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RESUMO

Coenosia attenuatétein, 1903 (Diptera: Muscidae), espécie pertencente ao grupo
“tigrina”, € reconhecida por varios autores como predador polifago de importantes
pragas agricolas, tanto no estado larvar como no estado adulto.

O trabalho consistiu em ensaios de laboratério para a avaliagficataa desta espécie
como agente de luta biologica. Comparou-se a actividade predadoractiesnme
fémeas (novas ou velhas, virgens ou que copularam)Cdeattenuata sobre
Trialeurodes vaporariorume Drosophila melanogasterNa avaliacdo da taxa de
predacao d€. attenuatasobreT. vaporariorum comparando as diferentes modalidades
de fémeas de&€. attenuata verificou-se que a maior taxa de predacdo ocorreu para
fémeas jovens e para fémeas que copularam. No que se refergarag@o entre

machos e fémeas néo se verificaram diferengas significativas.

Em relacdo a predacdo solide melanogasterfémeas jovens predaram mais presas,
mas ndo se detectaram diferencas significativas entreaémeasaladas e fémeas
virgens e entre fémeas virgens jovens e machos em termosdd&dw que exerceram

sobre esta presa.

Estudou-se a avaliagcdo da influéncia da presenca de presas na avipsiC.
attenuata.Na presenca de muco deimbricus terrestriso nimero de extensfes do
ovipositor e o numero de ovos postos foram significativamente superiasesaa
testemunha, e na presenca de larvas de esciarideos foram sspetEstemunha, mas

sem significado estatistico. Colocando a disposicao de uma fémmeasda tigre, em

placa de Petri, muco de terrestrise substrato com larvas de esciarideos, o0 numero de
extensdes do ovipositor e o0 numero de ovos postos na modalidade com muco foram
superiores, em média, na metade da caixa de Petri com muco, igwificaslo
estatistico no caso do numero de extensdes e com tendéncia no castecmde ovos

postos.

Palavras-chave:Coenosia attenuatgpredacédo, oviposicao.




ABSTRACT

Coenosia attenuateStein, 1903 (Diptera: Muscidae), a species belonging to the
“tigrina” group of theCoenosiagenus, is recognized by many authors as a polifagous

predator of important agricultural pests, both in larval and in adult stages.

This study included laboratory tests to evaluate the spedieemdy as a biological

control agent.

Predation rate o€. attenuatamales and females (young or old, virgin or mated) on

Trialeurodes vaporariorunand onDrosophila melanogastexvas compared.

Comparing the different types @f. attenuataemalesorilrialeurodes vaporariorumit
has been found that the higher predation rate occurred on young feRedesding the
copulation, predation rate was higher in mated females, and thezenavesignificant

differences comparing males and females.

Regarding predation oB. melanogastesignificant differences were found between
young and old females, but there were no differences betweed arad virgin females

and between young virgin females and males.

The influence of prey presence @nh attenuataoviposition was also studied. When
Lumbricus terrestrismucus was present the number of extensions of ovipositor and
eggs laid were significantly higher than in the control and the nupflbextensions of

the ovipositor and the number of eggs laid in the presence of sciaae laere higher
than in control modality, although in the last cases without statfissignificance.
Putting mucus of the earthworinterrestrisand substrate with sciarid larvae in each
half of a Petri dish, the number of extensions of the ovipositor antuthéer of eggs

laid by a tiger-fly female were higher in the half with mucus.

Key words: Coenosia attenuatgredation, oviposition.




INTRODUCAO GERAL

A preocupacdo da sociedade com o impacto da agricultura no ambientendena
aumentar, devido a essas pressdes 0 cenario agricola alterstiemsside cultivo para
mais sustentaveis e, portanto, menos dependentes do uso de pesticitase{iMic
Barros, 2001).

A sustentabilidade agricola baseia-se na resolucédo dos problea@enados com a
ocorréncia de pragas e doencas nas plantas, com base na consgpgagéursos
naturais, na reducdo no uso de pesticidas e no aumento da produtividadeada fo
satisfazer as necessidades humanas das geracfes actuaias (Birdet al, 1990;
Thurston, 1992).

De acordo com a definicdo da FAO (Food and Agriculture Organizadem)Nacoes
Unidas (1993), o objetivo da agricultura sustentavel € o da satisfagfioua das
necessidades, ndo s6 das geracdes actuais, mas também dasdatservando o solo,
a agua e 0S recursos geneéticos vegetais e animais. Para &gocultura ndo deve
degradar o ambiente, mas precisa ser tecnicamente adequada, ecopaoiricdavel e

socialmente aceitavel.

Ja Altieri (1994) define a agricultura sustentavel como a adg@adeide manter o nivel
de produtividade dos cultivos ao longo do tempo, através do uso de tecnolgias d

gestao.

Os pesticidas tém sido usados na agricultura para proteccdo p@gss. Entretanto,
seus efeitos nocivos como a poluicdo ambiental, a intoxicacdo do hoar@mags e o
surgimento de resisténcias dos patdgenos a estes produtos té&madstiareducéo do

seu uso e a adopcgdo de métodos menos agressivos (Gregaett2000).

A agricultura que tem vindo a ser praticada até aos dias de hsgjegoima de tudo a
producdo deixando para segundo plano a preocupacdo com a conservacdo do meio

ambiente e a respectiva qualidade dos alimentos (Simdes, 2007).




Em agricultura, podemos definir praga como sendo todo o organismo animal noci
para as plantas e doencga, como uma perturbacao da fisiologial \¢pgeocasiona um
efeito desfavoravel na actividade da planta (Amaro, 1982). O numeroadaspe

doencas nas culturas agricolas tem vindo a aumentar de ano para ano (Ferreira, 2002).

A resisténcia das pragas e doencgas aos pesticidas tem vindoeataumcontece
muitas vezes que a praga, para além de nao ser combatidabeaii@mraser favorecida,
pois a aplicacdo destes produtos destréiem os auxiliares que natieajpoderiam

combater essas pragas (Simdes, 2007).

Os auxiliares em proteccdo de plantas tém como funcdo condmteragas e as
doencas, podendo no caso da luta biologica contra pragas, ser predadasés)des

ou entomopatogénios (Amaro, 1982).

A luta biolégica visa manter um equilibrio no agroecossistema, de moeoo
hospedeiro, na presenca do patdégeno, ndo sofra danos significativos {tbegak
2000).

7

O ambiente na estufa geralmente € mais favoravel ao crescimentproducdo das
plantas. No entanto, mudancas em determinados factores do ambiente como
temperatura, humidade relativa do ar, humidade do solo e evapotramsppagém
causar mudancas na fisiologia e anatomia das plantas podendo gonmeis

predispostas a infec¢ao por patdogenos (éida.,2004).

As estufas, enquanto ecossistema agrario, contém poucas espgeiassy que sofrem
geralmente numerosas intervencbes quimicas. Apresentam, frequeaiement
preocupantes infestacdes, particularmente de aleirodideos, tripmsjzgeos, afideos
e cochonilhas, cada vez de mais dificil controlo com as suledarastivas
habitualmente usadas. Para aumentar equilibrios ecolégicos, ascedgérientam-se

no sentido de metodologia de proteccéo bioldgica e integrada (Prieto, 2002).

Segundo Amaro (2003) a luta biolégica, define-se como a accagaleissnos vivos
ou de produtos derivados da sua actividade, para reduzir as populacdes dos idasi

culturas e, consequentemente, 0s prejuizos sobre as culturas ou produtos agricolas.




Os inimigos naturais das pragas asseguram a reducao dg®pukgdes, podendo em

muitos casos evitar a ocorréncia de prejuizos (Amaro, 2003).

De acordo com Amaro (2003), é de interesse a manutencéo e o aumegrupuliagdes
dos inimigos naturais. Para isso, deve-se evitar a sua destruigaafiliEando os
pesticidas mais toxicos para 0S organismos em causa, reduzinde a ddmero de
aplicacdes dos pesticidas empregues e para fomentar o aumest@sigopulacdes,

proporcionando-lhes hospedeiros alternativos, alimento suplementar e abrigos.

As larvas e adultos d€oenosia attenuatéStein, 1903 (Diptera: Muscidaeao
predadores polifagos, alimentando-se de grande variedade de inSectesnpacket
al., 2005), entre os quais importantes pragas de culturas horticolas eemtaiam
protegidas (Moreschi & Suss, 1998; Ramirez, 2008).

A origem geografica deC. attenuatando € consensual. Segundo Kihne (2000) é
originaria da regido Paleotropical, mas segundo Pons (2005) tewsnong regido
paleartica. Contudo, esta espécie existe numa area mais abeargges inclui para
além da Europa, o norte de Africa, parte da regido Afro-tropicaktremo Oriente,

Asia, Macronésia e a Australasia (Pont, 1986).

Actualmente, encontra-se presente em todos 0Ss continentes, em \VsieoSas
agricolas. Encontra-se, por exemplo, em ltalia, em tomateagnentais (Colombo &
Edrdegh, 1991); na Alemanha, em horticolas e plantas ornamentais (Kiihne,na998)
Turquia, em algodéao (Pohl, 2003); em Portugal, em pimento, tomate, pepioagmel
alface (Prieto, 2002); em Espanha (Rodriguez & Aguilera, 2003)da anos EUA,

Canada, Equador e Perd, em ornamentais (Sutherland, 2005).

O ciclo de vida deC. attenuatanclui os estados de ovo, larva, pupa e adulto; desde a
postura dos ovos a emergéncia dos adultos decorre um periodo de 40 aa4@naias
temperatura de 20°C, mas a 25°C esse periodo é de 26 a 27 dias (Kuhne, 2000).

Os adultos d€oenosia attenuatado moscas de 2,5 a 4mm de comprimento e exibem
dimorfismo sexual. O macho tem entre 2,5 a 3 mm, € inteirameineeatado, sem
bandas escuras no abdémen, e as suas antenas sdao amarelaas Asiqata sua
totalidade amarelas (Kuhm al., 1997; Kuhne, 2000; Martinez & Cocquempot, 2000).




As fémeas medem cerca de 3 a 4 mm de comprimento, sendo pois|seTdie
maiores do que os machos. O seu corpo € acinzentado e tém antesmshabddémen
apresenta trés bandas largas escuras bem visiveis, os f&@orescuros e as tibias
amarelas (Pohdt al, 2003).

Segundo Kihne (2000), a longevidade da fémea € de 95 dias, a 25°C e HR de 50-60%,
atingindo 102 dias em condi¢cdes de estufa. As fémeas apresentangpne,smaior

longevidade do que os machos.

O ovo deC. attenuataé castanho claro (Moreschi & Siss, 1998), e achatado na parte
ventral (Kuhneet al, 1997). Mede cerca de 0,88 mm de comprimento e 0,30 mm de
largura (Kihne, 2000). O periodo de incubagéo, verificado por Moreschi & Siss (1998),
foi de 4 a 6 dias a 25°C. A duracdo do desenvolvimento embrionarituénfda
pelatemperatura (Moreschi & Suss, 1998), assim como a taxa daceaas aumenta

para temperaturas superiores a 21°C (Moreschi & Suss, 1998; Kiihne, 2000).

As fémeas pdem o0s ovos nas microfissuras do terreno, devido ao encuiovame
pronunciado do abdémen, que permite postura em intersticios a uma profundidade de
cerca de 5mm. A fémea tenta inserir os ovos a maxima profundicautéuando a

sondar o substrato com o abddémen, procurando espacos vazios determinados pela

granulometria do terreno (Moreschi & Suss, 1998).

A larva de C. attenuataé translicida e com dimensdes meédias de 1,26 mm de
comprimento por 0,20 mm de largura. A larva é provida de uma potentéuaientaical
trituradora que lhe permite perfurar o tegumento de artropodes cemgatmhos bucais
(Moreschi & Suss, 1998).

Segundo LeRoux & Perron (1960) e Kuhne (20@D),attenuata a semelhanca de
Coenosia tigrinaFab. e deCoenosia strigipes Steipode eclodir do ovo num terceiro
instar larvar, apesar dos primeiros autores nao terem conseguideaoleseivias de
instares anteriores no interior do ovo. Esta hipdtese é tambémiomada por
Sensenbach (2004) e Ugietal. (2010). Assim sendo, pode-se considerar que ocorre
apenas um instar larvar entre a eclosdo do ovo e a formacdo da Qupa.
desenvolvimento larvar em condic¢des climaticas dptimas (25°C e 7Q%eiRiuracédo

de 10 dias, segundo Kuhatal (1997).




