diptera: Phoridae) apresentam potencial para
serem utilizados em controle biolégico de formigas-cortadeiras (Arruda et al.,
2019; Galvéo et al., 2019). Eibesfeldtphora tonhascai Brown, 2001 é um forideo
parasitoide de Atta sexdens Forel, 1908 e de Atta laevigata Smith, 1958 que causa
a morte das operarias parasitadas e afeta negativamente a atividade de
forrageamento das colonias atacadas (Tonhasca, 1996; Braganca et al., 1998).

A fémea de E. tonhascai sobrevoa operarias nas trilhas de forrageamento
para selecionar hospedeiros para a oviposicao (Silva et al., 2008). Um Unico ovo é
inserido na cabeca do hospedeiro e ao eclodir a larva consome os tecidos internos
da cabeca da formiga. Ao final do desenvolvimento da larva ocorre a morte da
formiga e alguns dias depois o pupario é formado entre as mandibulas do
hospedeiro (Tonhasca, 1996; Braganca et al., 2002).

A duracdo dos diferentes estadios do ciclo biolégico de um forideo
parasitoide € um conhecimento essencial para avaliar sua capacidade reprodutiva
e para desenvolver métodos de criacdo em condi¢fes de laboratério. Nos Estados
Unidos seis espécies de forideos do género Pseudacteon foram utilizadas em
programas de controle biolégico da formiga Solenopsis invicta (Chen e Fadamiro,
2017). Para isto, foi necesséario desenvolver métodos de criagdo em laboratorio
dessas espécies, o que somente foi possivel depois de realizar diversos estudos
sobre a biologia destes insetos (Fadamiro e Chen, 2005; Chen e Fadamiro, 2017).

Outro conhecimento essencial para viabilizar a criacdo de forideos em
laboratério € a capacidade de oviposicdo das fémeas. Recentemente, Farder-
Gomes et al. (2019) estudaram o processo de ovogénese de E. tonhascai e
descreveram a morfologia do aparelho reprodutor desta espécie. Estes autores
verificaram que fémeas de E. tonhascai coletadas no campo apresentam foliculos
ovarianos com diferentes estadios de desenvolvimento e descrevem esta espécie
como sinovigénica. Espécies sinovigénicas emergem com poucos ovos maduros,
mas a ovogénese continua durante a vida adulta, o que permite a maturacdo dos
ovOcitos existentes e a formacdo de novos ovos (Flanders, 1950; Heimpel e
Rosenheim, 1998).
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Determinar a capacidade de oviposicdo das fémeas e estabelecer a
duracédo dos estadios do ciclo biologico dos forideos parasitoides é essencial para
avaliar o potencial reprodutivo da espécie e para validar seu eventual uso em
programas de manejo das formigas-cortadeiras (Bailez, 2016). Os objetivos desse
trabalho foram determinar a duracdo dos estadios do ciclo biolégico e estimar

sobre a fecundidade das fémeas de E. tonhascai.

MATERIAL E METODOS

Formigas

Formigas operarias de A. sexdens foram coletadas de colénias adultas de
criacdo em laboratorio (25 + 1° C, 80+5% UR e 12 h de fotoperiodo) e alimentadas

com folhas de Ligustrum japonicum, Acalypha wilkesiana e Rosa spp.

Forideos

Fémeas adultas do parasitoide E. tonhascai foram coletadas, entre 5:00 e
9:00 horas, em trilhas de forrageamento de ninhos de A. sexdens localizados em
area de Mata Atlantica da Estacéo Ecoldgica Estadual de Guaxindiba (21°23’ S e
41°05’ W), Rio de Janeiro. Os forideos foram coletados, com auxilio de aspirador
entomoldgico quando sobrevoavam formigas operérias (Galvao et al., 2019). Em
seguida foram armazenados em caixas térmicas (15-20°C), transportados até a

sala de teste e utilizados nos experimentos no mesmo dia da coleta.

