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Resumo

A processionéria do pinheiro, T. pityocampa é o mais importante desfolhador de pinheiros
na Europa meridional. Em Portugal, as principais espécies afectadas sdo P. pinaster e P.
pinea. No entanto, na regido Leste do Mediterraneo, os maiores ataques observam-se em P.
halepensis e P. brutia por T. wilkinsoni. Para testar se as duas espécies divergem na sua
performance quanto as plantas hospedeiras, procedeu-se a ensaios de alimentacdo e
sobrevivéncia utilizando P. pinaster e P. halepensis, com diferentes proveniéncias. As
larvas de ambas as espécies, sobreviveram e desenvolveram-se melhor em P. halepensis que
em P. pinaster, tendo T. wilkinsoni uma melhor sobrevivéncia nas dietas com P. halepensis
do que T. pityocampa, corroborando a hipétese de uma melhor adaptacdo desta espécie ao
pinheiro de Alepo. Para ambas as espécies de pinheiros testadas, as plantas de viveiro
permitiram melhor desenvolvimento das larvas que as de campo, concluindo-se que dentro
da mesma espécie a qualidade das agulhas é um factor significativo na performance das
larvas. A maior razdo C/N nas plantas de pinheiro bravo de campo e a maior dureza das
agulhas justificam, em parte, o pior desenvolvimento nesta dieta. As duas espécies
diferenciaram-se nos compostos volateis, mas sem uma relacdo clara com a performance
larvar.

Palavras-chave: Thaumetopoea pityocampa, Thaumetopoea wilkinsoni, Pinus pinaster, Pinus

halepensis, alimentacédo, sobrevivéncia.
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Abstract

The winter pine processionary moth, T. pityocampa is the major pine defoliator in Southern
Europe, affecting mostly Pinus species. In Portugal, P. pinaster and P. pinea are the main
affected species. On the other hand, in eastern countries of the Mediterranean, most attacks by
T. wilkinsoni, occur in P. halepensis and P. brutia. In order to test if the two pine
processionary moths differ in their performance in relation to host pine species, feeding trials
were conducted comparing T. pityocampa and T.wilkinsoni. Larvae were fed with P. pinaster
and P. halepensis from different provenances and developmental conditions. Both had a better
survival when fed with P. halepensis, and lower with P. pinaster from field conditions. Lower
content in N and higher needle’s toughness found on this diet may account for this result. Yet,
survival and development of T. wilkinsoni on Alepo pine diets was higher than T. pityocampa,
agreeing with the hypothesis of a better adaptation of T. wilkinsoni to feed on Alepo pine.
Within each pine species, plants form nursery provided a better food than plants from the
field, which may be justified by the higher N content, concluding that food quality was one of
the most important factors in determining larvae performance.

Key words: Thaumetopoea pityocampa, Thaumetopoea wilkinsoni, Pinus pinaster, Pinus
halepensis, feeding, survival.
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Extended abstract

The winter pine processionary moth, Thaumetopoea pityocampa Den. & Schifft (Lepidoptera:
Notodontidae) is the major pine defoliator in the Mediterranean area (Southern Europe, North
Africa and Near East) (Avtzis, 1986; Douma-Petridou, 1989; Markalas, 1998; OEPP/EPPO,
2004). In Portugal, the maritime pine Pinus pinaster Ainton is the main host species for T.
pityocampa, followed by Pinus pinea Linnaeus, especially in the southern areas. On the other
hand, in eastern countries of the Mediterranean basin, from Turkey to south of Israel, a sister
species, Thaumetopoea wilkinsoni Tams (Lepidoptera: Notodontidae), which is
phylogenetically very close to T. pityocampa, also constituting an important pest of pine
forests, feeds mostly on P. halepensis Miller and P. brutia Tenore.

In the present study we aim at testing that the two pine processionary moth species, T.
pityocampa and T. wilkinsoni, differ in their performance in relation to host pine species.
Feeding trials were conducted using first and second instar larvae of T. pityocampa (obtained
from egg masses collected from Portugal) and T. wilkinsoni (obtained from egg masses
collected from lIsraeli). Replicas consisted of groups of 20 to 25 larvae of the same age.
Larvae were fed with one of the following diets: P. pinaster from field (10 years old); P.
pinaster from nursery (7 years old) (only T. wilkinsoni was tested with this diet); P.
halepensis from three different provenances all kept in potted trees in nursery (5 years old);
and P. halepensis from the field (8 years old). Survival, development, needle consumption
and production of feaces were recorded. Samples of pine needles were collected and analysed
for its C, N and water contents, needle toughness and terpenes.

Both T. wilkinsoni and T. pityocampa had a higher survival when fed with P. halepensis, from
nursery, and lowest when fed with P. pinaster from field conditions. Lower content in N and
higher needle’s toughness found on this diet may account for this result. Also, survival and
development of T. wilkinsoni on alepo pine was signficantly higher than T. pityocampa fed on
alepo pine, agreeing with the hypothesis of a better adaptation of T. wilkinsoni to feed on
alepo pine. Within each pine species, plants form nursery provided a better food than plants
from the field, which may be justified by the higher N content, concluding that food quality
was one of the most important factors in determining larval performance. Terpenes differed
between pine species and provenances of alepo pine. Higher proportion of B-pinene and
germacrene was found on maritime pine in comparison with alepo pine (a-pinene, myrcene,
limonene and B-caryophilene). Yet, terpene profile was similar for both P. pinaster from field
and P. pinaster from nursery, whereas larval performance of T. wilkinsoni differed
significantly between this two diets. Thus, differences on terpenes are unlike to justify larvae
performance. In conclusion, the quality of pine needles was found to major determine larval
performance of these two phytophagous insects, in particular N content. The two species
seem further to differ on their adaptation to P. halepensis as food source.
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1. Introducéo

Interaccgéo Planta — Insecto

Os insectos constituem comunidades de grande importancia na constituicdo e funcionamento
dos ecossistemas florestais. Muitas espécies desempenham uma fungcdo importante na
regulacdo de populacGes de outras espécies, seja como predadores, parasitas ou simples
competidores, contribuindo para a manutencéo e estabilidade desses ecossistemas (Daly et al.,
1998). Todavia, outros, em particular herbivoros, tém por vezes impactes ambientais e
econdmicos que os levam a serem considerados como nocivos.