A pupa coartacta dé. attenuatanede cerca de 3,00 a 3,27 mm de comprimento e 1,27
mm de largura, apresenta cor amarelo-acastanhada, é fortezselgmtizada e em
forma de barril (Kiihne, 2000; Martinez & Cocquempot, 2000). As pupas e\adeci
dimorfismo sexual dos adultos, sendo as das fémeas maiores que amatms
(Moreschi & Siss, 1998).

Os conhecimentos sobre reproduca&dattenuataséo muito escassos, contudo Morris
& Cloutier (1987) realizaram um extenso trabalho sobre o desenvolame
reproducdo d€oenosia tigrinapodendo haver algumas semelhancas Coattenuata
Segundo esses autord3, tigrina ndo apresenta um comportamento pré-copulatorio
especial. As fémeas casualmente recusam 0s machos mantendonmzratodirvado.
Ocorrem multiplas copulas, e podem copular, produzindo descendéncia viavea®4 hor

apos a emergéncia e sem alimento.

Os mesmos autores referem, também, que a fecundidade dos o@ostigena é
significativamente afectada por: temperatura a que a féeneacentra; temperatura de

incubacado dos ovos; idade da fémea; e interaccao entre estes trés parametros

Segundo Moreschi & Suss (1998), a fémeaCdattenuatafaz uma postura de 4 a 6

ovos distanciados uns dos outros, podendo depositar continuamente até 26 o0vos,
procurando em seguida um novo local para postura. As fémeas pdéem 0S 0vos nas
microfissuras do terreno devido ao encurvamento do abdémen, até uma profundidade de

5 mm.

Como foi ja mencionadd@;oenosia attenuatassim como espécies do génémenosia
pertencentes ao grup@rina, sdo reconhecidas por varios autores como predadora
polifaga, tanto no estado larvar como no estado adulto (LeRoux & Perron Mk968;
& Cloutier, 1987; Moreschi & Suss, 1998; Kihne, 2000; Téllez & Tapia, 2006).
Moreschi & Suss (1998) observaram captura de presas de dimensésresif

similares e sensivelmente superiores ao tamanho do predador.

Moreschi & Suss (1998) referem que as larvas sédo predadorasatedaresciarideos e
de minhocas. Schrameyer (1991), ao observar adult@s dienuatae C. humilisem

estufas na Alemanha, listou as seguintes espécies como sendo pretzta branca




(Hemiptera:Aleyrodidae); esciarideos (Diptera: Sciaridda)ya mineira (Diptera:

Agromyzidae) e cigarrinha verde (Hemiptera: Cicadellidae).

Os adultos d€. attenuataesperam as suas presas, apresentando um comportamento de
“sitandwait” (emboscada) entre tentativas de captura, persegupeitasa presas
voadoras (Schrameyer, 1991). O ataque surge como resposta ao movimentala® voo
presas que sao interceptadas e capturadas em pleno voo, seg@naeriilenentre as

patas anteriores que tém funcdo preensora. Sdo bastante habeisinaaecegibrno ao

ponto de partida para se alimentar (Morris & Cloutier, 1987). A alagéo faz-se por
insercdo do proboscis entre a cabeca e o térax da presa, sugandaliafh, processo

que pode demorar de 30 segundos a 30 minutos, dependendo do tamanho da presa
(Colombo & Eordegh, 1991; Moreschi & Suss, 1998).

C. attenuatapossui instinto de predacdo que a torna um promissor agente de luta
bioldgica, uma vez que captura e mata numerosas presas sem asrcdiartimez &

Cocquempot, 2000).

Este predador diurno consegue detectar pequenas presas, emntesnbomplexos e
elaborar um ataque aéreo a elevada velocidade. Estudos recentestd@maguoe as
caracteristicas dos olhos @e attenuatgpodem sugerir o seu peculiar comportamento
predatorio, referindo que a resolucdo espacial e a taxa de téacsdede informacao
nos fotoreceptores d€. attenuatasdo trés a quatro vezes maiores do que em
Drosophila melanogastdiGonzalez-Bellidcet al, 2011). As caracteristicas especificas
e a existéncia de zonas especializadas nos olhGs aenuatafavorecem uma maior
resolucdo e acuidade visual, proporcionando um rapido reconhecimento dpgreesa
gue o ataque seja feito com elevada precisdo (Gonzalez- Bxlidip2011).

Esta espécie parece estar bem adaptada a temperatueaael€Gilioliet al, 2005),

encontrando-se por isso bem representada em estufas medistrénja temperatura
no Verdo geralmente dificulta a accdo dos auxiliares na lutégimeal de pragas.Esta
caracteristica podera ser uma vantagem face a outros asxd@n menor tolerancia a

temperaturas elevadas (Gilieli al, 2005).

A temperatura influencia a actividade predatéria desta espétiperaturas inferiores

a 15°C ou temperaturas superiores a 30°C diminuem a actividade, o guajose




Moreschi & Suss, 1998), explica a sua inactividade durante as horasatecalor nos

meses de Julho e Agosto, em ltalia.

Contudo, estudos mais recentes de Giladlial., (2005) indicam haver uma boa
actividade pradatéria a 36°C, apesar de alguma influéncia negats@brevivéncia: a
42°C ainda se verificava predacdo, mas esta temperatura é @esiddimite superior

de sobrevivéncia.

Existem poucos registos sobre a presenc@.dstenuataem estufas ao longo do ano.
Em Itélia, a espécie esta presente nas estufas pratisatodo o ano, com um pico de
abundancia de Julho a Outubro, alcancando um maximo de 5 individbkireschi,
1999).

Segundo Rodriguez & Lirola (2002), a espécie também foi localizadented todo o
ano em estufas da regiao de Almeria (Espanha), se bem que ressmaas frios se

observaram menores populagdes.

Na Alemanha, Kihne (2000) refere gqOeattenuatacoloniza as culturas protegidas a
partir do exterior, completando o ciclo de vida no solo das estufassegtondo-se

estabelecer ai por um largo periodo de tempo.

Em Portugal, julga-se estar distribuida por todo o continente e eélhascontra-se
presente nas estufas da regidao Oeste, durante todo o ano €Pekt 2005; Pinhcet
al., 2009).

Sutherland (2005) refere que a utilizacdo desta espécie como dgdnta bioldgica
em tomate e plantas ornamentais teve resultados positivos. TaKudéme (2000)
verificou um efeito positivo da largada deste predador na luta bioldgicaoscas

brancas, mineiras e esciarideos em horticolas, nomeadamente em pepino.

No que respeita a avaliacdo dos efeitodattenuatae de outras espécies do grupo
tigrina em estufas, com base na longevidade e taxas de predac&o, Kihne (2000)
seleccionouC. attenuatae C. strigipescomo as espécies deste grupo com maior

potencial para luta biologica de pragas em estufa.




Kihne (1998) defende o recurso a sistemas de producdo que suportem o a@omento
namero de moscas tigre nas estufas. Uma vez que as larvasrseobesn no solo, um
dos pontos criticos do sistema pode residir no aprovisionamento de umtsubsira

caso o solo, que mantenha viavel a longo prazo, o desenvolvimento das larvas.

Entre 1995 e 1997, a empresa Katz Biotech Services (Welzheim, miaineealizou
varios ensaios em que populacdeLdattenuatae C. humilis produzidas em massa,
foram largadas em estufas de diferentes locais da regido den-Béirttemberg

(Alemanha). Kiihne (2000) apenas refere estes ensaios sem apresetaaoresul

Segundo Prieto (2002), duas das empresas que forn€riattenuatae C. strigipes
como agentes de luta biologica na Alemanha abandonaram as linhaslagipruma

vez que a criacao era dificil e ndo se justificava economicamente.

Na perspectiva de luta bioldgica, o fenémeno de canibalismo por patteattenuata
deve também ser considerado, uma vez que, num programa de largadas, taaendo
taxa de largada excessiva, pode ocorrer canibalismo. Assim, a introducéo dizsterpre
deve ser direccionada para a conservacao — limitagao natural, com langadksivas,
aumentativas ou sazonais (Morris & Cloutier, 1987).

Para além da intensa actividade de predacdo, que € evidenciadiggpsos autores,
deve-se ter em conta o0 seu instinto de predacgéo, que faz ref@sttuto de auxiliar
em luta bioldgica, uma vez que, como ja foi referido, mata numerdsaas/sem se

alimentar ou alimentando-se parcialmente delas (Martinez & Cocquempot, 2000).

Martinez & Cocquempot (2000) indicadacnusa sibiricaTelenga,Eretmocerussp,
Macrolophussp. eOrius sp. como compativeis. Nas experiéncias levadas a cabo por
Kihne (1998) sédo citados os parasitéilesarsia formosgdGaham) e. sibiricacomo

compativeis com a presenca deste predador.
Téllez & Tapia (2006) referiram que a presenca de populacbesisatermosca tigre

nas estufas néo interfere nas actividades dos insectos aaxdia@eactualmente se

utilizam nos programas de luta biologica, se bem, que no cagpaGsstoides, ter-se-a
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de prestar maior atencdo devido a possibilidade de interfer&ooa as suas

populacdes.

C. attenuateestabelece-se espontaneamente nas estufas, movimenta-se entre @exterior
o interior das mesmas, pousa nos seus plasticos e imediac@edgerior, e existe
sobretudo em solos descobertos quando a aplicacdo de produtos quimhasda re
(Rodriguezt al.,2004).

As larvas desenvolvem-se no solo, predando organismos ai existentes, ceruguant

adultos vivem na parte aérea das culturas (Martinez & Cocquempot, 2000).

Assim, os locais dentro da estufa, onde se encontram preferamtldependem da
boa visibilidade que conseguirem. Na generalidade, encontram-seagosaestrato
superior das plantas, usualmente sobre os caules e paginas sugesdodisas apicais,
mas também sobre fios e tutores das plantas (Colombo & Eérdegh, Ref&te Pinho
(2008) que relativamente a distribuicdo vertical nas plantas, eodliavéaporariorum
se distribuiu prefencialmente pelo estrato superior (em pepino édoouainferior (em

pimento),C. attenuatando se mostrou preferéncia por nenhum estrato.

C. attenuataencontrava-se preferencialmente na pagina superior das delhEepino e
de pimento, e estrategicamente nas estruturas das estufanegerabrientado para as
plantas. Isto foi bem evidente em tomate, onde o predador pareciaae\tdtura,
localizando-se a maior parte das vezes no tutor, acima da pantaa cabeca virada
para baixo (Pinho, 2008).

Segundo Prieto (2005), na cultura de tomate e pime@toattenuata escolhe
preferencialmente o estrato superior, tutor e folhas em detrirdentaule, fruto ou
plastico. Refere, ainda, que podera haver uma maior apeténcia do predada
cultura de pimento do que para a cultura do tomate, na regiao Odbetutgal. Esta
observacéo é também verificada por Piehal, (2009), que no entanto refere que em
comparacdo com o tomate e pimento, a cultura de pepino apresenta aiona m

abundancia deste predador.

Pinho (2008) observou que relativamente a um efeito da exposi¢ao solstribaidéo

de C. attenuatae T. vaporariorum nas estufas em que a diferenca de exposicdo solar
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das linhas era evidente, verificou Deattenuatgprefere as linhas soalheiras, enquanto

T. vaporariorumse tende a localizar nas linhas ensombradas.

As taxas de predacdo diarias @e attenuatasobre Bradysia pauperaluomikoski,
(Sciaridae) eDrosophila (Sophophira) melanogastbteigen (Drosophilidae), sédo de

6,9 e 1,5 presas por dia, respectivamente (Kiihne, 2000).

O comportamento dos adultos @eattenuataparticularmente a predacao acasalamento
e oviposicao, sdo relevantes para o seu papel como um agente ghadendita
bioldgica contra as pragas (Morris & Cloutier, 1987). A variedadesgécies de presas
atacadas e o niumero de presas mortas, como a existéncia dearesmignal a presas
disponiveis, afecta directamente o impacto que a espécie podedbiteras pragas

alvo, bem como sobre as ndo-alvos.

As moscas brancas (Homoptera: Aleyrodidae) constituem prages-ama varias
culturas horticolas de estufa e de ar livre, por todo o mundo. Em Ppdsgdlas
espécies com maior impacto neste tipo de culturasTsateurodes vaporariorum
(Westw.) (a “mosca branca das estufasBesnisia tabac{Genn.) (a “mosca branca do
feijdo” ou “da batata-doce”) (Matewes al.,2008).

Os adultos de mosca branca medem cerca de 1 mm de comprinagmésentam cor
branca, devido a secrecdo que ocorre logo apds a emergéncia, peldslagl
abdominais, de um po ceroso esbranquicado que cobre as asas transpareugm
amarelo (Rodriguez, 1994).