Experimento 1: ciclo bioldgico

Vinte operarias com largura de capsula cefalica de 3 a 5 mm foram
introduzidas em uma arena de ataque fechada (feita em acrilico transparente -
20x20%20 cm) e mantidas em repouso durante dez minutos. Posteriormente, uma
fémea de E. tonhascai, coletada no campo, foi liberada no interior da arena e as

operarias foram submetidas a uma sessao de ataques de 30 minutos. As sessdes
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de ataque foram repetidas com fémeas de E. tonhascai e operarias de A. sexdens
até obter 100 forideos adultos emergidos das formigas submetidas a ataque do
forideo. A espécie A. sexdens foi utilizada como hospedeira por apresentar maior
taxa de emergéncia de adultos em condicbes de laboratério e o tamanho da
operaria utilizada foi escolhido por ser o tamanho de hospedeiro preferido por E.
tonhascai (ver artigo 2).

Ao final de cada sessao de ataque as formigas foram transferidas para um
recipiente plastico (9 x 6 x 4 cm), com tampa modificada com malha de organza
(100 mesh). Os recipientes foram mantidos em sala climatizada (25 + 1° C, 80+5%
UR e 12 h de fotoperiodo) com dois tubos de 10 mL, um contendo agua e o outro
uma solugcédo de sacarose a 10 %. As formigas mortas dos recipientes foram
individualizadas em tubos de ensaio (5 mL) e examinadas diariamente durante 45
dias para detectar sinais de parasitismo como cabeca da formiga translicida ao
ser observada contra a luz e presenca de larva no interior da cabeca (Tonhasca et
al., 2001; Braganga, 2011).

As formigas com sinais de parasitismo foram individualizadas em copo
plastico (30 mL) com dois centimetros de gesso na base e tampa modificada com
malha de organza para evitar o escape do forideo adulto e permitir a entrada de
ar. O gesso foi umedecido a cada dois dias para evitar a dessecac¢éo da larva e da
pupa. Apos a formacado do pupario, um algoddo umedecido com mel 10 % e outro
com agua foi introduzido em cada recipiente (Galvao et al., 2019), os quais foram
renovados a cada dois dias. As formigas parasitadas foram vistoriadas
diariamente durante 25 dias e a duracdo dos estadios de ovo-larva, pupa e a
longevidade do parasitoide adulto foi registrada (n = 100).

O estadio ovo-larva compreendeu o intervalo de tempo entre o dia do
ataque do parasitoide e o dia da formagdo do pupario entre as mandibulas do
hospedeiro conforme descrito por Braganca et al. (2009) para a espécie
Eibesfeldtphora elongata. Nas espécies do género Eibesfeldtphora, se
desconhece a duracdo do estadio de ovo porque as fémeas destas espécies
depositam o ovo no interior da cabeca da formiga hospedeira (Silva et al., 2008;
Braganca et al., 2009) e isto impossibilita a verificagdo do momento de eclosdo. O
estadio de pupa correspondeu ao intervalo entre a formacdo do pupario e a
emergéncia do adulto. A longevidade do adulto compreendeu o periodo desde a

emergéncia até a sua morte. A razdo sexual da espécie foi determinada com base
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na formula: razdo sexual = n° de fémeas / n° total de parasitoides x 100 (Galvao et
al., 2019).

As fémeas do parasitoide utilizadas nas sessOes de ataque foram
sacrificadas em élcool 70 % para confirmar que os individuos utilizados nos
ataques eram da espécie E. tonhascai. Também foram sacrificados o0s
parasitoides recém-emergidos das formigas parasitadas em laboratério para
verificar o sexo dos individuos e estabelecer a razdo sexual. A identificacdo das
espécies e a sexagem foram feitas com auxilio de microscopio estereoscopico e

guia de identificacdo (Uribe et al., 2014).

Experimento 2: fecundidade de fémeas de E. tonhascai

Fémeas de E. tonhascai recém-emergidas da criagcdo no laboratorio (n

20) e fémeas coletadas no campo de trilhas de forrageamento de A. sexdens (n
50) foram coletadas e sacrificadas em alcool 70 %. As fémeas do parasitoide
criacdo em laboratorio foram obtidas ap6s submeter as operarias de A. sexdens a
sessfes de ataque com o parasitoide E. tonhascai, conforme descrito no
experimento 1.

Cada fémea de E. tonhascai foi colocada em uma placa de Petri com agua
destilada e o abdémen foi separado do térax com dois alfinetes entomoldgicos (n°
0) e auxilio de microscépio estereoscopio. O abdébmen foi aberto com pincas
entomoldgicas ultrafinas (n°® 01, Roney®), os ovarios separados do ovipositor e
suas paredes rasgadas com auxilio dos alfinetes. Com um pincel (cerdas macias,
n° 00, Acrilex®, modelo 062) os ovos foram extraidos dos ovarios (Figura 1).