As interaccOes entre as plantas e os insectos, tém, desde hd muito, sido estudadas, o que se
deve em grande parte a importancia econémica de muitos insectos fitéfagos. Muitos insectos
utilizam as plantas, entre outros aspectos, como habitat, fonte de alimento e oviposicao
(Schulz, 1998). Uma planta, sobre a qual um insecto fitéfago se alimenta, desenvolve ou
completa o seu ciclo de vida, é designada por planta hospedeira (Townsend et al., 2008).

Os insectos herbivoros podem ser classificados, de acordo com o seu comportamento
alimentar em: mondfagos (quando se alimentam de diferentes espécies de plantas de um
mesmo género); oligofagos (quando se alimentam de plantas de diferentes géneros, mas de
uma mesma familia); polifagos (quando se alimentam de plantas de diferentes familias)
(Fraenkel, 1959; Bernays & Chapman, 1994). Outro tipo de classificagdo agrupa os insectos
mondfagos e olig6fagos em especialistas e os insectos polifagos em generalistas (Daly et al.,
1998; Townsend et al., 2008). Os diferentes padrdes de alimentacdo dos insectos sao
considerados como o resultado de adaptacGes especificas as diferentes espécies hospedeiras
(Schulz, 1998).

A qualidade do alimento, mais do que a quantidade, determina a distribuigcdo e abundéncia de
muitos insectos fitéfagos (Berryman, 1986; Townsend et al., 2008). Desta forma, a qualidade
das folhas como alimento para insectos desfolhadores é influenciada directamente pelos
nutrientes que a planta obtém do solo e pelas condi¢cBes atmosféricas do lugar onde se
encontra inserida (Berryman, 1986). Os insectos fit6fagos necessitam de inimeros elementos
minerais para desempenharem o0s processos fisiologicos, pelo que as alteragdes na
composic¢do da quimica foliar podem afectar o seu desempenho (Bernays & Chapman, 1994).
Os tecidos vegetais constituem por vezes alimento de pouca qualidade, uma vez que
usualmente contém baixos niveis de azoto bem como substancias toxicas, inibidores da
digestdo ou materiais indigestiveis (Mattson, 1980). Assim, adultos, larvas ou ambos, deverédo
reconhecer o melhor alimento disponivel e escolhé-lo para oviposicao e alimentacdo (Bernays
& Chapman, 1994; Wainhouse, 2005).

Muitos estudos identificam os primeiros instares larvares de muitos insectos fitdfagos, como
um periodo critico, durante o qual ocorre grande mortalidade (Zalucki et al., 2002). Tal
mortalidade é devida a uma complexa interaccdo entre a planta onde as larvas recem-
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eclodidas se desenvolvem, a habilidade comportamental e fisiolégica das larvas jovens para
ultrapassar uma série de barreiras da planta, bem como os efeitos das condi¢des climatéricas,
todos actuando em simultaneo (Daly et al., 1998).

Durante o longo percurso de evolugdo das relagdes planta-insectos, as plantas desenvolveram
mecanismos sofisticados de defesa para repelir os ataques de insectos protegendo-se assim do
seu consumo (Schulz, 1998; Read et al., 2009; Simon et al., 2010). As defesas surgem de
diversas formas, desde fisicas, quimicas, fisiolégicas, comportamentais e morfoldgicas,
actuando directa e indirectamente para dissuadir os herbivoros (Zalucki et al., 2002; Read et
al., 2009). As respostas das plantas a herbivoria, variam também consoante o clima e a
disponibilidade em recursos do local (Berryman, 1986; Townsend et al., 2008).

Todas as plantas possuem barreiras fisicas, existindo evidéncias considerdveis de que as
caracteristicas mecanicas das folhas, constituem uma barreira significativa (Read et al., 2009).
A superficie das folhas de vérias plantas esta normalmente coberta por ceras, que consistem
numa mistura de compostos lipofilicos representando a primeira barreira a fixacdo dos
insectos fitdfagos (Bernays & Chapman, 1994; Zalucki et al., 2002); por pélos, que dificultam
0 progresso das larvas ao longo da folha restringindo o acesso a sua superficie, assim como
por epidermes compostas por células por vezes com paredes espessas e reduzido conteddo em
agua, conferindo maior dureza a folha (Zalucki et al., 2002). Todos estes aspectos constituem
barreiras importantes que os insectos fitéfagos tém de ultrapassar para se alimentarem.

Assim, localizar um meio adequado para se alimentarem, é um aspecto critico para as larvas
recém-eclodidas de muitos insectos fitéfagos. Muitas larvas recém-eclodidas tém uma fase de
movimento pré-alimentar, seja localmente a explorar a folha, seja por dispersdo a mais longa
distancia até encontrarem alimento adequado (Zalucki et al., 2002). Os mecanismos de
orientacdo pelos quais as larvas recém-eclodidas localizam hospedeiros adequados,
relacionam-se com pistas visuais, tacteis, quimicas, aspectos fisicos da planta, etc. (Zalucki et
al., 2002). Uma vez rompida a epiderme da folha, varias respostas quimicas da planta sdo
desencadeadas, o que influenciara a habilidade das larvas para continuarem a alimentar-se.

As plantas produzem uma grande variedade de compostos quimicos, alguns dos quais sdo
essenciais para a sua sobrevivéncia (metabolitos primarios), enquanto que outros, ndo sendo
essenciais, apresentam uma importancia fundamental na interacgdo das plantas com o seu
ambiente (metabolitos secundarios) (Bernays & Chapman, 1994).