A mosca branca é polifaga alimentando-se de diferentes plarttaadad e infestantes
(Mateuset al.2008).

Tendo em conta a sua presenca no Pais e a sua dispersao gedgraéfiporariorum
foi alvo, em Portugal, de um maior numero de trabalhos de investigacgaeB.
tabaci.(Mateuset al.,2008).

T.vaporariorumreproduz-se numa ampla gama de plantas hospedeiras, sendo referidas
espécies pertencentes a 82 familias botanicas (&lvak, 2006). Dentro das plantas
cultivadas, destacam-se feijdo, tomate, batata, abdbora, aboborinfagdba&gtpepino,

pimento, morango, melancia e ornamentais (Abtes.,2006).
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Os prejuizos nas culturas sdo causados pela forma como as niathdtes se
alimentam. Ambos os estados possuem armadura bucal picadora-augadoihes
permite penetrar nos tecidos das folhas e alimentarem-se doafl&sta forma de
alimentacdo € responsavel pela transmissdo de virus (sobretmildrus), que
infectam os tecidos associados ao floema e que afectam a produgs)do grandes
perdas; pela injeccdo de toxinas através da saliva durante &b sicseiva, 0 que
provoca fitotoxicidade na planta; e pelo aparecimento de fumagiadasporiumsp.)
fungo saprofita que aproveita a excrecdo de melada pelas nboaonaas (Rodriguez,
1994).

Drosophila melanogasteveigen, 1930 (Diptera: Drosophilidae) foi adicionada a lista

de insectos predados por mosca tigre por Moreschi & Suss (1998).

7

Segundo Roberts (2006) é considerada um organismo modelo em difere@ies a
cientificas, como na genética, biologia do desenvolvimento e, re@stemente, em
neurobiologia. Diversas razdes fazem desse inseto um modelol ampBamente
empregado em inumeras linhas de pesquisa, tais como: facil maagmubagxo custo
de manutencédo; ciclo de vida curto; elevadas taxas de fecundidade; hanewiog
diversos genes e conservacao de vias metabolicas e sinalizadovat eelular, em

relacdo aos do Homem.

Este trabalho foi desenvolvido no laboratorio do Instituto Superior de Agranom
(ISA/UTL) no ambito do projecto de investigacdo PTDC/AGR-AAM7099723200
“FLYPRED — Que papel para a mosca-tigre na luta biol6gicawdturas protegidas?”,
financiado pela Fundacao para a Ciéncia e Tecnologia. O trabalhsticoas ensaios

de laboratoério para a avaliacdo da eficaci€Cdenosia attenuataomo agente de luta
biolégica, através da avaliacdo da sua taxa de predacdo 3Joiateurodes
vaporariorume Drosophila melanogasterConstitui um estudo de: (1) comparagao da
actividade predadora de machos e fémeas (virgens ou néo, jovenis eelhas) d€.
attenuata sobreT. vaporariorume D. melanogaster(2) avaliacdo da influéncia do
muco de Lumbricus terrestrise de substrato com larvas de esciarideos no

comportamento de oviposi¢cédo @eattenuata
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! Rua José Vicente de Brito, n° 34, Poco-Novo, 8135 Almancil Susana_leal@sapo.pt

2 Departamento de Biologia Animal. Faculdade de Ciéncias da Witiade de Lisboa /
CESAM. R.Ernesto Vasconcelos. Edificio C2. Campo Grande. 1749-016 Lisboa.
mtrebelo@fc.ul.pt

3 Departamento de Ciéncias e Engenharia de Biossistemas. énSimperior de
Agronomia. Tapada da Ajuda. 1349-017 Lisboa.elisalacerda@isa.utl.pt

RESUMO

Coenosia attenuat& uma espécie predadora, nos estados larvar e adulto, de varias

espécies praga de horticolas de estufa.

Realizaram-se ensaios laboratoriais de predacdo em relalés @spécies de presas,
Trialeurodes vaporariorume Drosophila melanogastecom vista a avaliar taxas de
predacao sobre estas presas. Foram utilizadas como modalidadess féuens que

nao copularam, fémeas velhas que ndo copularam, fémeas jovens queaggpula
fémeas velhas que copularam e machos virgens e jovéhsatienuataRegistou-se o
namero de insectos predados a 1h, 4h, 7h, 10h e 24h apds o inicio da exposicdo das

presas.

No que se refere a taxa de predacaG dattenuatasobreT. vaporariorum comparando
as diferentes modalidades de fémea<dattenuata verificou-se que a predacao foi
mais elevada para fémeas jovens e para fémeas que copularaelagio a fémeas
mais velhas e que ndo copularam, respectivamente. Comparando méaheasnao

se verificaram diferencas significativas.

Detectaram diferencas significativas entre fémeas jové@eeas mais velhas, mas nao
entre fémeas acasaladas e fémeas virgens e entre f@ngeas jovens e machos em
termos da predacdo que exerceram sbbosophila melanogaster

A maior taxa de predacao horéaria ocorreu na 12 hora de expedigiddecrescendo ao
longo do tempo.

Palavras-chave: Coenosia attenuata predacgdo, Iluta biolégica,Trialeurodes

vaporariorum, Drosophila melanogaster
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ABSTRACT

Coenosia attenuatas a predatory species, of several pest species of greenhouse
vegetables, both in the larval and adult stages. In the laboratedation assays were
carried out in relation to two prey speci@sialeurodes vaporariorunand Drosophila
melanogastem order to evaluate predation rates on these preys. For this purpase i
used as test modalities: young virgin female, old virgin femaleng mated female,

old mated female and virgin young maleCfattenuata There were records on 1h, 4h,

7h, 10h e 24h after prey exposure.

Comparing predation rate dirialeurodes vaporariorunby the differentC. attenuata
female modalities it was found that the highest predation occurittdyaung and
mated females, comparing with old and mated females, resggcComparing males

and females, there were no significant differences.

RegardingC. attenuatgpredation rates ob. melanogastesignificant differences were
found comparing young and old females but not between mated and virgile$ernd

between young virgin females and young virgin males.

Key Words: Coenosia attenuata predation, biological control,Trialeurodes

vaporariorum, Drosophila melanogaster.
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INTRODUCAO

Coenosia attenuat8tein, a“mosca tigre”, encontra-se presente em todos 0s continentes,
em varios sistemas de culturas horticolas em estufa. Ensentraa Turquia, em
culturas de algodao; Italia, em tomate e ornamentais; Portugabireento, tomate,
pepino, meloa e alface; em Espanha e na Alemanha, em horticolaantas pl
ornamentais e ainda nos EUA, Canada, Equador e Peru, em ornarf@oi@isbo &
Edrdegh, 1991; Kuhne, 1998; Pohl, 2003; Prieto, 2002; Rodriguez & Aguilera, 2003;
Sutherland, 2005).

Coenosia attenuatastabelece-se espontaneamente nas estufas, movimenta-sge entre
exterior e o interior das mesmas, pousa nos seus plasticos slesnde terra
descobertos e com reduzida aplicacdo de produtos quimicos (RodrigAgmil&ra,
2003). Como muitos predadores polifagos, as larvas e adultos sdo capases de
alimentar de presas variadas, sendo 0s principais critérios albaesctamanho e a
mobilidade das suas presas (Martinez & Cocquempot, 2000).

Os insectos do génerGoenosiasdo interessantes do ponto de vista da sua dieta
alimentar, pois tanto os adultos como larvas sdo, desde ha muito, tmnpecidos
como predadores de insectos prejudiciais as cult@@nosiaspp. sdo predadores de
adultos de diversos insectos pertencentes, principalmente, as ordgeesa De
Hemiptera (Prieto, 2002).

C. attenuatatem como principais presas moscas brancas (Hemiptera: Aldge)de
larvas mineiras (Diptera: Agromyzidae) (Martinez & Cocquempot, 2009)arvas sao
predadoras de larvas de esciarideos e, também, de minhocas (M&r&srss, 1998).
Kuhne (2000) verificou um efeito positivo da largadaCdattenuatana luta bioldgica

de moscas brancas, mineiras e esciarideos em horticolas.

Para além destes aspectos, esta espécie parece estaddygiadia a temperaturas
elevadas (Gilioliet al, 2005), encontrando-se bem representada em estufas no

mediterraneo.

E dificil quantificar a taxa de predac&o diaria, pois vdeaacordo com as dimensées

das vitimas.
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Neste trabalho, estudou-se a predacdo dotmsophila melanogastdvlieigen, porque o
sistema de criacdo deattenuatausa esta espécie para alimentar os adultos. Como o0s
esciarideos duram poucos dias e as suas emergéncias saargsedal indispensavel
fornecer a criacdo outra fonte alimentar e as drosofilasféeeiriar em massa sdo uma
boa presa alternativa. Nos estudos levados a cabo por Moreschi &1898% (ma
fémea deC. attenuataalimenta-se de, pelo menos, duas droséfilas por dia, esvaziando-
as completamente. O objectivo deste estudo, no que se refeaepaesst, foi perceber

as quantidades que é necessario disponibilizar e, por outro lado, comgaras

estudos de outros autores.

Para além de drosofila foi usada uma outra espécie, mosca brancestdéas
Trialeurodes vaporariorunfWestwood), seleccionada por ser uma das principais presas
de mosca tigre em estufa. Pretendeu-se com a avaliagao das taxas d® padabuir
para o conhecimento do impacto real que este predador tera, em codei@@spo,

como agente de luta biologica sobre esta praga.

O elevado potencial bidtico da mosca branca das estufas e asta@gama de plantas
hospedeiras tem vindo a aumentar a sua distribuicdo geograficacildlade de
aquisicdo de resisténcia a pesticidas tem tornado esta esp#&ipraga em muitas
culturas. Entre as culturas mais atingidas estao tomate, pirbentajela, batata-doce,
pepino, feijao, bem como outras horticolas cucurbitaceas, solanatagsmenosas,

além de ornamentais (Guimardes & Louro, 1995; Lopes, 2003).

Assim, neste trabalho, avaliaram-se, em ensaios laboratoridisagsde predacdo em
relacdo a duas espécies de pr@sajaporariorume D. melanogastercomparando as
taxas de predacdo, sobre estas espécies presa, de fémeas jovefis qoeularam,
fémeas velhas que ndo copularam, fémeas jovens que copularam, véthaasque

copularam e de machos virgens e jovens em relacao as fémeas.
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MATERIAIS E METODOS

A criacdo deC. attenuatae de parte das suas presas foi efectuada na Unidade de
Investigacdo de Protec¢cdo de Plantas do Instituto Nacional desBe@&ioldgicos (ex-
Estacdo Agrondmica Nacional) pela equipa do projecto no ambito do criaststio

foi realizado.
Criacéo das presas de Coenosia attenuata

Foi necessario criar uma cadeia alimentar, em que o primeiso f@isa criacdo de
esciarideos (Diptera: Sciaridae). Foram preparadas gaiolasadee com 58x35x35

“ A

cm®, fechadas com tecido branco transparente, “étamine”, que permiteaghe
directa do seu interior. Cada gaiola continha uma caixa aber@x21x33crhcom
substrato, constituido por uma massa compacta de aveia inoculada corgoo fun
Pleurotus ostreatugJacq: Fr.) Kummer, previamente incubado em laboratoério (tarefa

executada por um outro elemento da equipa do projecto).

Para a alimentacdo dos adultos @e attenuata procedeu-se a criacdo de
melanogasteque eram introduzidas directamente nas gaiolas de criacdo detigasca
As drosoéfilas usadas no ensaio de predacdo foram provenientes desta criacao.

Os adultos deT. vaporariorum foram capturados em estufas na regido Oeste,
nomeadamente na cultura de tomate, utilizando um recipiente demtéatisparente, e
transportados para a unidade de criacdo, em vasos de tomateirolandeéétamine”.
Procedeu-se a humidificagdo dos tomateiros através de um vaporizadoal ne

manteve-se o substrato hiumido até a emergéncia dos novos individuos.
Criacédo de Coenosia attenuata

Para dar inicio a criacdo da espécie predadora, foram adgsumachos e fémeas@e
attenuatadurante algumas visitas a estufas comerciais na regide. @esaptura foi

realizada directamente sobre os 6rgaos das plantas, principafoieate mas também
em estruturas das estufas onde o predador se encontrava pousadogdatiim tubo de

rolo fotografico transparente, em culturas protegidas de pepino e aboborinha.