O numero de ovos contido em cada fémea recém-emergida em laboratorio
e nas coletadas no campo foi quantificado com ajuda do programa de analise de
imagem NIS Elements D e camera Lumenera Infinity-1 acoplada ao microscopio

estereoscopico (aumento de 240 x) Nikon SMZ 1000.
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Figura 1: Ovarios no interior do abdémen (A) e ovos extraidos dos ovarios (B) de
fémeas de Eibesfeldtphora tonhascai coletadas em trilhas de ninhos de Atta
sexdens em area de Mata Atlantica da Estacéo Ecoldgica Estadual de Guaxindiba,

Séo Francisco do Itabapoana, Rio de Janeiro.

RESULTADOS

Experimento 1: ciclo bioldgico

Uma Unica larva do forideo foi produzida por hospedeiro parasitado. Todas
as formigas parasitadas (n = 100) tiveram os tecidos internos da cabeca
consumidos pelas larvas do parasitoide e morreram 7,7 + 0,5 dias apds o ataque.
O estadio ovo/larva teve duracado de 11,7 £ 0,9 dias. Apés a morte do hospedeiro,
a pupa se formou entre as mandibulas da formiga, com uma parte no interior da
cabeca da formiga e aproximadamente um terco do comprimento e os sifées
respiratérios expostos ao exterior. O estadio de pupa teve duracédo de 22,9 £ 0,1
dias, desta forma a duracéo total do ciclo de E. tonhascai foi de 34,6 = 0,1 dias
(Figura 2).

O parasitoide adulto emergido da formiga parasitada (n = 100) teve
longevidade de 2,1 = 0,1 dias (amplitude de 1 a 4 dias). Os adultos emergidos

foram 53 fémeas e 47 machos (Figura 3), o que implica uma razao sexual de 53%.
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Figura 2. Esquema ilustrativo dos estadios do ciclo de vida (ovol/larva, pupa e
adulto) de Eibesfeldtphora tonhascai e sua duracdo no hospedeiro Atta sexdens.

0.2 mm

Figura 3: Visao lateral da fémea (A) e do macho (B) de Eibesfeldtphora tonhascai
e da morfologia do ovipositor da fémea (C) e da genitalia do macho (D) emergidos,

em laboratério, de operarias de Atta sexdens.
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Experimento 2: fecundidade de fémeas de E. tonhascai

Fémeas de E. tonhascai emergidas no laboratério tiveram 27,8 + 1,4 ovos
com uma amplitude de valores que foi de 16 a 35 ovos (Figura 4 A). Fémeas
coletadas no campo tiveram 27,1 + 2,4 ovos em seus ovarios com amplitude de 5
a 62 ovos (Figura 4 B). Fémeas com poucos ovos (5 - 25) apresentaram baixa
concentracdo de corpusculos gordurosos em comparacdo com as fémeas com

muitos ovos (46 a 65).
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Figura 4: Numero de ovos contidos nos ovarios de fémeas de Eibesfeldtphora
tonhascai recém-emergidas em laboratério (n=20) (A) e coletadas no campo
guando atacavam operarias de Atta sexdens em trilhas de ninhos localizados em
area de Mata Atlantica da Estacdo Ecoldgica Estadual de Guaxindiba, S&o

Francisco do Itabapoana, Rio de Janeiro (n=50) (B).
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DISCUSSAO

O ciclo bioldgico da maioria das espécies de forideos parasitoides
compreende quatro estadios de desenvolvimento: ovo, larva, pupa e o individuo
adulto de vida livre (Disney et al., 1994). A duracdo media dos estadios ovo/larva,
pupa e total do ciclo biologico registrado neste trabalho para E. tonhascai (11, 22 e
34 dias, respectivamente) foi similar a verificada por Braganca et al. (2009) para a
espécie Eibesfeldtphora elongata (9, 24 e 33 dias, respectivamente). A duracéo do
estadio de pupa foi muito préximo ao verificado por Farder-Gomes et al. (2017)
também para E. tonhascai na espécie A. sexdens (22,1 + 2,8 dias). Por outro lado,
a longevidade do adulto, que variou de um a quatro dias, foi inferior aos 10 dias de
vida relatados por Braganca et al. (2009) para E. elongata. As condi¢cdes de
laboratério podem ter sido a principal causa do curto tempo de vida dos adultos.