Os metabolitos primarios sdo compostos essenciais para as plantas por estarem directamente
envolvidos nos processos bioldgicos primarios, nomeadamente crescimento, desenvolvimento
e reproducéo da planta (Bernays & Chapman, 1994). Entram na constituicdo de amino-acidos,
hidratos de carbono, lipidos, proteinas e acidos nucleicos, todos essenciais a sobrevivéncia
das plantas (Bernays & Chapman, 1994).
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O azoto e o carbono sdo dois dos elementos nutritivos mais importantes, envolvidos nos
processos do metabolismo primario das plantas. O carbono € um elemento que a planta extrai
da atmosfera pelo processo da fotossintese, resultando na formacao dos hidratos de carbono, o
armazém de energia da planta. Entra também na composicdo dos tecidos estruturais da planta
e na constituicdo dos compostos secundarios. Os hidratos de carbono tém um efeito
significativo na relacdo entre fotossintese e biomassa (Mandre et al., 2002), incluindo a
distribuicdo entre processos de respiracdo, crescimento e reproducdo bem como na
distribuicdo morfologica entre as varias estruturas da planta, como raizes, caules e folhas
(Mandre et al., 2002).

O azoto encontra-se na planta em quantidades que, referidas & matéria seca, sdo da ordem de
1% a 5% do total e 40% a 50% do protoplasma das células (Santos, 1996). E um constituinte
de compostos e complexos organominerais de interesse vital para a planta, de entre os quais
se salientam os aminoacidos, as proteinas, os acidos nucleicos e a clorofila (Santos, 1996). O
azoto, ndo s6 é um importante recurso limitante que influencia o crescimento e reproducao
das plantas, como também funciona como um sinal que permite reprogramar o metabolismo
de N e C, a alocacdo de recursos e o desenvolvimento radicular (Lou & Baldwin, 2004).

A disponibilidade de azoto pode influenciar a resisténcia da planta contra o ataque de insectos
fitéfagos, tendo sido propostas vérias hipoOteses para explicar os padrGes de producdo de
compostos de defesa sob diferentes disponibilidades de nutrientes (Lou & Baldwin, 2004).
Por exemplo, a hipdtese do balango “carbono-nutriente” defende que a planta devera alocar
mais azoto para compostos de defesa a base de azoto, quando tem quantidades elevadas deste
elemento a sua disposicao; contrariamente, devera alocar mais carbono para a constituicdo de
compostos de defesa a base de carbono, quando as quantidades de azoto sdo limitadas (Bryant
et al., 1983; Throop & Lerdau, 2004).

As plantas tém capacidade de absorver o azoto em quantidades superiores as que lhes sdo
necessarias para 0 seu metabolismo normal, podendo ocorrer alguns inconvenientes,
sobretudo se essa maior disponibilidade de azoto n&o for acompanhada de maiores
disponibilidades de outros nutrientes. O excesso de azoto traduz-se por plantas mais verdes e
de maior vigor vegetativo e embora 0 azoto aumente a &rea das folhas e consequentemente a
superficie disponivel para a fotossintese, e portanto a sintese de gltcidos, quando existe um
teor mais elevado daquele nutriente, os glicidos sdo convertidos em proteina e protoplasma,
ficando uma proporgdo menor disponivel para formar as paredes celulares. Esse efeito do
excesso de azoto no aumento da propor¢do de protoplasma em relacdo as paredes celulares
tem algumas consequéncias, sob certos aspectos desfavoraveis, como sejam a formacédo de
celulas maiores e de paredes mais finas, o que torna as folhas mais suculentas, menos duras e
consequentemente menos resistentes ao ataque de insectos e fungos, e a condigdes climaticas
adversas, como sejam a secura e a geada. Um excesso de azoto tende também a desfavorecer
a formacéo de tecidos de estrutura e a retardar a maturagdo, fenémeno que pode atribuir-se,
por um lado, ao facto de as folhas se manterem verdes durante mais tempo e, por outro, ao seu
maior teor em glucidos livres e a uma diminuicdo do teor de agucares (Santos, 1996).
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Deste modo, a concentracdo de azoto no tecido vegetal é, em geral, um indicador consistente
da qualidade do tecido para a herbivoria (Throop & Lerdau, 2004), verificando-se uma
relagdo positiva entre a concentracéo de azoto foliar e a sobrevivéncia, o desenvolvimento e o
crescimento dos insectos fitéfagos (Mattson, 1980). Contudo, as respostas dos insectos ao teor
de azoto nos tecidos vegetais, podem variar em termos das taxas individuais de consumo
(Throop & Lerdau, 2004). Assim, algumas espécies aumentam a taxa de consumo na presenca
de alimento rico em azoto, enquanto que noutras essa taxa diminui, por forma a manter
constante a absorcdo de azoto (Woods, 1999). No entanto, para a maior parte das espécies de
insectos existe provavelmente uma concentracdo Optima de azoto na folhagem, sendo
expectavel uma diminuicdo do seu desempenho quando o azoto foliar excede este nivel
optimo (Mattson, 1980). Esta concentracdo Optima de azoto foliar varia consideravelmente
para diferentes espécies de fitofagos, sendo que as suas diferentes respostas poderdo estar
relacionadas com a presenc¢a de metabolitos azotados secundarios, ou com a acumulacéo de
nitratos nas folhas (Throop & Lerdau, 2004).

Além dos metabolitos primarios, as plantas sdo capazes de sintetizar uma grande variedade de
compostos com baixo peso molecular — os metabolitos secundarios (Bernays & Chapman,
1994). Estes compostos ndo tém importancia vital para as plantas, mas desempenham um
papel ecoldgico importante na seleccdo das plantas hospedeiras por insectos fitofagos e na
defesa das proprias plantas contra insectos herbivoros (Bernays & Chapman, 1994; Schulz,
1998).

Enquanto os metabolitos primarios sdo universais, variando pouco entre as espécies de
plantas, os metabolitos secundarios estdo restritos a certos taxa existindo numa vasta gama de
composicdes e concentracdes (Bernays and Chapman, 1994; Gershenzon, 1994). A producéo
destes compostos € geralmente baixa, representando em média menos de 1% do peso seco da
planta, e depende muito do seu estado de desenvolvimento fisiologico (Dixon, 2001).