Os adultos capturados foram transportados para a unidade de crigpacseguida,
introduzidos em gaiolas na camara de criagdo juntamente corsciasiceos.C.
attenuatafoi criada e mantida nas gaiolas de laboratorio de criacasciideos; cada
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gaiola continha uma caixa aberta pequena com capacidade para’ T@8smbstrato
proveniente da criacdo de esciarideos e, portanto, infestado com ovas,elggupas
destas presas e, também, uma armacdo em ferro a servir dieo"pdtrocedeu-se a
humidificacdo do substrato com agua através de um vaporizador Inmanpariodo

inicial de criacdo para manter o substrato humido para as larGasattenuata
Ensaios de Predacdoem laboratorio

Os ensaios laboratoriais foram desenvolvidos no Insectario latalima Instituto

Superior de Agronomia da Universidade Técnica de Lisboa.

Para avaliacdo de taxas de predacéo foram utilizadas conelidades: fémeas d&
attenuatgjovens virgens, fémeas velhas virgens, fémeas jovens que copularaas fém
velhas que copularam e machos jovens virgens. Considerou-se como (avem

attenuat@om 48 horas de idade apds emergéncia e velha com 12 dias ap0s emergéncia.

Foram escolhidas as modalidades acima referidas, porque as Eneasis activas,

logo tém maiores necessidades energéticas e maior agressividadgredacao, como
observado por Pinho (2008). Outro critério que se considerou importante, na
comparacao entre as modalidades, foi a “idade”, pois quanto mais vethas ds
exemplares, menos predam, por perderem as suas capacidadess, mohara
velocidade e precisdo na predacdo, sendo tal facto confirmado petagagbss de
Moreschi & Suss (1998). Por ultimo, o factor “cépula” foi seleccionadguyaorls
fémeas ficam com mais necessidade de alimento devido ao gasterdge que tém

durante a producéo e oviposicao.

Apbs a emergéncia dos adultos de mosca tigre, estes foram col@radgaiolas
acrilicas de 30x30x40 cmDentro de cada gaiola foi colocada uma caixa de plastico
com um volume de 864 cdimparcialmente cheia com substrato de criacdo. Colocou-se,
também, um arame de cor branca, com 56 cm de comprimento e @& didmetro
para servir de poleiro.

A caixa com substrato de criagao foi introduzida quer nas gaiol&&ndsas virgens
quer nas das fémeas que copularam. Nas gaiolas de machos virgeses quhacou
substrato. O namero de machos e fémeas introduzidas nas gaiolacasaiamento

esteve dependente do numero de adultos recentemente emergidos de que se dispunha.
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Para obtencdo de adultos @e attenuatapara os ensaios foram usados substratos de
criacdo em que nao se conseguiu controlar a disponibilidade alinpanéaas larvas
(densidades de larvas de esciarideos eventualmente difereqiespoderia influenciar
a dimensdo dos adultos d& attenuatae, porventura, a sua voracidade e a sua

capacidade de predacéao.

Assim, os adultos provenientes de cada repeticdo do substratogde éoieam usados
num mesmo bloco de modalidades de mosca tigre, isto €, consideraagnmesca-

tigre provenientes de cada gaiola de criagdo como um bloco.

As gaiolas com as diferentes modalidades foram mantidas a &euorpeidle 21 + 3 °C,
60 + 10% HR e um fotoperiodo de 14 h D: 10 h N.

Em cada ensaio, utilizaram-se caixas de plastico brancetrsersparente cilindricas
com 24,5 cm de altura e 17 cm de diametro, nas quais foram abersgsuklas, uma
no topo da caixa e outra na lateral, tapadas com tecido fino ggaenanto e maior

entrada de luz. Dentro da caixa foi colocado um poleiro.

Em cada caixa, nas varias repeticbes de cada modalidade, dolecados 15 adultos
de T. vaporariorumou de drosoéfila e um individuo predador que foi submetido

previamente a jejum durante 12 h.

Uma hora apés da exposicdo das presas e do predador retiraram-se as piesasmor
pincel e observaram-se a lupa binocular de modo a verificar a ndar@u ndo de
orificios de predacdo entre a cabeca e torax da presa, deixad@rpbbscis do
predador (Gilioliet al, 2005), para contabilizar o nimero de individuos efectivamente

predados e o numero de individuos mortos mas nao predados

Este processo repetiu-se as 4h, 7h, 10h e 24h apds o inicio da expospésaas.
attenuata ApoOs terminar o periodo de observacdo (24h) utilizou-se um aspirador
entomologico para retirar as presas vivas da gaiola de ensaio. Feahradas 81

repeticdes no conjunto das cinco modalidades.

As gaiolas de ensaio foram mantidas em camara climatizada com 25°+1°C, 80+5% HR e
14hD:10hN durante as 24 h de observacéao.
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Analise estatistica

No caso da avaliacdo das taxas de predacdo Folwaporariorum como foi dificil
utilizar exactamente 15 adultos presa, foi calculada a proporgasettos usados em
relacdo aos colocados nas gaiolas, para que as diversas repeticdedalidades
pudessem ser comparaveis. O mesmo se efectuou no caso da campategds
quatro modalidades de fémeas de drosdfilas, pois numa das repetigdesusadas
apenas 14 drosofilas. A analise das taxas de predacao foi efequedpara as moscas
brancas quer para as drosofilas, em duas partes: (1) comparasadiferentes
modalidades de fémeas; e (2) comparacdo de fémeas virgens jovensiachos
virgens jovens. Para a analise estatistica dos resultados ofuflessaios de avaliacdo
de taxas de predacdo @e attenuatasobreT. vaporariorume sobreD. melanogaster
foi, em primeiro lugar testada a normalidade dos dados (teste piecShalk). Quando
nao se rejeitava, a analise estatistica foi efectuadeeado a ANOVA a trés factores
(idade, copula e substrato, considerando este ultimo como bloco), no caso da
comparagao entre fémeas e ANOVA a dois factores (sexo eaapstonsiderado
como bloco) no caso das comparacdes entre fémea virgem jovem e virgehno
jovem. Quando a normalidade foi rejeitada tentou-se normalizar os dados por
transformacdo, nomeadamente a transformacédo angular, mas, taatbegms de
logaritmizacédo ou célculo de raizes quadradas. Quando mesmo ap@srragdd nao
se conseguiu a normalizacdo, recorreu-se ao teste ndo paaiiaiskal-Wallis para
cada um dos dois factores, em separado, na analise de comparacazadadet
predacao das diferentes modalidades de fémeas sobre drosdfilaisA asttistica foi

realizada usando o programa estatistico IBM SPSS versao 19.
RESULTADOS

Avaliacdo da taxa de predacdo deCoenosia attenuatasobre Trialeurodes

vaporariorum

Dos 81 individuos deC. attenuataobservados, 15 eram fémeas virgens novas, 13
fémeas virgens velhas, 18 fémeas acasaladas novas, 19 féassdadas velhas e 16
eram machos (Quadroll, Anexo I). O consumo médio de moscas brancés)gmeef

por periodo de 24 horas, foi de 10,66. Comparando as diferentes modalidadesagde fém
deC. attenuatd ANOVA, dois factores (idade, cépula), em blocos — substrato)di@Qua

1), verificou-se a existéncia de diferencas significativas paneariavel “cépula”
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(F=4,323; g.l.=1; p=0,042) ou seja houve diferencas entre fémeatadeaasa virgens
em termos da predagdo que exerceram sbbreporariorum,sendo que as fémeas
acasaladas predam, em média, mais moscas brancas (Quadro 2).

Quadro 1. Analise de variancia, com valores da estatisticaedte (F) e do nivel de significancia (p), para a

comparacao da predacidoTé@leurodes vaporariorunconsoante o substrato, copula e idade.

Fonte Tipo Il soma de quadrados g.l. Quadrado médi F p
Modelo corrigido 1,3652 10 0,137 2,833 0,007
Intercepgao 53,030 1 53,030 1100,477 0,000
Substrato 1,229 7 0,176 3,644 0,003
Cépula 0,208 1 0,208 4,323 0,042
Idade 0,278 1 0,278 5,767 0,020
Idade*copula 0,092 1 0,092 1,904 0,173
Erro 2,602 54 0,048
Total 79,550 65
Total corrigido 3,967 64

O “substrato” influenciou o consumo de presas pelas fémeas (F=3,644; 1=0,003)
(Quadro 1). Também se verificaram diferencas significativiage démeas jovens e
fémeas velhas em termos da predacéo (F=5,767; g.l.=1; p=0,020) (Quaedralt)gse
as fémeas jovens predam, em média, mais (Quadro 2).

Quadro 2. Proporgdo numero de predados/niumero de individulosados ddrialeurodes vaporariorunde fémeas

de Coenosia attenuatpara as diferentes modalidades de copula e idade.

Copula Idade
Virgens Acasaladas Jovens Velhas
Média + SEY 0,73 + 0,03 0,74 + 0,03 0,77 + 0,03 0,71 + 0,03
N 28 37 33 32

T Erro padréo da média
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Comparando as modalidades de fémeas virgens jovens e machos javgessdeC.
attenuata (Quadro 3) nao se verificaram diferencas significativas na gfieda
(F=0,059;9.1.=1;p=0,811), nem entre “substratos” (F=0,945;9.l.6;p=0,483), o que indica
que as diferencas de condicbes em cada substrato ndo forammtasig@ara induzir
alteragcbes o consumo de presas pelas fémeas e machos.

Quadro 3. Analise de variancia, com valores da estatisticaedte (F) e do nivel de significancia (p), para a

comparacao da predagdoTé@leurodes vaporariorunconsoante o sexo e o substrato.

Fonte Tipo Il soma de quadrados g.l. Quadrado médi F p
Modelo corrigido 0,3092 7 0,044 0,843 0,564
Intercepcao 32,289 1 32,289 616,742 0,000
Sexo 0,003 1 0,003 0,059 0,811
Substrato 0,297 6 0,049 0,945 0,483
Erro 1,204 23 0,052
Total 37,565 31
Total corrigido 1,513 30

Analisou-se a variagdo no numero de adulto$.deaporariorumpredados ao longo do
tempo na predacdo p@. attenuata(Fig. 1 a 5), modalidade a modalidade fémeas
virgens jovens — Fig. 1; fémeas virgens velhas — Fig. 2; fémeassjque copularam —

Fig. 3; fémeas velhas que copularam — Fig. 4; e machos vi@enss — Fig. 5) e em

cada periodo de observacdo (0-1h, 1-4h, 4-7h, 7-10h e 10-24h). Em cada Figura
indicam-se: o numero de insectos predados em relacdo os nUmercadedfgesniveis

no inicio de cada periodo de observacédo (A); o nUmero de insectosgsredgaeriodo

(B); e o numero de insectos predados por hora (C).

Relativamente a modalidade fémea virgem jovem (Fig. 1), obsemzedei na 12 hora

que C. attenuatapredou mais individuos d&. vaporariorume que o consumo foi
diminuindo ao longo dos periodos de observacéao (Fig.1C), embora sobretudo no ultimo
dos periodos (10h-24h) o nimero de predados tenha correspondido ao nimero de presas

disponiveis (Fig.1 A).
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Figura 1. Distribui¢éo dos valores de propor¢ao de inseatedgmlos/disponiveis (A), do nimero de insectos

predados (B) e do numero de insectos predadogftorante as 24 horas do ensaio) (C), para a mediditEmea

No caso das fémeas virgens velhas (Fig. 2), verificou-se que o ndmeredados se
manteve estavel no periodo das 4h-7h (Fig. 2 B) e que tal como se obsarvou n
modalidade anterior, estas fémeas apresentam uma maior tpseddedo na primeira
hora de ensaio (Fig. 2C).
presas por hora (Fig.2C),
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Figura 2. Distribuicdo dos valores de proporcéo de inseatedgulos/disponiveis (A), do nimero de insectos
predados (B) e do numero de insectos predadogftorante as 24 horas do ensaio) (C), para a mediditEmea

Em relacdo a fémeas acasaladas jovens (Fig. 3), verificpuese numero de predados
se manteve estavel nas trés primeiras horas (Fig. 3B) algoenio se observou nas
modalidades anteriores, estas fémeas apresentaram uma amaiatet predagcdo na
primeira hora de ensaio (Fig.3C). Ao longo das 24 horas foram comkuicada vez

menos presas por hora (Fig.3C). Maioritariamente, foram predadias presas

N recndos [ Inrs

Ao longo das 24 horas foram consumindo cadaeres

mas em alguns dos casos consumiramsiquasas (Fig.

virgem velha d&€oenosia attenuata predacao sobrErialeurodes vaporariorum

disponiveis no final do ensaio (Fig. 3A).
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Figura 3. Distribui¢do dos valores de proporcéo de insgatedados/disponiveis (A), do nimero de insectos
predados (B) e do nimero de insectos predadogjtharante as 24 horas do ensaio) (C), para a medigitEmea

acasalada jovem deoenosia attenuata predacéo sobfErialeurodes vaporariorum

As fémeas acasaladas velhas (Fig. 4) nas duas primeirasapogasntaram um maior
consumo de presas (Fig. 4B), embora nesses periodos jA exispssicas presas
disponiveis (Fig. 4A). A taxa de predacdo/hora também diminuiu da d%patima
hora de observacéo (Fig. 4C). Na maioria das repeticdes @s fjoesm predadas na
totalidade no final das 24h (Fig. 4A).
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Figura 4. Distribuicio dos valores de proporcéo de inseatedgulos/disponiveis (A), do nimero de insectos
predados (B) e do numero de insectos predadogftorante as 24 horas do ensaio) (C), para a mediditEmea

acasalada velha d@oenosia attenuata predagao sobrErialeurodes vaporariorum

Na modalidade machos virgens jovens (Fig. 5), verificou-se que éad®1Rora que
houve um maior consumo de presas (Fig. 5B), mesmo havendo um menor nimero de

presas disponiveis (Fig. 5A), mas o consumo/hora é maior também na 12 hora.
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Figura 5. Distribui¢éo dos valores de propor¢do de inseatedgulos/disponiveis (A), do nimero de insectos
predados (B) e do nimero de insectos predadogjtharante as 24 horas do ensaio) (C), para a mediichachos
virgens jovens d€oenosia attenuata predagao sobrErialeurodes vaporariorum

Avaliacdo da taxa de predacdo deCoenosia attenuatasobre Drosophila

melanogaster

Dos 126 individuos d€. attenuattestados, 23 eram fémeas virgens novas, 22 fémeas
virgens velhas, 32 fémeas acasaladas novas, 27 fémeas acasalada e 22 eram
machos (Quadro 12 do Anexo ). O consumo médio, por fémea e no periodo de 24

horas, foi de 5,68 drosofilas.