O nuamero de ovos registrado nas fémeas com até um dia apés emergidas
em laboratério variou de 16 a 35, enquanto as fémeas coletadas no campo, com
tempo de vida adulta desconhecido variou de 5 a 62 ovos. Isto permite afirmar que
E. tonhascai conta com poucos ovos formados imediatamente apds a emergéncia,
mas o valor maximo registrado em individuos coletados no campo permite deduzir
gue a ovogénese destas fémeas continua durante a vida adulta.

Com base nos dados de numero de ovos em fémeas de criacdo em
laboratorio pode-se inferir que as fémeas adultas coletadas no campo que tiveram
de 16 a 35 ovos correspondem a individuos de até um dia de vida. Por outro lado,
fémeas com 46 a 65 ovos devem ter emergido dois dias antes da coleta para ser
possivel a formacdo desse nimero adicional de 30 ovos (por exemplo: 65-35= 30
ov0oS mais que na emergéncia). As fémeas com menor nimero de ovos (5 a 15)
deveriam ter emergido ha pelo menos trés dias para possibilitar que fémeas com
46 a 65 ovos realizassem as 40 a 50 oviposi¢des e deixar o individuo no quarto
dia de vida com 5 a 15 ovos em seus ovarios.

As fémeas de E. tonhascai coletadas no campo foram capturadas durante
o dia, como ocorre na maioria das pesquisas do género, devido ao comportamento
de ataque ao hospedeiro ser diurno (Tonhasca, 1996; Silva et al., 2007; Braganca
et al., 2009; Silva et al., 2008; Galvao et al., 2019). No local de estudo as formigas

somente estiveram ativas até, no maximo, as nove horas da manhé. Dessa forma,
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o tempo disponivel para oviposicdo foi de no maximo quatro horas. Se considerar
gue a fémea de parasitoide gasta em média trés minutos para localizar e atacar
um hospedeiro e que permanece cinCO MiNUtos em repouso entre um e outro
ataque (dados nao publicados), pode-se presumir que o potencial de oviposi¢ao
seja de no maximo 30 ovos por dia. Foi sugerido que fémeas com até 65 ovos
estariam no seu terceiro dia de vida, logo necessitariam de pelo menos mais dois
dias de vida para esgotar seu estoque de ovos.

Dada estas inferéncias, sempre que houver hospedeiros disponiveis no
campo e condicbes climaticas adequadas a longevidade da fémea adulta em
condicBes naturais deveria ser de pelo menos cinco dias. A longevidade poderia
ser maior ou menor se essas condicdes ndo se cumprem, porque parasitoides
sinovigénicas podem reduzir a ovulagdo e aumentar a longevidade quando
impossibilitados de ovipositar (Silva-Torres et al.,, 2009). Inversamente, uma
atividade reprodutiva mais intensa pode reduzir a longevidade do parasitoide,
como consequéncia do balanco energético entre reproducdo e sobrevivéncia
(Reznick, 1985; Bell e Koufopanou, 1986).

A alimentacdo na fase adulta ndo foi claramente comprovada na maioria
das espécies de forideos. Os forideos parasitoides tém vida efémera e
provavelmente as reservas energéticas do corpo sejam suficientes para cobrir as
necessidades das atividades reprodutivas. A menor concentragdo de corpusculos
gordurosos nas fémeas com poucos ovos pode ser consequéncia dessa reserva
energética ter sido utilizada pela fémea adulta na formacdo de novos ovos
(Farder-Gomes et al., 2019) ou na procura de hospedeiros (Reznick, 1985; Bell e
Koufopanou, 1986). Hospedeiros maiores favoreceriam maior concentragédo de
corpusculos gordurosos na hemolinfa do forideo adulto. As fémeas parasitoides de
algumas espécies de forideos manifestam preferéncia por hospedeiros maiores
(ver artigo 2) e esta pode ser considerada uma caracteristica com valor adaptativo
porque aumenta as chances de sobrevivéncia da progénie (Godfray, 1994).