Estas substancias quimicas secundarias sintetizadas pelas plantas, sdo capazes de deter uma
grande variedade de insectos herbivoros, através dos seus efeitos de toxicidade e reducdo na
digestibilidade (Berryman, 1986; Schulz, 1998). Nesta escala podem causar problemas
principalmente em herbivoros generalistas (Zalucki et al., 2002). Sdo essas substancias
quimicas da planta que desempenham um papel importante nas relacbes planta-insecto
(Fraenkel, 1959; Schulz, 1998; Lagalante & Montgomery, 2003). Muitos destes compostos
medeiam a comunicagdo quimica entre as plantas e 0s insectos, tanto herbivoros como os seus
predadores (Webster et al., 2010).

A comunicacdo olfactiva é um aspecto sensorial fundamental que permite aos insectos obter
informagdes cruciais do ambiente que os rodeia (Webster et al., 2010). Essa comunicacao é
veiculada por substancias semioquimicas, que sdo conhecidas por feromonas quando se trata
de comunicagdo intra-especifica, e por substancias aleloquimicas quando dizem respeito a
comunicagdo inter-especifica (Tumlinson, 1988; Paiva, 1996). S&o substancias aleloquimicas
as substancias produzidas por individuos de uma espécie com o objectivo de afectar o
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crescimento, vigor, comportamento, ou biologia populacional de outra espécie (Whittaker &
Feeny, 1971; Reddy & Guerrero, 2004). Consoante as respostas que induzem no
comportamento dos insectos, os sinais quimicos emitidos pelas plantas, podem ser
classificados como atraentes (eliciam o movimento em direccdo ao emissor, como por
exempo os polinizadores e dispersores de sementes), agregadores (provocam a agregacao dos
individuos), estimulantes (eliciam a alimentacdo, oviposicdo, etc.), repelentes (causam o
movimento para longe da fonte emissora), inibidores (inibem a alimentagdo e/ou oviposi¢ao)
Nordlund, 1981 cit por Mateus, 2008; Berryman, 1986; Ryan, 2002; Reddy & Guerrero,
2004).

Os insectos, atraidos pelos bouquets olfactivos emitidos pelas plantas, sdo capazes de
localizar a planta hospedeira, para efeitos de alimentagéo e oviposi¢cdo, mesmo que esta se
encontre misturada com outras plantas ndo hospedeiras (Woods, 1972). Esta percepgdo é
mediada por células olfactivas altamente especializadas presentes nas antenas dos insectos
(Woods, 1972; Webster et al., 2010), que convertem os estimulos quimicos em respostas
bioeléctricas (Schneider, 1970).

Quando as plantas sdo atacadas por insectos, emitem compostos volateis que sdo claramente
distintos dos libertados pelas plantas ndo atacadas (Paré & Tumlinson, 1999; Reddy &
Guerrero, 2004). Estes compostos podem ser sintetizados constitutivamente em orgéos
especificos da planta em fases especificas do seu desenvolvimento, estando permanentemente
presentes, ou a sua producdo pode ser induzida por ataques de herbivoros (alimentacdo ou
oviposicao), por agentes patogéneos ou por danos mecanicos (Gershenzon et al., 2000; Reddy
& Guerrero, 2004). Estas defesas induzidas desempenham um importante papel nas
interaccdes entre plantas e insectos fitofagos, entre insectos fitéfagos e 0s seus inimigos
naturais e mesmo entre plantas permitindo-lhes responder mais rapidamente a futuros ataques
por herbivoros (Paré & Tumlinson, 1999).

Quando a sintese dos compostos defensivos ocorre exclusivamente ap6s um ataque inicial, 0s
custos metabdlicos sdo reduzidos, uma vez que as defesas sdo produzidas apenas quando
necessario (Gershenzon, 1994; Wittstock & Gershenzon, 2002). No entanto, plantas que
sofrem ataques frequentes e intensos, estardo melhor protegidas ao investir em compostos
constitutivos defensivos (Wittstock & Gershenzon, 2002).

As coniferas produzem oleoresinas como principais defesas constitutivas, que consistem
numa mistura complexa de compostos secundarios: terpenos (monoterpenos e
sesquiterpenos), acidos resinicos (diterpenos) e compostos fendélicos (taninos) (Semiz et al.,
2007), importantes no seu sistema defensivo, actuando como inibidores ou atraentes, para a
grande variedade dos herbivoros generalistas e especialistas (Gershenzon & Croteau, 1991).

Os terpenos sdo uma grande classe de hidrocarbonetos produzidos por uma grande variedade
de plantas, representando uma das maiores e mais diversas classes de metabolitos secundarios
implicados nas estratégias defensivas das plantas contra uma grande variedade de herbivoros
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e agentes patogénicos (Bernays & Chapman, 1994; Paiva, 1996). Como metabolitos
secundarios, 0s terpenos tanto existem como compostos constitutivos das plantas,
constituindo uma defesa directa, como estdo também envolvidos na atraccdo de inimigos
naturais dos insectos fitofagos, como predadores ou parasitdides, constituindo assim uma
defesa indirecta (Tumlinson, 1988; Reddy & Guerrero, 2004).