Para comparar as diferentes modalidades de féme@s atenuata uma vez que 0s
dados iniciais ndo cumpriam os pressupostos da ANOVA, tentou-se a SuHiZeiyao
através de transformacdes, sem sucesso. Como o0s testes néo rigpasaméb
permitiiam a andlise considerando os dois factores em estuddlecos e como a
ANOVA é considerada bastante robusta para suportar desvios a dadealCadima,
2008/09) apresentam-se os resultados da ANOVA a dois factores, (mguéda),
considerando o substrato como blocos (Quadro 4). Nao se verificou an@saisié
diferencas significativas para a variavel “copula” (F=1,281; B.lp=0,261) o que
indica que ndo houve diferencas entre fémeas acasaladas e angetgsmos da
predacdo que exerceram solibe melanogaster,quase se verificaram diferencas
significativas para a variavel “idade” (F=3,776; g.l.=1; p=0,0580dseque as fémeas
jovens tenderam a predar, em média, mais droséfilas (Quadro Hub&irato
influenciou a predacéo (F=2,608; g.1.=9; p=0,010) (Quadro 4).

Quadro 4.Andlise de variancia, com valores da estatisticaedte (F) e do nivel de significancia (p), para a

comparacao da predacao@i®sophila melanogasteronsoante o substrato, copula e idade.

Fonte Tipo Il soma de quadrados g.l. Quadrado médi F p
Modelo corrigido 0,3752 12 0,031 3,472 0,000
Intercepcao 7,320 1 7,320 812,814 0,000
Substrato 0,211 9 0,023 2,608 0,010
Cépula 0,012 1 0,012 1,281 0,261
Idade 0,034 1 0,034 3,776 0,055
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Idade*copula 0,054 1 0,054 6,011 0,016

Erro 0,774 86 0,009
Total 14,776 99
Total corrigido 1,150 98

Quadro 5. Proporgdo nimero de predados/nimero de individologados d®rosophila melanogastgyor fémeas
deCoenosia attenuatpara as modalidades idade.

Idade
Jovens Velhas
Média + SEY 0,40 + 0,02 0,34 + 0,01
N 55 49

ISE = Erro padrdo da média

Contudo, no (Quadro 6) apresentam-se os resultados da anélise recao¢este nao
paramétrico Kruskal-Wallis para os dois factores em separadpul& e “idade”.
Analisando os dados estatisticamente, verificou-se a existé&teiadiferencas
significativas no que se refere aos dois factores.

Quadro 6. Andlise estatistica dos resultados de preddgé@sophila melanogasteutilizando a ANOVA néo
paramétrica, teste de Kruskal-Wallis.

Copula Idade

Qui-quadrado 7,315 5,761
Grau Liberdade 1 1

p 0,007 0,016

Comparando as diferentes modalidades de fémeas virgens jovens e nieghos
jovens deC. attenuatacom dois factores (sexo e substrato, este Gltimo encarado como
bloco) (Quadro 7) ndo se detectaram diferencas significativasapaariavel “sexo”
(F=1,734;9.1.=1;p=0,196). Nao se detectou influéncia do bloco, ou seja, renchie de
condicbes em cada substrato ndo foram suficientes para famar waconsumo de

presas nas fémeas virgens jovens e machos virgens jovens.
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Quadro 7. Analise de variancia, com valores da estatisticaedte (F) e do nivel de significancia (p), para a
comparacado da predacaomsophila melanogastanodalidade fémeas virgens jovens e machos viijgerss de
Coenosia attenuata.

Fonte Tipo lll soma de quadrados g.l Quadrado medi F p
Modelo corrigido 55,833 8 6,979 1,476 0,200
Intercepcao 864,673 1 864,673 182,927 0,000
Sexo 8,198 1 8,198 1,734 0,196
Substrato 55,823 7 7,975 1,687 0,143
Erro 170,167 36 4,727
Total 1506,000 45
Total corrigido 226,000 44

Analisou-se a variacdo no numero de adultoB deelanogastepredados ao longo do
tempo na predacdo p@. attenuata(Fig. 6 a 10), modalidade a modalidade (fémeas
virgens jovens — Fig. 6; fémeas virgens velhas — Fig. 7; fémeaoguaram jovens —
Fig. 8; fémeas que copularam velhas — Fig. 9; e machos virgens joknsl) e em
cada periodo de observacao (0-1h, 1-4h, 4-7h, 7-10h e 10-24h), tal comoiZadceal
para a presd. vaporariorum Em cada figura indica-se: o numero de insectos predados
em relacdo os numero de presas disponiveis no inicio de cada periobsedeacao

(A); o numero de insectos predados no periodo (B); e o numero de insectadosr

por hora (C).

No caso das fémeas virgens jovens (Fig. 6), verificou-se que o numpredaelos se
mantém estavel durante as 24 horas (Fig. 6B). Observou-se queafuiedairl hora de
exposicao que as fémeas virgens jovens predarambDmasanogaste(em termos de

taxa de consumo/hora) e que o consumo foi diminuindo ao longo dos periodos de
observacado (Fig. 6C). S0 numa repeticdo ocorreu predacédo de tquasaasno final

das 24 horas (Fig. 6A).
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Figura 6. Distribui¢do dos valores de proporcéo de insgatedados/disponiveis (A), do nimero de insectos
predados (B) e do nimero de insectos predadogftiorante as 24 horas do ensaio) (C), para a mediditEmea

virgem jovem deCoenosia attenuata predacéo sobi@rosophila melanogaster

Relativamente a modalidade fémeas virgens velhas verificou-seembera tenha
ocorridona primeira hora um maior numero de presas disponiveis nestdoperi
verificou-se um menor consumo B melanogast&am relacdo adisponibilidade (Fig.
7A), sendo que nos dois ultimos periodos de observacéo se registaranepatigdes
com um maior niumero de insectos predados (Fig. 7B), mesmo com presas
disponiveis. Tal como se observou no caso anterior, estas fémeastapras®@ maior
namero de taxa de predacdo na primeira hora do ensaio. Ao longo tasa24vao

consumindo cada vez menos presas por hora (Fig.7C).
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Figura 7. Distribui¢&o dos valores de proporcao de insgetedados/disponiveis (A), do nimero de insectos
predados (B) e do nimero de insectos predadogjtharante as 24 horas do ensaio) (C), para a medigitEmea
virgem velha d€€oenosia attenuata predacéo sobi@rosophila melanogaster

No caso das fémeas acasaladas jovens (Fig. 8), verifica-sei queetfitimo periodo de
observacdo que se registaram os valores mais elevados de consund®)Fmesmo
com menos presas disponiveis. Observou-se, também neste caso, quecas fé
apresentaram uma maior taxa de predacdo na primeira hora do. ehsaixa de
consumo horario também foi superior nos primeiros periodos (Fig. &0) rmuma

repeticdo ocorreu consumo de todas as presas disponibilizadas (Fig. 8A).
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Figura 8. Distribui¢&o dos valores de proporcao de insgetedados/disponiveis (A), do nimero de insectos
predados (B) e do nimero de insectos predadogftarante as 24 horas do ensaio) (C), para a mediditEmea

acasalada jovem deoenosia attenuata predacgdo sobi@rosophila melanogaster

No caso das fémeas acasaladas velhas, o periodo com maior consubwo de
melanogastefoi 0 2° e 3°, ou seja da 12 a 72 hora de observacdo, mesmo com menor
namero de presas disponiveis (Fig. 9B). Tal como se observou nosanssowes, as
fémeas acasaladas velhas apresentam um maior nimero de ipsedtmks/hora na
primeira hora do ensaio. Ao longo das 24 horas vao consumindo cada vezpresass

por hora (Fig.9 C).
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Figura 9. Distribui¢do dos valores de proporcéo de insgutedados/disponiveis (A), do nimero de insectos
predados (B) e do nimero de insectos predadogftorante as 24 horas do ensaio) (C), para a mediditEmea

acasalada velhas @menosia attenuata predacao sobi@rosophila melanogaster

No caso dos machos virgens jovens (Fig. 10), verifica-se que fgeraslos da 72 a

242 hora de observagdo que ocorreu um maior consumo de presas em numem absolut
(Fig. 10B), mesmo havendo um menor nimero de presas disponiveis (Fig.10A), mas
também nesta modalidade, a taxa de predacéo horaria foimaaldrhora, diminuindo

depois este valor (Fig. 10C).
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Figura 10. Distribuicéo dos valores de propor¢do de insgatedados/disponiveis (A), do nimero de insectos
predados (B) e do numero de insectos predadogfthorante as 24 horas do ensaio) (C), para a madiaichachos
virgens jovens d€oenosia attenuata predacao sobi2rosophila melanogaster

DISCUSSAO

Para obter adultos d& attenuatgpara estes ensaios foram usados substratos de criacédo
em que nao se conseguiu controlar a disponibilidade alimentar palarvas
(densidades de larvas de esciarideos eventualmente diferenteg)e @oderia
influenciar a dimenséo dos adultos @eattenuatae, porventura, a sua voracidade e a
sua capacidade de predacdo. Assim, os adultos provenientes deulssitiatcs de
criacdo foram usados num mesmo bloco de modalidades de mosca tmre, is
consideraram-se as moscas tigre provenientes de cada sutsti@iacdo como um
bloco. E de facto, verificou-se que o substrato influenciou a predacacapaduas

presas estudadas.

Em estufa, Pinho (2008) observou mais fémeas do que machos e verificestagie

sado mais activas, “mais inquietas” permanecendo menos tempopeuasageentre 0s

v0os nao provocados. Também Kavianal, (2010) estudaram o potencial de predacao
de C. attenuatatendo verificado que as fémeas consumiam maior niumero de presas e

apresentavam maior longevidade do que os machos.

A idade das fémeas escolhidas para as modalidades teve ema tmmjavidade média
observada nas gaiolas de criagdo (aproximadamente 40 dias a terapezatre 21 e
26 °C) e os valores indicados na bibliografia (Kiihne, 2000). Foi considenandb@énta

que aos 12 dias as fémeas ja teriam idade suficientementaeleelpasa que se
conseguisse detectar diferencas na predacdo. O que vai de encontre resultados

obtidos.
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Como se mencionou, as fémeas consumiram 5,7 drosdfilas por fémea éhpoas?dm
média, um valor muito mais elevado do que o mencionado na bibliografiasémi &

Suss (1998) observaram uma fémeaCdeattenuataa alimentar-se de, pelo menos, 2
drosofilas por dia e Kuhne (2000) verificou um consumo de 1,5 drosofilas por dia. A
diferenca entre estes valores podera ser explicada pelo faqteddém da predacéo
para alimentar-se esta espécie mata muitas presas semsasir e estando as presas
tdo préximas na gaiola, ao longo do tempo de ensaio, a mosgaoiigneter morto sem

consumir inteiramente algumas das drosofilas predadas.