Estes resultados permitiram estabelecer a duracéo total dos estadios de
desenvolvimento de E. tonhascai e determinar o nimero de ovos presentes nos
ovarios das fémeas recém-emergidas em laboratério e coletadas no campo, o que
permitiu especular sobre a dindmica do comportamento de oviposicdo e da

fecundidade da espécie.
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RESUMO E CONCLUSOES

Operarias de A. sexdens parasitadas por fémeas de E. tonhascai morrem
em média oito dias apds o ataque. O estadio ovo/larva tem duracdo aproximada
de 12 dias e o0 de pupa de 23 dias. O ciclo biologico total de E. tonhascai é em
média de 35 dias e os adultos tém longevidade de um a quatro dias. Fémeas de E.
tonhascai coletadas no campo possuem em seus ovarios de 5 a 62 ovos e as
fémeas emergidas em laboratorio de 16 a 35 ovos. A diferenca no nimero de ovos
entre fémeas coletadas no campo e de criacdo em laboratério se deve ao

processo de ovogénese por sinovigenia na espécie E. tonhascai.

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

Arruda, F.V., Teresa, F.B., Martins, H.C., Pesquero, M.A., Braganca, M.A.L. (2019)
Seasonal and Site Differences in Phorid Parasitoidism Rates of Leaf-Cutting
Ants. Environ. entomol. 48:61-67.

Bailez, O. (2016) Estratégias e tacticas na interacao forideo-formiga. Oecol Aust,
20:322-331.

Bell, G., Koufopanou, V. (1986) The cost of reproduction. Oxford Surv. Evol. Biol.
3:83-131.

Braganca, M.A., Tonhasca Jr, A., Della Lucia, T. (2009) Caracteristicas biologicas
e comportamentais de Neodohrniphora elongata Brown (Diptera, Phoridae), um
parasitbide da salva Atta sexdens rubropilosa Forel (Hymenoptera,
Formicidae). Rev. bras. entomol. 53:600-606.

Braganca, M.A.L. (2011) Parasitoides de formigas-cortadeiras. In: Della Lucia,
T.M.C. (org) Formigas cortadeiras: da Bioecologia ao manejo. 1. ed. Vigosa:
Editora UFV, p. 321-343.

Braganca, M.A.L., Tonhasca, A.J., Moreira, D.D.O. (2002) Parasitism characteristics of two
phorid fly species in relation to their host, the leaf-cutting ant Atta laevigata (Smith)

(Hymenoptera: Formicidae). Neotrop Entomol. 31:241-244.



63

Braganca, M.A.L., Tonhasca, Jr., A., Della Lucia, T.M.C. (1998) Reduction in the
foraging activity of the leaf-cutting ant Atta sexdens caused by the phorid
Neodohrniphora. Entomol. Exp. App., 89:305-311.

Chen, L., Fadamiro, H.Y. (2017) Pseudacteon phorid flies: host specificity and impacts on
Solenopsis fire ants. Annu. Rev. Entomol. 63:47-67.

Disney, R.H.L. (1994) Scuttle flies: The Phoridae. London: Chapman and Hall:
p.467.

Fadamiro, H.Y., Chen, L. (2005) Utilization of aphid honeydew and floral nectar by
Pseudacteon tricuspis (Diptera: Phoridae), a parasitoid of imported fire ants,
Solenopis spp. (Hymenoptera: Formicidae). Biol. Control 34:73-82.

Farder-Gomes, C.F., Oliveira, M.A., Goncalves, L., Gontijo, L.M., Zanuncio, J.C.,
Braganca, M.A.L., Pires, E.M. (2017) Reproductive ecology of phorid parasitoids
in relation to the head size of leaf-cutting ants Atta sexdens Forel. Bull. Forestry
Forest Prod. Res. 107:487-492.

Farder-Gomes, C.F., Santos, H.C., Oliveira, M.A., Zanuncio, J.C., Serrédo, J.E.,
(2019) Morphology of ovary and spermathecae of the parasitoid Eibesfeldtphora
tonhascai Brown (Diptera: Phoridae). Protoplasma 256:3-11.

Flanders, S.E., 1950. Regulation of ovulation and egg disposal in the parasitic
Hymenoptera. Can. Entomol. 82:134-140.