Do ponto de vista dos mecanismos quimicos de defesa das plantas e portanto da comunicagdo
olfactiva, quer entre plantas, quer entre as plantas e insectos, os terpenos mais importantes séo
0S monoterpenos e 0s sesquiterpenos (Gershenzon & Croteau, 1991). Os monoterpenos sdo
compostos responsaveis por muitos dos odores caracteristicos das plantas, sendo
frequentemente encontrados em 6leos essenciais e resinas e a sua sintese e acumulagdo esta
frequentemente associada a estruturas secretoras especificas, como tricomas glandulares,
cavidades secretoras, ou vasos resinosos (Kesselmeier & Staudt, 1999; Gershenzon et al.,
2000). A maioria dos pinheiros possuem monoterpenos como fitoquimico volatil
predominante (Lagalante & Montgomery, 2003; Reddy & Guerrero, 2004), de entre 0s quais
se destacam como mais abundantes o a-pineno, B-pineno, mirceno, ocimeno, a-terpineno e
limoneno (Nunes et al., 2005 cit por Mateus, 2008). A emissdo destes compostos é
frequentemente dependente de factores abidticos, como a temperatura e a luz, bem como do
estado fisiologico e fisico-quimico da propria planta (Staudt et al., 1997; Kesselmeier &
Staudt, 1999; Gershenzon et al., 2000; Llusia & Pefiuelas, 2000; Noe et al., 2006).

Muitos estudos evolucionistas tém considerado a evolucdo das relagdes entre as plantas e 0s
herbivoros para explicar a diversidade de substancias quimicas secundarias e a especializacdo
dos herbivoros (Dicke, 2000). No entanto, a evolucdo é um processo dindmico e 0s insectos
fitéfagos também desenvolveram adaptacGes aos mecanismos de defesas das plantas, através
das quais se tornaram especialistas (Berryman, 1986; Bernays & Chapman, 1994; Wittstock
& Gershenzon, 2002). Segundo Harborne (2001) citado por Mateus (2008), certos
lepiddpteros nas suas fases larvares, desenvolveram a habilidade de capturar e armazenar
substancias quimicas de defesa emitidas pelas suas plantas hospedeiras e reutiliza-las para sua
prépria proteccdo, evitando a predagdo. Outros, sdo capazes de capturar substancias
semioquimicas libertadas pelas plantas hospedeiras para as transformar em feromonas
sexuais, ou precursores de feromonas sexuais (Reddy & Guerrero, 2004).

Alguns insectos fitofagos tém a capacidade de localizar olfactivamente as suas plantas
hospedeiras e de avaliar o estado fisiolégico em que se encontram, com base nas substancias
volateis emitidas. Esta emissé@o varia em situacOes de stress, indicando aos fitdéfagos o estado
de vigor ou fragilidade da planta que se podera tornar assim mais susceptivel a um ataque em
massa (Zalucki et al., 2002).

Na relacdo insecto-planta, podem assim ocorrer desequilibrios que favorecam a dinamica
populacional do insecto que pode atingir densidades populacionais tais, que as taxas de
herbivoria excedem largamente a capacidade de regeneracdo das plantas. Existem multiplos
factores que podem influir e alterar essa relacdo, originando consequéncias para ambos.
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Quando a populacdo de um insecto atinge niveis elevados causando estragos significativos
nas plantas, produzindo impactes ambientais e econdmicos nos ecossistemas, € usual dar-se-
Ihe a designacdo de praga, como é o caso da processionaria do pinheiro (Thaumetopoea
pityocampa) em ecossistemas florestais.

A processiondria do pinheiro

Os lepidopteros do género Thaumetopoea (Lepidoptera: Notodontidae), sdo insectos
desfolhadores representados por varias espécies que apresentam caracteristicas etoldgicas e
biolégicas comuns, embora cada uma delas tenha o seu padréo especifico (Douma-Petridou,
1989), apresentando variagdes nos seus ciclos biolégicos em funcdo de factores climéticos e
geogréficos (Devkota & Schmidt, 1990). Encontram-se bem distribuidos pela Europa e paises
da bacia do mediterréneo, atacando vérias espécies florestais, constituindo um sério problema
econdmico. De entre os insectos deste género, destaca-se a processionaria do pinheiro,
Thaumetopoea pityocampa (Den. & Schiff.), como sendo o desfolhador mais importante na
Europa meridional e Norte de Africa (Fig. 1), atacando preferencialmente espécies do género
Pinus sp. e por vezes também Cedrus sp., Larix sp., Abies sp. e Quercus sp. (Douma-
Petridou, 1989; Devkota & Schmidt, 1990; Masutti & Battisti, 1990; Hodar et al., 2002;
OEPP/EPPO, 2004), embora certas espécies sejam mais susceptiveis do que outras (Devkota
& Schmidt, 1990). Mesmo entre as diferentes espécies de Pinus sp., a sua capacidade de
desenvolvimento depende do hospedeiro e das condi¢Ges edafo-climaticas (Devkota &
Schmidt, 1990; Masutti & Battisti, 1990), sendo certas espécies mais vulneraveis a esta praga
e outras mais resistentes. Varios estudos tém classificado os pinheiros da Europa e regido
mediterranica de acordo com a sua susceptibilidade de serem atacados pela processionaria,
distinguindo, por ordem decrescente de susceptibilidade: P. nigra, P. sylvestris, P. pinea, P.
halepensis, P. pinaster e P. canariensis (OEPP/EPPO, 2004).

pityocarnm, . : wiilkinsoni
: — =

Figura 1 — Distribuicdo geografica de Thaumetopoea pityocampa e T. wilkinsoni (Fonte:
http://www.daapv.unipd.it/promoth/biology.htm).
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A sua é&rea de distribuicdo, e consequentemente 0s seus estragos, esta fortemente
condicionada pelo clima, desempenhando a temperatura um papel importante, contribuindo os
verdes quentes e secos para a sua dispersao (Ferreira, 1992).

Outra espécie de grande importancia nos paises da bacia do mediterrdneo e muito préxima de
T. pityocampa em termos filogenéticos é Thaumetopoea wilkinsoni Tams (Lepidoptera:
Notodontidae) (Simonato et al., 2007). Esta espécie esta distribuida desde a Turquia ao Sul de
Israel (Schmidt, 1989; Mendel, 1990) (Fig. 1), atacando especificamente duas espécies
bastante dispersas nesta parte do Mediterrdneo - P. halepensis e P. brutia (Halperin, 1990;
Houri & Doughan, 2006). Durante muito tempo estas duas espécies de processionaria foram
consideradas sinbnimos, mas estudos sobre diferenciacdo genética permitiram concluir que
sdo duas espécies irmas com diferenciacdo genética significativa que se separaram antes do
Quaternério (Salvato et al., 2002; Simonato et al., 2007). Tal facto justifica a auséncia de T.
pityocampa na parte mais oriental da bacia do mediterrneo, onde T. wilkinsoni est& presente
(Simonato et al., 2007).