Quanto ao consumo dE. vaporariorum,0 consumo observado de, em média, 10,7
moscas brancas por fémea e por dia, um valor muito mais elevado deongumeionado

na bibliografia: Téllezt al. (2009)verificaram um consumo de 8,9 de moscas brancas.
A diferenca entre estes valores podera ser explicada pé&odaaensidade de presas

utilizadas nos estudos laboratoriais e pelo menor tamanho e menor peso da presa.

Neste trabalho observou-se que as fémeas jovens predam masdém do que as
fémeas velhas. Alguns autores (Moreschi & Siuiss 1998; Martinez §u€opot, 2000)
indicam que a idade interfere na actividade de predacao e que indimidisogelhos
alimentam-se menos, tornam-se lentos e falham muitas vepessa que tentam
capturar. Contudo, provavelmente o niumero de dias de diferenca entre alaaedal
fémea jovem e fémea velhaconsideradas neste trabalho, e tendo @& lomgevidade
média do predador ndo sera suficiente para que as estasgdifgrdecorram apenas do

facto de serem mais lentos e de falharem a captura da presa maistémmeguee.

Verificou-se que as fémeas acasaladas predaram em médianosaas brancas do que
as fémeas virgens, enquanto pddamelanogasterndo se verificaram diferencas
significativas, embora sem considerar o efeito substracto skqwem diferencas
através do teste ndo paramétrico. Estas diferencas poder&pla=das pelo facto de
as fémeas acasaladas passarem por um periodo de postura@thtdrene observacoes
de Morris & Cloutier (1987), e para isso terem maiores necelesidenergéticas para
formarem os ovos, no caso de a espécie ser sinovigénica (a produgiemsde
dependeria nesse caso da nutricdo proteica da fémea adulta),congueiria a um

comportamento mais agressivo
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Morris & Cloutier (1987) referem que a predacdo dos machos é rdengue a das
fémeas deC. tigrina, o que nado se verificou neste trabalho. Na comparacéo de fémeas
virgens e machos virgens jovens ndo se observaram diferencas nggoapem presas

predadas.

E de salientar que tanto sobifevaporariorumcomo sobreD.melanogastefoi na 12
hora de observacdo que ocorreu uma maior taxa horaria de consumo aseepnes
qualguer das modalidades, o que podera ser devido a imposicao de jejiora pyée
cada predador foi sujeito antes do inicio de cada ensaio. Ao losg4daoras estas
taxas foram diminuindo e este facto pode estar dependente dadisponibilidade de
presas. Como o erro padrdo da média vai geralmente diminuindo do phrakiro
ultimo periodo de observacdo a taxa de predacdo vai sendo mais honamérego

do tempo.

A realizacdo de um maior numero de repeticdes dos ensaios di;gwepoderia
permitir a observacao de diferengas mais acentuadas enttedatidades. Contudo,
tendo em conta os objectivos e o tempo disponibilizado para a realtagitudo, foi

realizado o maior niumero de repeticées possiveis.

O facto deC. attenuatapredarT. vaporariorume de apresentar taxas de predacao
relativamente elevadas podera ser muito importante para adidgitéd desta espécie
praga em estufa, e constitui um forte incentivo para a continuicéestddo deste
diptero predador e da sua conservacao neste ecossistema afyjeids, @a seleccao

criteriosa dos pesticidas e de um menor nimero de aplicacdes.
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RESUMO

Estudou-se a avaliacdo da influéncia do mucd.ulmbricus terrestris de larvas de
esciarideos na oviposicdo @eenosia attenuataNa avaliagcdo da influéncia de muco,
cada fémea foi introduzida individualmente em caixas de Petri, papal de filtro
impregnado com muco de minhoca ou com substrato com larvas dédessidteste)

ou com papel filtro saturado com agua destilada ou substrato sesmdaresciarideos
(testemunha). Registou-se o niumero de extensdes do ovipositor e 0 nunosws de
postos pela fémea deattenuataO namero de extensdes do ovipositor e o numero de
ovos postos na presenga de muco foram significativamente supesdoseda
testemunha. A média do numero de extensdes do ovipositor e a média do damer
0OVvOs postos na presenca de larvas de esciarideos foram supenesgeeéiivas medias

da modalidade testemunha, em qualquer dos casos sem significado estatistico.

Colocando a diposicdo de uma fémea de mosca tigre, em placaridanBeb de
Lumbricus terrestriee substrato com larvas de esciarideos, o nimero de extensdes do
ovipositor e o numero de ovos postos na modalidade com muco foram supeniores, e
meédia, na metade da caixa de Petri com muco (estaticamgnificativo para o

primeiro dos parametros).

Palavras-chave:Coenosia attenuataviposicdol.umbricus terrestrisesciarideos
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ABSTRACT

The influence ofLumbricus terrestrismucus and sciarid larvae updboenosia
attenuataoviposition was evaluated. To study the influence of mucus, eadidfemas
placed in Petri dishes, with filter paper impregnated with mo€tise earthworm (test)
or with filter paper full of distilled water (control). For tkeiarid tests, each female was
placed in a Petri dish with substrate infested with (test) idrowt (control) sciarid
larvae. The number of extensions of the ovipositor made and the numiggsdael by
the female ofC. attenuatawere registered. The number of extensions of the ovipositor
and the number of eggs laid in the presence of mucus were sigthficegher than the
control. The average of the number of extensions to the ovipositor and themoim
eggs laid in the presence of larvae of sciarideos were hilgherthe in the control, in
both cases without statistical significance.

Placing mucus of earthworin terrestrisand the substrate with sciarids larvae in each
half of a Petri dish, the number of extensions of the ovipositor antutihéer of eggs
laid in the in half of the Petri dish with mucus were higher thdme half containeing

the sciarids (statistically significant for the former paramete

Key Words: Coenosia attenuataviposition,Lumbricus terrestrissciarideos
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INTRODUCAO

Coenosia attenuateStein (Diptera: Muscidae: Coenosiini) pertence a um género
conhecido em todas as regides geograficas (Couri &Pont 2000). Aecépéambém,
referida como tendo uma distribuicio bastante mais alargada tpieNiode da Africa

e Macaronésia, parte da regiao Afrotropical, regido Otemgido da Australasia
(Pont, 1986). O primeiro relato de attenuataem estufas foi feito por Freidberg &
Gijswijt (1983) na sequéncia de um levantamento de inimigosamatdeLiriomyza

trifolii (Burgess) em Israel.

Moreschi & Suss (1998) relataram populagbedattenuata bem comoC. tigrina
Fab. C. humilidMeigene C. strigipesSteinem estufas, na Lombardia, Italia.

As fémeas pdem o0s ovos nas microfissuras do terreno, pois 0 enauxvame
pronunciado do abdomen permite postura em intersticios a uma profundidadeade ce

de 5 mm. A fémea tenta inserir 0s ovos no maximo desta profundidadeueodt a

sondar o substrato com o abddémen, procurando espacgos vazios provocados pela

granulometria do terreno (Moreschi & Suss, 1998).

Moreschi & Suss (1998) verificaram que, em condi¢cOes de laborataigsestura
decorreu preferencialmente em dobras do substrato constituido por papation@m
relacdo a superficie deste. O ovipositor que se suja em 0 contexto ¢erreno, €
limpo, muito frequentemente, por meios das patas posteriores, ao longddioea,

gue sao esfregadas uma contra a outra.

Edwards & Lofty (1977) verificaram que espécies do gé@eenosiaovipositam perto

de larvas de minhoca, garantindo, assim, alimento para as suas larvas.

No entanto, as minhocas sédo negativamente fototaxicas (Edwardsty 1977) e
observacdes de Morris & Pivnick (1991) indicam ogGeenosia spp. oviposita,
principalmente, durante as ultimas trés horas do dia. A oviposi¢cdopoiosiaspp. No
final do dia pode estar relacionada com condigbes ambientais fagprédueoutros
factores (Morris& Pivnick, 1991). Assim, a hipotese de as féme@agyrina
ovipositarem em resposta a presenca de produtos quimicos produzidmipblesas
que assinalem a presenca de presas para as larvas deste pi@dedantada por
diversos autores (Arthuet al., 1972; Bouchard & Cloutier, 1984; Nettles & Burke,
1975).
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Bradysia difformisFrey, 1948 (Diptera: Sciaridae) € um insecto considerado praga em
culturas protegidas, por ser responsavel pela transmissédo de doamgaizes e pela
reducdo da qualidade estética das culturas ornamentais (Femfuabn2006). As
larvas de esciarideos alimentam-se de matéria vegetal em decompqgsogem causar
prejuizos directos, penetrando e alimentando-se de tecido radicdiarcaule, ou
indirectos, por criarem orificios durante a alimentacdo, que menmit entrada de
fungos e bactérias. Nas estufas, os adultos realizam a paostiara jestrutura micelial

de fungos existentes nos substratos ou no solo, contribuindo para a soEneisEe,

devido a aderéncia dos esporos ao seu corpo (Kiuhne & Heller, 2010).

O desenvolvimento dé€. attenuatadepende da presenca de esciarideos. Estudos
realizados por Tapiet al, (2005) confirmam o papel importante@eattenuatana luta

biol6gica desta praga.

Neste trabalho, avaliou-se: (1) a influéncia do mucoLdmbricus terrestrisna
oviposicdo deCoenosia attenuatg?2) a influéncia de larvas de esciarideos no substrato

de desenvolvimento dos estados imaturos.

39




MATERIAIS E METODOS

Ensaios de avaliagdo da influéncia do muco deumbricus terrestrisna oviposi¢cao

de Coenosia attenuata

Os ensaios laboratoriais foram desenvolvidos no Insectario la@liza Instituto
Superior de Agronomia da Universidade Técnica de Lisboa.

Apo6s a emergéncia, adultos @eattenuataforam colocados em gaiolas de acrilico (de
30x30x40cn) & temperatura de 21 + 3 °C, 60 + 10% HR e um fotoperiodo de 14 h.
Para assegurar o acasalamento, cada fémea teve acessonachomrecém emergido,
entre 24 a 48 horas. Neste periodo foram alimentadas com adullossdéla. Estes
adultos ndo entraram em contacto cbmterrestrisnem com 0 seu muco antes da
realizacdo do ensaidPara obter o muco de. terrestris para 0s ensaios, foram
recolhidas varias minhocas desta espécie de um compostor e cologadescipiente

com 17 cm de comprimento e 12 cm de largura com terra com maitgéiaica em
decomposicao no interior. A caixa foi mantida no insectério a umpetatora de
21°C+3°C. Procedeu-se a humidificacéo periddica do substrato com éguess de um

vaporizador manual.

Cerca de uma hora antes da realizacdo dos ensaios, colocavamrdecas em cada
caixa de Petri de vidro de 9 cm de diametro, contendo um disco de alypdau
interior sob um disco de papel de filtro branco humido. Grandes quantidadesde
foram produzidas nestas condi¢bes. Foram utilizadas fémed&3. dé¢tenuataque
copularam previamentee com 10 a 12 dias de idade. Para a modaluzalecada
fémea foi introduzida, individualmente, nas caixas de Petri conpel pa filtro com
muco de minhoca, preparadas como descrito atras; as fémeas daaded&istemunha
foram colocadas em caixas de Petri com disco de algod&o sdlseonde papel filtro
saturado com 4gua destilada. Os ensaios foram executados anpeeatera ambiente
entre 20°C e 25°C.

Os ensaios foram realizados durante as ultimas trés horas @omiaim fotoperiodo
de 14h), executando-se cada par Muco-Testemunha consecutivamentesgeddao
Muco-Testemunha teve uma duragao total de 30 minutos, 10 minutos de glserva

mais 5 minutos de preparacédo para cada um dos testes do par.
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Foram realizadas 40 repeticbes de cada modalidade. As féme@s altenuata
utilizadas para cada uma das modalidades, em cada par, provinham do mesmo substrato.
Dentro de um periodo de 10 minutos registou-se 0 niumero de extensdes dacp\éposi

0 numero de ovos postos pela féme&dattenuata

Ensaios de avaliacdo da influéncia de larvas de esciarideos no sidie sobre a

oviposicado deCoenosia attenata

As fémeas adultas deoenosia attenuafaram obtidas como referido nos ensaios para

avaliar a influéncia de muco na oviposicao.

Para estes ensaios usou-se substrato composto por uma mistura degetal, fibra de
coco e aveia inoculada com fun@beurotus ostreatugJacq. Fr.) Kummer infestado
com larvas de esciarideos, fornecido pela equipa do projecto de iaga@stignde este
trabalho esta inserido. Foram utilizadas fémeas que copularam, caniA@lias de
idadede C. attenuata Cada fémea da modalidade esciarideos foi introduzida
individualmente em caixa de Petri com 9cm de diametro, contendo sulesinatarvas

de esciarideo, coberto com disco de papel de toalhete saturadoaddestilada; as
fémeas da modalidade testemunha foram colocadas em caixarideoResubstrato
similar, mas sem infestacédo, coberto com disco de papel toakieiado de agua

destilada.