Galvao, A.R.A., Bailez, O., Viana-Bailez, A.M., Abib, P.N., Pimentel, F.A., Pereira,
T.P. (2019) Parasitism by phorids on leaf cutter ants Atta sexdens (Linnaeus,
1758) (Hymenoptera: Formicidae) in natural and agricultural environments. Zool.
Sci. 01:01-09.

Godfray, H.C.J. (1994) Parasitoids: behavioral and evolutionary ecology. 12 Ed.
Princeton University Press, New Jersey.

Heimpel, G.E., Mangel, M., Rosenheim, J.A. (1998) Effects of time limitation and
egg limitation on lifetime reproductive success of a parasitoid in the field. Am
Nat. 152:273-89.

Reznick D (1985) Costs of reproduction: an evaluation of the empirical evidence.
Oikos 44:257-267.

Silva, S.G., Bailez, O., Viana-Bailez, A.M., Tonhasca Jr, A., Della Lucia, T.M.C.
(2008) Survey of Neodohrniphora spp. (Diptera: Phoridae) at colonies of Atta
sexdens rubropilosa (Forel) and specificity of attack behaviour in relation to their
hosts. Bull. Entomol. Res. 98:203-206.



64

Silva, V.S.G., Bailez, O., Viana-Bailez, A.M., Tonhasca Jr., A. (2007) Effect of the
size of workers of Atta sexdens rubropilosa o the attack behavior of
Neodohrniphora spp. (Diptera: Phoridae). Sociobiology 50:35-44.

Silva-Torres, C.S.A.; Barros R., Torres, J.B. (2009) Efeito da idade, fotoperiodo e
disponibilidade de hospedeiro no comportamento de parasitismo de Oomyzus
sokolowskii Kurdjumov (Hymenoptera: Eulophidae). Neotrop. Entomol. 4:512-
519.

Tonhasca Jr. A., Braganca, M.A.L., Erthal, Jr., M. (2001) Parasitism and biology of
Myrmosicarius grandicornis (Diptera, Phoridae) in relations hip to its host, the
leaf-cutting ant Atta sexdens (Hymenoptera, Formicidae). Insect Soc. 48:154-
158.

Tonhasca, A.J. (1996) Interactions between a parasitic fly, Neodohrniphora
declinata (Diptera: Phoridae), and its host, the leaf-cutting ant Atta sexdens
rubropilosa (Hymenoptera: Formicidae). Ecotropica 2:157-164.

Uribe, S., Brown, B., Braganca, M.A.L., Queiroz, J.M., Nogueira, C.A. (2014) New
species of Eibesfeldtphora Disney (Diptera: Phoridae) and a new key to the
genus. Zootaxa 3814:443-450.



65

4. RESUMO E CONCLUSOES

A taxa média do parasitismo causada por forideos parasitoides na formiga-
cortadeira Atta sexdens é de 5,8 % em periodo de dois anos. Apocephalus
attophilus causou 4,2 % desse parasitismo e Eibesfeldtphora spp 1,4 %. A.
attophilus e Eibesfeldtphora spp. apresentam variacdo sazonal e a temperatura
tem efeito negativo sobre o parasitismo destas espécies. Myrmosicarius
grandicornis causou 0,2 % do parasitismo e a umidade e a precipitacdo tém efeito
positivo sobre o parasitismo desta espécie. A fémea E. tonhascai manifesta
preferéncia por hospedeiros de tamanho maior, nao discrimina espécies
hospedeiras, mas a taxa de emergéncia € maior em A. sexdens. O ciclo biol6gico
de E. tonhascai € em média de 35 dias, com 18 dias do estadio ovo/larva e 22 dias
de pupa. Fémeas emergidas em laboratério possuem entre 5 e 39 ovos, enquanto
as fémeas coletadas no campo chegam a 63 ovos, o que comprova que E.
tonhascai € uma espécie sinovigénica. A comprovacao da influéncia de fatores
climaticos sobre o parasitismo, da preferéncia por tamanho de hospedeiro, da
duracdo do ciclo bioldgico e da fecundidade das fémeas de E. tonhascai séo
informacgdes essenciais para desenvolver metodologias de criacdo de forideos e
estabelecer programas de manejo da formiga-cortadeira A. sexdens que

contemplem o uso destes parasitoides como agentes de controle biolégico.
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