T. wilkinsoni foi inicialmente descrita em Israel (Anonimo, 1939 In: Mendel, 1990), em 1937
numa plantacdo jovem perto de um povoamento natural de P. halepensis, localizado perto de
Jerusalém. ApGs pouco tempo, expandiu-se para outras areas, aumentando a sua distribuicédo
com a do aumento das areas plantadas devido as reflorestaces em grande escala de pinheiros,
conduzidas a partir de 1910 (Mendel, 1990). Esta intensa reflorestacdo em Israel criou um
corredor adequado gque permitiu a espécie alcancar povoamentos de P. halepensis mais a Sul
(Simonato et al., 2007). Actualmente, T. wilkinsoni, uma das trés espécies indigenas de
Thaumetopoea que ocorrem em Israel, constitui uma praga importante das florestas deste pais
(Halperin, 1990; Mendel, 1990).

Apesar de estarem descritas pela Europa e paises da bacia do mediterraneo vérias espécies de
processiondria, atacando diversas espécies florestais, em Portugal apenas se conhece T.
pityocampa associada ao genero Pinus, atacando tanto espécies endémicas (P. pinaster e P.
pinea), como espécies introduzidas (P. radiata e P. nigra) (Zhang & Paiva, 1998; Paiva &
Branco, 2008), e de preferéncia povoamentos jovens entre os 10 e os 25 anos (Ferreira &
Ferreira, 2001).

Os ataques destes desfolhadores sdo responsaveis por graves perdas econémicas e ecologicas
(Devkota & Schmidt, 1990; Hdodar et al., 2002; Hodar et al., 2003; OEPP/EPPO, 2004). As
desfolhas causadas por estas espécies reduzem a biomassa foliar (Estampa | a), Anexo 28)
conduzindo a situagdes de stress fisioldgico, o que se reflecte em perdas de crescimento radial
com consequente enfraquecimento dos pinheiros, aumentando-lhes a susceptibilidade a pragas
secundarias e doencas (Markalas, 1998; Hodar et al., 2003), o que por sua vez se traduz em
elevadas perdas de produtividade. No entanto, as arvores podem progressivamente recuperar
todo o seu sistema de folhagem, mas até todo este processo se completar crescerdo a uma taxa
inferior @ normal. Os efeitos da desfoliacdo perdurardo dependendo do tempo que as arvores
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levem a recuperar a sua biomassa foliar. Por exemplo, a desfoliacdo afecta muito mais
fortemente P. pinaster que P. halepensis, uma vez que o primeiro necessita de 5 anos para
recuperar a sua biomassa foliar foliar enquanto o segundo apenas necessita de um par de anos
(Romanyk & Cadahia, 1992). Quando o ataque é muito severo podem ocorrer desfolhas
completas (Ferreira & Ferreira, 2001), sobretudo se se tratar de povoamentos jovens e
monoespecificos (Hodar et al., 2002). Desfolhas muito intensas e em anos sucessivos, sdo
causadoras da morte do arvoredo (Vasconcelos et al., 2008a), principalmente quando se
combinam com situagdes climaticas extremas, como podem ser as secas.

Para além dos danos nas plantas, as larvas de processionaria possuem pélos urticantes nos
ultimos instares, responsaveis por irritagdes na pele e mucosas, por vezes graves (Démolin,
1969; Arnaldo & Torres, 2006), constituindo um problema de salude publica, sobretudo em
locais como parques e jardins.

Os pinheiros sdo hoje amplamente cultivados dentro e fora da sua area de distribuicdo natural,
encontrando-se em Portugal espécies nativas da Peninsula Ibérica, como P. pinaster e P.
pinea, e espécies ndo nativas, como P. nigra, P. brutia, P. halepensis, P. sylvestris e P.
radiata, que apresentam uma distribuicdo geografica restrita, formando geralmente
povoamentos mistos com pinheiro bravo (Vasconcelos et al., 2008b). No nosso pais, a
expansdo do pinheiro bravo foi, em grande parte, devida a intervencdo humana a partir do sec.
XVIII, por ter sido utilizado na arborizacdo das dunas do litoral (Vasconcelos et al., 2008b),
encontrando-se actualmente por todo o Norte e Centro do Pais, onde foi amplamente utilizado
no repovoamento florestal a partir de finais do século XIX.

Em Portugal, o pinheiro bravo constitui uma espécie florestal de grande importancia
econdmica, ocupando 885 019 ha, o que representa cerca de 27% da area floresta nacional
(AFN, 2010), contribuindo para os 3% do PIB nacional que o sector representa, 0 que permite
compreender a importancia que os danos provocados por esta praga assumem na economia do
sector florestal no nosso pais. Os prejuizos de saude publica causados pelos pélos urticantes
constituem um problema agravante (Arnaldo & Torres, 2006). Em Portugal, os ataques de
processionaria do pinheiro sdo mais intensos em P. pinaster e P. pinea, e muito residuais ou
nulos em P. halepensis (Branco, com. pessoal).