Os ensaios foram realizados durante as ultimas trés horas @omiaim fotoperiodo
14h) da mesma forma que foi descrito para os ensaios de avalagaiudncia do
muco. Foram, também, efectuadas 40 repeti¢des.

Ensaios de comparacéo de muco daimbricus terrestrise larvas de esciarideos na

oviposicado deCoenosia attenuata

As fémeas adultas deoenosia attenuatibbram obtidas como referido nos ensaios para

avaliar a influéncia de muco e da influéncia de larvas de esciarideos na owiposica

Para estes ensaios usou-se substrato infestado com larvas de esciaiiiteds @lrima
semelhante ao utilizado para estudar a influéncia da presergaakede esciarideos e
de muco del. terrestrisva oviposicdo, disponibilizando para cada fémea e
simultaneamente estes dois substratos para postura. Foramdasli@meas d€.

attenuataque copularam, com 10 a 12 dias de idade. Cada fémea foi introduzida
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individualmente em caixa de Petri com 9cm de diametro, contenddergdsarea com
substrato com esciarideos coberto com disco de papel de toalhetelsate agua
destilada e a outra metade com papel filtro saturado de muco. Fegastados o
namero de extensdes de ovipositor e de ovos postos pelas fénteaattuataem

cada uma das metades da caixa de Petri, num periodo de 10 minutos.

Os ensaios foram também realizados durante as ultimasdrés do fotoperiodo.

Foram, também efectuadas 40 repeticdes.
Analise estatistica

Para a analise estatistica dos dados recorreu-se aos p@siatesticos SPSS versao
17 e IBM SPSS versédo 19. Em primeiro lugar, procedeu-se a adalisermalidade
dos dados (teste de Kolmogorov-Smirnov). Quando néo se rejeitou a dadeali
procedeu-se a comparacdo entre as duas modalidades (arsis testemunha,
esciarideoyersustestemunha; muceersusesciarideos) através do teste t-student para
amostras emparelhadas; quando a normalidade foi rejeitada, preeedeanalise
através de testes ndo paramétricos para andlise de anuepesdentes: teste de
Wilcoxon, quando se assumiam 0Ss seus pressupostos (e.g. simgiopuiecdo de
diferencas), ou teste de Friedman ou teste dos sinais, em caswvi@oBm qualquer
dos casos, rejeitou-se a hipotese nula, de semelhanca de médiasediates, para
nivel de significancia de 0,05.

RESULTADOS

Os resultados obtidos nos ensaios da influéncia do mutcotdeestrisna oviposicao
de C. attenuata(Quadro 13, Anexo Il), no que se refere ao numero de extensdes do

ovipositor observado e do numero de ovos postos, estao indicados no Quadro 8.

Quadro 8. Numero de extensdes do ovipositor e niUmero de pustos po€oenosia attenuataom e sem muco de

Lumbricus terrestris.

Extensdo de ovipositor (n°) Ovos postos (n°)

Média + SEY Mediana Média + SEY Mediana
Muco 3,82 +0,80 1,00 1,90 £0,46 0,00
Testemunha 3,00+0,11 0,00 0,20 + 0,09 0,00

ISE = Erro padrédo da média
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Verificou-se que o numero de extensdes do ovipositor e 0 nimero de ovosnaostos
presenca de muco foram significativamente superiores aostdmueda (nimero de
extensdes - teste de Wilcoxon: Z = -3,796; p <0,001; nimero de ovos dagsieais:
p=0,012).

Os resultados obtidos nos ensaios de avaliacao da influéncia akedaresciarideos na

oviposicao deC. attenuatgQuadro 14, Anexo Il), estédo indicados no Quadro 9.

Quadro 9. Numero de extensBes do ovipositor e nimero de pestos pooenosia attenuate presenca e em

auséncia de larvas de esciarideos.

Extensdo de ovipositor (n°) Ovos postos (n°)

Média + SEY Mediana Média + SEY Mediana
Esciarideos 1,50 £ 0,40 0,00 0,75+0,25 0,00
Testemunha 0,25 +0,10 0,00 0,10 + 0,05 0,00

1SE = Erro padrdo da média

Verificou-se que a média do nimero de extensdes do ovipositor e a média do d€me
0VvOSs postos na presenca de larvas de esciarideos foram supenmnéelagsrespectivas
da modalidade testemunha. Contudo, ndo se detectaram diferencasasiggmfipara
qualquer das variaveis estudadas (nimero de extensées - teseslomfry’ = 1,600;

p = 0,206; numero de ovos — teste de Wilcoxon: Z =-1,499; p=0,134.

No caso da analise do numero de extensdes do ovipositor, apesarrdmsfdetuado
vérias transformacgfes dos dados a normalidade dos dados foi sejepaela, assim
como os pressupostos do teste de Wilcoxon, pelo que a analise tish@derzcorrendo
ao teste de Friedman, muito menos potente. Contudo, e apenas para ea damalis
tendéncias, foi efectuado um teste de t-student para amostrazlbages que revela
haver tendéncia para diferengcas entre as modalidades coas l@evesciarideos e
testemunha em relacdo ao numero de vezes em que se observou ao edtens
ovipositor (t=2,136; gl=39; p=0,039).

Os resultados obtidos nos ensaios com much. derrestrise larvas de esciarideos

(Quadro 15, Anexo Il), na mesma placa de Petri estdo indicados no Quadro 10.
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Quadro 10. Numero de extensfes do ovipositor e nimero ds pestos poCoenosia attenuatea presencga de

muco e de larvas de esciarideos.

Extensao de ovipositor (n°) Ovos postos (n°)

Média + SE(1) Mediana Média + SE(1) Mediana
Muco 1,00 £ 0,23 0,00 0,38 +0,10 0,00
Esciarideos 0,33+£0,10 0,00 0,15 £0,05 0,00

ISE = Erro padréo da média

Verificou-se que a média do nimero de extensdes do ovipositor e a média do d€me
ovos postos na modalidade com muco foram superiores ao da modalidadediarv
esciarideos, embora sé se tenham detectado diferencas sigagiceticaso do niumero

de extensdes do ovipositor (nUmero de extensdes - teste Friedman: g\=#0p

=0,005; namero de ovos - teste Friedman: N=40; gl=1; p =0,083.

Contudo, neste ultimo caso, detectou-se, também, tendéncia para maow dérovos
postos na modalidade muco, significativas se considerarmos um nicehfilnca de
90%, como sucede hoje em muitos estudos biologicos.

Nos ensaios laboratoriais observou-se, que a postura decoreaepogimente em
dobras do substrato constituido por papel molhado, do que a superficie deste.

DISCUSSAO

Os individuos deC.attenuataselecionados para os ensaios foram fémeas sujeitas a
copula e del0 a 12 dias de idade, pois de acordo com Morris & CI(LO®T) as
fémeas deC.tigrina realizavam a postura uma a trés semanas apds a emergéncia do
adulto. A idade escolhida para as modalidades de fémeas tevantradongevidade
média observada nas gaiolas de criagdo (aproximadamente 40telageraturas entre

21 e 26 °C) e os valores indicados na bibliografia (Kihne, 2000).

Nos ensaios laboratoriais observou-se, tal como em Moreschi &(852@8) que a
postura decorria preferencialmente em dobras do substrato constituidoapgmr
molhado, do que a superficie deste. Esta observacdo podera estanadé|com o

facto das fémeas tentarem inserir os ovos a maxima profundidade.
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Nos ensaios laboratoriais, verificou-se que o numero de extensdes ddtavipas
ndamero de ovos postos na presenca de muco foram significativamesriersspaos da
testemunha. Diversos autores, como Arttiual, (1972), Bouchard & Cloutier (1984),
Nettles & Burke (1975) e Vison (1976), colocaram a hipotese de a&a$€ntigrina
ovipositarem em resposta a presenca de produtos quimicos produzasompdlocas
que assinalem a presenca de presas para as larvas deste pEstedstudo confirmou

que o muco deumbricus terrestretem influéncia na oviposicéo @ attenuata

A média do numero de extensdes do ovipositor e a média do nimero de ovosgostos
presenca de larvas de esciarideos foram superiores as kespetidias da modalidade
testemunha, em qualquer dos casos sem significado estatisticoehghf@ma presenca

de esciarideos podera ser devido ao facto de as larvas deegspécigén.
Coenosigredarem larvas de esciarideos (Moreschi & Suss, 1998), possiveltaénte,
como as minhocas, estas libertam alguma substancia quimica tjaeté&aaparaC.

attenuata

Relativamente a comparacdo mucoldenbricus terrestrisessubstrato com larvas de
esciarideos, o numero de extensdes do ovipositor e o nimero de ovos postos na
modalidade com muco foram superiores. Estes resultados indicam queo aeluc
terrestris estimulou maisa extensdo do ovipositor e a postureCdattenuata.L.
terrestris afecta as propriedades fisicas do solo, como a densidade, estrutura,
aerificacdo, humidade epropriedades quimicas tais como o pH, dispodiiliia
nutrientes e podem retirar metais pesados (Edwards & Lofty, 1833in, a presenca

de minhocas torna o solo mais adequado ao desenvolvimento de la€ast@muata
Contudo, a disponibilidade de alimento para as larvas devera ser @airestimulo

para uma maior postura em locais com mucb.derrestris,pois sabe-se que as larvas

de outras espécies do g&foenosiaparecem alimentar-se de minhocas (Edwards &
Lofty, 1977).

A realizacdo de um maior niumero de repeticbes dos ensaios podemidir pa
observacdo de diferencas mais acentuadas entre as modalidadeglaat@aior
probabilidade de normalizar os dados com amostras de maiores diméDmdesio,
tendo em conta os objectivos e o tempo disponibilizado para a realtagitudo, foi

realizado o maior nimero de repeticdes possivel.
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O facto deC. attenuataser influenciada pelo muco de terrestris podera ser muito
importante para a criagdo desta espécie em culturas protagitasez que se podera
realizar uma criagdo em sistema “open rearing system” recorrdndereestrisem vez
de larvas de esciarideos. Esta observacao constitui incentivo pprafundamento do
estudo sobre a influéncia das minhocas numa possivel criagcdo deste elptculturas

protegidas.
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CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados obtidos neste trabalho permitiram aumentar algun<iooeries sobre

um promissor agente de luta bioldgica.

Foi confirmada por observacao visual a actividade predatéria de adel@senosia
attenuata Steirsobre adultogrialeurodes vaporariorumiWestwood e dérosophila
melanogasterMeigen. E importante referir qu€. attenuataé o Unico agente de
limitagdo natural do estado adulto desta espécie, referido atéraemo em culturas
protegidas. E, contudo, muito dificil quantificar o seu contributo paranobate

efectivo das pragas

Em condicdes laboratoriais verificou-se que o consumo medio de mosca, lpanc
fémea e por periodo de 24horas, foi de 10,66, um consumo meédio sup€rior a
melanogasterque foi de 5,68. Este consumo podera ser explicado pelo seu menor
tamanho, menor volume do corpo e peso da presa. Com os resultados Gbtidos
attenuataindicia ser um promissor agente na luta biologica de pragasstrfa.e
Contudo, ha que ter em conta que o instinto predatorio conduz@ gttenuataagrida

e mate numerosas vitimas para se alimentar apenas paroilroarscteristica de
muitos predadores. Este comportamento revela-se muito interessantenpagente de

luta biolégica.

Os resultados obtidos neste trabalho, referentes a drosofilatig@myuantificar as
guantidades que é necessario disponibilizar e, por outro lado, comparas estudos

de outros autores.

Neste trabalho observou-se que as fémeas jovens predam maigdiando que as
fémeas velhas, o que permitiu verificar que a idade interfeagthadade de predacéao,
tal facto confirmado por alguns autores (Moreschi & Siss 1998;indart&
Cocquempot, 2000).

Relativamente a comparacdo de fémeas virgens e machos yogens, observou-se

gue os machos e as fémeas néo diferiram na predacéo das espécies estudadas.

Quanto a analise do consumo sobrgaporariorumcomo sobred.melanogastepor C.
attenuataem cada hora de observacao, verificou-se que todas as férleasam um

consumo maior na primeira hora, o que podera dever-se ao facto de ter inana
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imposicao de jejum prévio. O niumero de predados por hora ao longo das 24 horas

diminuiu.

A realizacdo de um maior numero de repeticdes dos ensaios di;gwepoderia
permitir a observacao de diferengas mais acentuadas enttedatidades. Contudo,
tendo em conta os objectivos e o tempo disponibilizado para a realtag&tudo, foi

realizado o maior niumero de repeticées possiveis.

Relativamente a influéncia do muco dembricus terrestrisna oviposicao deC.
attenuata verificou-se que tanto o numero de extensdes do ovipositor como o niumero
de ovos postos foram superiores aos da testemunha. Quanto a iafhepecesenca de
larvas de esciarideos, estes apresentaram uma média supsoibel@lade testemunha.
Este facto e igualmente interessante como agente de limitag&al de pragas, pois a

larva deCoenosiasp. exerce ac¢ao predatoria no solo.

Quanto ao muco de. terrestrise de substrato com larvas de esciarideos, o0 niumero de
extensdes do ovipositor e o0 numero de ovos postos na modalidade com muco foram
superiores, em média. O pré-requisito para o estabelecimento cesssuao predador

€ um substrato solo favoravel a postura e ao desenvolvimento larvabnéligdes
necessarias para que tal aconteca poderao implicar a preséng¢ardestrisno no solo,

pois afectam as propriedades fisicas do solo.

Assim, a presenca de minhocas torna o solo mais adequado ao desenwvoldenent
larvas deC. attenuataContudo, a disponibilidade de alimento para as larvas devera ser
o principal estimulo para uma maior postura em locais com muto tderestrispois
sabe-se que as larvas de outras espécies doCgénosiaparecem alimentar-se de

minhocas.

Vérios factores concorrem para q@e attenuattaassuma um papel de particular
importancia como auxiliar no combate a diversos fitéfagos de asljnmotegidas: o
facto de ser compativel com auxiliares e ser predador polifago,dm estado larvar

como no estado adulto.

Quanto ao facto de ser influenciada pelo mucoLdderrestris podera ser muito
importante para a criagdo desta espécie em culturas protegittasez que se podera

51




realizar uma criagcdo em sistema “open rearing system” recorrédndereestrisem vez

de larvas de esciarideos.

O facto deC. attenuatapredarTrialeurodes vaporariorune de apresentar taxas de
predacao relativamente elevadas podera ser muito importantelp@®i@logica desta

espécie praga em estufa.

Existem ainda poucos trabalhos experimentais, no campo, sobre acefiaieste
predador e sobre a influéncia das minhocas numa possivel criac@odijgsto em
culturas protegidas. E dificil demonstrar que um inimigo naturfitiérte no combate
a pragas, pois isso requer um estudo mais profundo sobre a sua biolegia e

comportamento e da forma como reage a factores ambientais e a densidadaslas pres
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Anexo |. Dados laboratoriais relativos a avaliagdo de tabeapredacdo d€oenosia attenuatesobreTrialeurodes

vaporarioum e Drosophila melanogaster

Quadro 11. Resultados das observagfes efectuadas nos enediamsad de predacdo @®enosia attenuatesobre

Trialeurodes vaporarioum

Gaiola Mortos n&o
Criacdo Sexo Idade Acasalada 1h 4h 7h 10h 24h Total Predados predados vivas
Sub.80 F 3 a4dias Sim 8 5 2 0 0 15 7 8
Sub.80 F 3 a4dias Sim 2 1 3 2 1 9 5 4
Sub.80 M 3 a4dias Nao 1 5 1 2 5 14 7 7
Sub.80 F 12 dias Sim o 7 2 1 0 10 8 2
Sub.80 F 12 dias Sim 1 1 2 0 4 8 7 1
Sub.80 F 12 dias Sim 1 1 4 0 4 10 5 5
Sub.80 F 12 dias Sim 3 1 2 3 6 15 9 6
Sub.80 F 12 dias Sim 3 3 4 1 1 12 10 2
Sub.80 M 3 a4dias Nao 1 5 3 1 1 11 4 7
Sub.80 F 48 horas Nao 1 3 4 2 4 14 13 1
Sub.81 F 48 horas N&o 1 6 4 0 3 14 10 4
Sub.81 F 48 horas Nao 1 6 7 1 0 15 11 4
Sub.81 M 3 a4dias Nao 2 3 2 4 1 12 11 1
Sub.81 F 3 a4dias Sim 0 1 5 0 0 6 6 0
Sub.81 M 3 a4dias Nao 1 8 3 0 0 12 11 1
Sub.81 F 3 a4dias Sim 3 7 3 1 0 14 13 1
Sub.81 F 12 dias Sim 1 3 3 0 3 10 6 4
Sub.81 F 12 dias Sim 2 2 0 O 8 12 10 2
Sub.81 F 3 a4dias Sim 9 3 0 0 0 12 12 0
Sub.81 F 3 a4dias Sim 12 3 O 0 0 15 15 0
Sub.81 F 12 dias Sim 6 4 1 0 0 11 8 3
Sub.81 F 12 dias Sim 7 7 1 1 0 16 14 2
Sub.85 F 3 a4dias Sim 1 5 0 0 5 11 4
Sub.85 F 48 horas Nao 4 5 2 0 2 13 5
Sub.85 F 48 horas N&ao 0O 6 2 4 1 13 5
Sub.85 F 3 a4dias Sim 0O 5 3 2 1 11 4
Sub.85 F 48 horas N&ao 3 5 6 0 0 14 10 4
Sub.85 F 3 a4dias Sim 0O 8 5 0 0 13 8 5
Sub.85 M 3 a4dias N&ao 5 7 2 1 0 15 13 3
Sub.85 M 3 a4dias N&o 1 2 7 2 3 15 14 1
Sub.85 F 12 dias Sim 3 2 4 2 3 14 14 0
Sub.85 F 12 dias Sim 7 3 1 0 0 11 11 0
Sub.86 F 48 horas N&ao 11 3 1 0 0 15 13 2
Sub.86 M 3 a4dias Nao 1 8 4 1 0 14 6 8
Sub.86 M 3 a4dias N&ao 1 9 5 0 0 15 11 4
Sub.86 F 3 a4dias Sim 2 1 4 0 6 13 10 3
Sub.86 F 12 dias Sim 0 6 2 1 3 12 12 0
Sub.86 F 12 dias Sim 1 2 5 1 6 15 13 2
Sub.93 F 48 horas Nao 8 2 5 0 0 15 14 1
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Quadro 12Resultados das observagfes efectuadas nos ensaiasad de predacdo @eenosia attenuatasobre

Drosophila melanogaster

Gaiola N° Mortos nédo

Criacdo Sexo Idade Acasalada 1h 4h 7h 10h 24h Mortos Predados predados Vivas
Sub.101 F 3 a4dias Sim 2 1 3 2 4 12 12 0 3
Sub.101 F 3 a4dias Sim 3 3 4 3 2 15 8 7 0
Sub.101 F 3 a4dias Sim 0 2 4 4 5 15 12 3 0
Sub.101 F 3 a4dias Sim 2 1 1 2 0 0 9
Sub.101 F 12 dias Sim 2 0 0 3 2 7 6 1 8
Sub.101 F 48 horas Nao 0 1 2 o0 0 3 0 12
Sub.101 F 48 horas Nao 1 1 3 5 5 15 13 2 0
Sub.101 F 48 horas Nao 1 2 3 3 1 10 6 4

Sub.101 M 3 a4dias N&ao 1 1 0 2 2 6 0

Sub.101 M 3 a4dias Nao 1 1 2 3 2 9 0

Sub.121 M 3 a4dias N&ao 1 0 0 2 2 4 1 10
Sub.121 M 3 a4dias N&o 0o 1 1 1 1 2 2 11
Sub.121 F 3 a4dias Sim 3 2 0 O 6 11 7 4

Sub.121 F 48 horas Nao 2 2 1 1 5 11 9 2

Sub.121 F 12 dias N&o 2 2 1 2 1 8 6 2

Sub.121 F 12 dias Nao 2 2 3 1 2 10 6 4 5
Sub.121 F 12 dias N&o o 1 1 2 1 5 3 2 10
Sub.121 F 12 dias Sim 3 4 0 O 1 8 4 4 7
Sub.121 F 12 dias N&o 1 2 2 0 3 8 4 4 7
Sub.121 F 12 dias Nao 0o 2 1 2 3 8 6 2 7
Sub.121 F 12 dias Sim 1 2 2 1 0 6 5 6 9
Sub.122 F 3 a4dias Sim 0o 2 1 3 4 10 7 3 5
Sub.122 F 3 a4dias Sim o 2 3 2 4 11 7 4 4
Sub.122 F 3 a4dias Sim 1 2 0 3 4 10 7 3 5
Sub.122 F 3 a4dias Sim o 2 1 2 3 8 7 1 7
Sub.122 F 3 a4dias Sim 1 3 2 2 2 10 7 3 5
Sub.122 F 3 a4dias Sim 1 2 3 2 1 6 3 6
Sub.122 F 3 a4dias Sim 0 2 3 2 1 7 1 7
Sub.122 F 3 a4dias Sim 1 1 2 3 4 11 7 4 4
Sub.122 M 3 a4dias Nao 0 1 2 2 2 7 5 2 8
Sub.122 M 3 a4dias N&ao 1 2 2 3 4 12 8 4 3
Sub.122 F 12 dias Sim 1 2 2 0 O 3 2 10
Sub.122 F 12 dias Sim 1 2 2 1 2 6 2 7
Sub.122 F 12 dias Sim 2 2 1 2 3 10 7 3 5
Sub.122 F 12 dias Sim 1 2 1 2 0 5 1 9
Sub.122 F 12 dias Sim 1 1 3 1 0 6 5 1 9
Sub.122 F 12 dias Sim 2 3 2 3 1 11 6 5 4
Sub.122 F 12 dias Sim 1 2 1 2 0 6 4 2 9
Sub.122 F 12 dias Sim 1 1 0 O 0 2 2 0 13
Sub.124 F 48 horas Nao 1 3 1 0 1 6 5 1 9
Sub.124 F 48 horas Nao 1 2 1 O 0 4 3 1 11
Sub.124 F 3 ad4dias Sim 2 4 2 0 1 9 5 4 6
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Anexo |l. Dados laboratoriais relativos a influéncia do maeoLumbricus terrestris enfluéncia de larvas de

esciarideos no substrato com a oviposicaGaknosia attenuata

Quadro 13.Resultados das observacdes efectuadas nos ensaidkiéncia do muco deumbricus terrestricom a
oviposi¢cao deCoenosia attenuata

N° Ensaios Muco - n°® ovos Muco - n°® extensao Teste-n° ovos Test - extensdo

N
EowooomooompON\loOOHooomhoom'soooooo\lor—\cn—\mww
O'SI\)HOBHOOQOQOO@@OOOODOOOU‘IEBI\)SOOI\)HOO;OHLHU‘I(A)I\)
C 0000000000000 RO0O00000000ECO0000O00O0O0ORROWR
NOOORrROOOOROOOOOONOOOOOO0OO000OO0O0OO0O0O0OOONRROWER
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Quadro 14Resultados das observac8es efectuadas nos ensaiofuéncia de larvas de esciarideos no substrato

com a oviposi¢do déoenosia attenuata.

N° Ensaios Escirideos n° ovos  Escirideos - n® extensdo  Teste-n® ovos  Test - extenséo
0

N

=
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Quadro 15Resultados das observacdes efectuadas nos ensaitfuéncia do muco deumbricus terrestrise da

influéncia de larvas de esciarideos na oviposigd@agnosia attenuata.

Lumbricus - n°® Esciarideos - n°®
N° Ensaios  Lumbricus n° ovos extensao Esciarideos n° ovos extensao
1 0 0 0 0
2 0 0 0
3 0 0 0 0
4 0 1 1 2
5 0 2 0 0
6 0 0 0 0
7 0 0 0 0
8 0 1 0 0
9 0 0 1 2
10 0 0 0 0
11 1 1 0 0
12 0 0 0 1
13 1 2 0 0
14 0 0 0 0
15 2 2 0 0
16 0 0 0 0
17 0 0 0 0
18 0 0 0 0
19 0 0 0 0
20 1 2 1 1
21 1 1 0 0
22 2 7 0 0
23 0 0 0 0
24 1 2 0 1
25 2 3 0 0
26 0 1 0 0
27 0 2 0 0
28 1 2 0 0
29 0 0 0 0
30 0 0 0 0
31 0 4 0 1
32 0 0 0 0
33 2 3 1 1
34 0 2 1 2
35 0 0 0 0
36 0 0 0 0
37 1 2 1 2
38 0 0 0 0
39 0 0 0 0
40 0 0 0 0
Total 15 40 6 13
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