Em Israel, P. pinaster e P. pinea sdo espécies introduzidas (Mendel, com. pessoal). A
primeira é bastante comum como ornamental e de uso silvicola, embora de menor importancia
que P. halepensis e P. brutia, e a segunda ocorre principalmente como ornamental em zonas
costeiras, sendo raro encontrar esta espécie em povoamentos. Neste pais, as principais
espécies atacadas por T. wilkinsoni, sdo P. brutia e P. halepensis, duas espécies nativas desta
regido do Mediterrdneo, ndo se registando ataques relevantes nas espécies introduzidas
(Quadro 1).
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Quadro 1 — Densidade média de ninhos e indice de infestacdo de Pinus spp. por T. wilkinsoni

em 3 locais distintos de Israel (£ SD) (entre parénteses estd o numero de
individuos amostrados por espécie) (amostragem efectuada nos finais de 1980 e
inicio de 1990 em diferentes locais; dados ndo publicados disponibilizados por
Zvi Mendel, 2010)

1) Ramat Hanadiv 2) Nachshon 3) Petah Tiquva
Espécies de pinheiro Densidaple média Densidaple média _I'ndice dNe
de ninhos de ninhos infestacdo
P. halepensis 4.3+ 2.1 (80) 5.3+ 1.1 (80) 2.2+ 1.8 (36)
P. brutia ssp. brutia 3.3+2.3 (80) 2.4+2.1 (80) 1.8+1.3 (14)
P. brutia ssp. eldarica 5.2 £3.0 (80) 6.1 +2.7 (80) -
P. canariensis 3.8+2.0 (80) - 2814 (37)
P. pinea 0.1+0.1(80) > 0.1 (80) 0 (44)
P. pinaster > 0.1 (80) 0 (80) 0 (56)

Como se observa no Quadro 1, ao contrario do que acontece em Portugal, as espécies mais
afectadas em Israel sdo P. halepensis e P. brutia, ndo se registando ataques significativos em
P. pinaster e P. pinea, 0 que revela que as mesmas espécies de pinheiro tém diferentes graus
de susceptibilidade de acordo com o local onde se encontram.

O ciclo biolégico das diferentes espécies de Thaumetopoea sp. apresenta variacOes
intraespecificas na duragdo dos diferentes estddios de desenvolvimento, relacionadas com
factores climaticos (temperatura e insolacdo) e geograficos (altitude e latitude dos locais)
(Demolin, 1969; Douma-Petridou, 1989; Schmidt, 1989; Masutti & Battisti, 1990).

O ciclo de T. pityocampa completa-se com uma geracao anual, emergindo os adultos no inicio
do Verdo (Julho-Agosto) (Démolin, 1969; Zhang & Paiva, 1998; Arnaldo & Torres, 2006),
ocorrendo a copula poucos dias depois, apds a qual as fémeas se deslocam em busca de um
local adequado para deixarem os ovos, orientando-se e distinguindo as diferentes espécies de
pinheiro mediante os 6rgaos sensoriais (Paiva et al., 2008). A selec¢do do hospedeiro pelas
fémeas para oviposicdo, é mediada por estimulos olfactivos relacionados com 0s compostos
volateis emitidos pelas arvores hospedeiras e serd essa escolha que vai determinar a
sobrevivéncia das larvas jovens e os niveis populacionais da geracdo seguinte (Tumlinson,
1988; Tiberi et al., 1999; Paiva et al., 2008). Quando as fémeas (Estampa | c), Anexo 28)
encontram um par de agulhas de espessura e comprimento adequados, comegam a depositar
o0s ovos de forma ordenada, cobrindo-os com escamas que retiram do abdémen (Estampa | b),
Anexo 28), deixando-os assim protegidos dos predadores (Demolin, 1969; Douma-Petridou,
1989; Schmidt, 1989). As posturas ocorrem principalmente de Agosto a Setembro (Arnaldo &
Torres, 2006) e o numero de ovos por postura oscila entre 70-300, normalmente uma postura
por fémea (Arnaldo & Torres, 2006), de tal forma que o niumero de posturas corresponde ao
numero de fémeas reproduzidas numa regido (Douma-Petridou, 1989). Ao fim de 30-45 dias
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de desenvolvimento embrionario eclodem as larvas (Démolin, 1969), as quais se caracterizam
por possuirem um comportamento gregario durante toda a vida passando por 5 instares até
atingirem a maturidade (Démolin, 1969; Schmidt, 1989), mudando de forma e cor,
distinguindo-se as larvas dos diferentes instares pelo tamanho da cépsula cefélica e pela cor
do corpo (Douma-Petridou, 1989). Depois de eclodirem, as larvas do 1° instar agregam-se e
alimentam-se das agulhas mais proximas, consumindo unicamente as partes mais tenras da
epiderme e do parénquima (Douma-Petridou, 1989; Romanyk & Cadahia, 1992), comegando
do &pice para a base da agulha (Douma-Petridou, 1989). O desenvolvimento larvar é
influenciado pela qualidade nutricional do hospedeiro sob o qual se desenvolvem (Devkota &
Schmidt, 1990). As larvas permanecem agregadas num ninho de seda construido pelas
proprias até terem agulhas disponiveis, altura em que se movem para outro local e constroem
um novo ninho (Douma-Petridou, 1989). Quando mudam para o 3° instar adquirem o Seu
aspecto definitivo, aparecendo os pélos urticantes que permanecerdo até ao Ultimo instar
(Douma-Petridou, 1989; Romanyk & Cadahia, 1992), responsaveis por causar Sérias
irritacbes dérmicas e respiratdrias em pessoas e animais (Démolin, 1969). Durante os 3
primeiros instares agrupam-se em ninhos provisorios de consisténcia ténue correspondendo
cada um deles a uma zona de alimentagdo. A partir do 4° instar constroem ninhos definitivos
ou ninhos de inverno (Estampa | d), Anexo 28), de maior dimensdo e mais espessamente
tecidos, normalmente na parte apical dos ramos expostos ao sol, por forma a manter a
temperatura por mais tempo. A fase larvar dura cerca de 6 meses mas depende da
temperatura, podendo os ultimos dois instares ser prolongados quando as condicGes climaticas
ndo sdo favoraveis (Masutti & Battisti, 1990). Em Janeiro-Marco, as larvas dos 4° e 5° instares
intensificam a sua alimentacdo, consumindo completamente as agulhas (Démolin, 19609;
Douma-Petridou, 1989; Romanyk & Cadahia, 1992), sendo neste periodo do ano que ocorrem
as maiores desfolhas (Hédar et al., 2003). No final do 5° instar (finais de Margo), quando as
larvas estdo totalmente desenvolvidas, abandonam o ninho procurando em procissdo um local
apropriado para pupar (Estampa | f), Anexo 28), geralmente perto da arvore hospedeira
(Schmidt et al., 1989; Hodar et al., 2003; Arnaldo & Torres, 2006; Houri & Doughan, 2006).
Cada procissdo (Estampa | €), Anexo 28) pode consistir em 10-200 individuos (Douma-
Petridou, 1989), constituindo uma expressdo do comportamento social desta espécie. Os
locais preferidos sdo areas ensolaradas e solos macios ou arenosos nos povoamentos ao longo
dos caminhos, onde as larvas se enterram a uma profundidade que varia com a estrutura do
solo, mas geralmente de 5-20 cm (Douma-Petridou, 1989; Romanyk & Cadahia, 1992), onde
sofrem profundas transformacgdes passando pelo estado de pré-pupa e pupa. As pupas
(Estampa | g), Anexo 28), desenvolvem-se num casulo subterrdneo (Douma-Petridou, 1989),
entrando num periodo de diapausa de duracdo muito varidvel com factores climaticos
(Schmidt, 1989; Masutti & Battisti, 1990), mas normalmente de 3-5 meses nas zonas mais
temperadas (Schmidt et al., 1989). No entanto, a diapausa pode prolongar-se por mais de um
ano, vindo os adultos a eclodir na geracdo do ano seguinte ou mesmo varios anos depois até
as condigdes climaticas serem adequadas para o seu desenvolvimento (Démolin, 1969;
Devkota & Schmidt, 1990; OEPP/EPPO, 2004), o que conduz a que em cada ano, a
populacdo anual possa ser adicionada de um contingente de individuos saidos de uma
diapausa bienal ou trienal. Este aspecto & extremamente importante no planeamento das
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medidas de gestdo deste insecto. As diferentes fases do ciclo de vida desta espécie encontram-
se representados na Fig. 2.

Winter population
Adults emergence

Larvae pupation
in the soil

y 5 i oviposition

v I3t instar
‘2““ instar

31 instar

./ Jan Dec\ {

< e

5t instar

4t instar

Figura 2 — Representacdo esquematica do ciclo de vida de Thaumetopoea pityocampa
(Mateus, 2008).

A agregacdo ¢ um comportamento social de alguns lepidopteros extremamente importante
para a sua sobrevivéncia (Pérez-Contreras et al., 2003). A processionaria do pinheiro é uma
espécie com um forte comportamento gregario nas fases larvares. A agregagdo confere
numerosas vantagens tais como aumento da eficiéncia alimentar, defesa contra inimigos
naturais e termorregulacdo (Zalucki et al., 2002). Para muitos lepidépteros o papel da
agregacdo no aumento da eficiéncia alimentar é mais evidente nos primeiros instares (Zalucki
et al., 2002), através de uma maior capacidade para localizar o alimento (Pérez-Contreras et
al., 2003). Os individuos que vivem em grupo tém um menor risco de serem atacados por
predadores devido a fortes sinais de aviso, defesas quimicas e comportamentais ou
simplesmente devido ao efeito da diluigdo. As desvantagens de viver em grupo incluem maior
risco de doencas infecciosas e parasitismo, maior competicdo intraespecifica pelo alimento
quando os recursos adequados sdo limitados e maior visibilidade para os predadores (Pérez-
Contreras et al., 2003).

Muitas das espécies de insectos que ocorrem nos pinhais sdo endémicas desses povoamentos,
encontrando-se presentes em niveis populacionais ndo nocivos e em equilibrio com o
ecossistema envolvente (Evangelista & Valente, 2008; Paiva & Branco, 2008). Porém, a
ocorréncia de factores desfavoraveis, como ecossistemas florestais simplificados de que sédo
exemplo as monoculturas, povoamentos envelhecidos com arvores enfraquecidas,
povoamentos jovens com arvores em classes etarias mais susceptiveis, etc., podem resultar
em alteracGes do equilibrio natural dos ecossistemas proporcionando situagfes favoraveis a
ocorréncia de niveis populacionais elevados de certas espécies de insectos, podendo resultar
em surtos e situaces de desequilibrio do ecossistema (Masutti & Battisti, 1990; Vasconcelos

12




Efeito do regime alimentar no desenvolvimento larvar de Thaumetopoea pityocampa e Thaumetopoea wilkinsoni

et al, 2008a). E o caso da processionaria do pinheiro, que afecta principalmente povoamentos
jovens, entre os 10-25 anos, situagdo em que os surtos sdo frequentes e, por vezes, muito
intensos, exigindo um conjunto de intervengdes frequentes (Barrento et al., 2008; Evangelista
& Valente, 2008).

Varios métodos de controlo tém sido utilizados nas Ultimas décadas para manter em baixos
niveis a populagdo deste insecto, desde métodos culturais (destruicdo mecénica dos ninhos) a
quimicos e biolégicos (aplicacdo de insecticidas e de substancias reguladoras do crescimento,
utilizacdo de armadilhas iscadas com feromona sexual da fémea para a captura de machos
durante o periodo de voo) (Schmidt et al., 1989; Romanyk & Cadahia, 1992; Evangelista &
Valente, 2008). No entanto, apesar de uns métodos serem mais eficazes que outros, muitas
vezes ndo se tém mostrado suficientes no controlo desta espécie (Houri et al, 2006). Desta
forma, torna-se de especial importancia a implementacdo de uma gestdo florestal de carécter
preventivo, com aplicacdo integrada dos diferentes meios de controlo, promovendo o bom
estado vegetativo dos povoamentos, a par de uma monitorizagdo regular, que permita a
deteccdo atempada das pragas e doencas, de forma a preconizar uma intervencdo adequada na
prevencdo dos seus estragos (Evangelista & Valente, 2008), cujo éxito depende da adequacéo
do tipo de tratamento ao estadio de desenvolvimento em que o insecto se encontra.

E neste contexto que o conhecimento dos processos que estdo na base da seleccdo do
hospedeiro pela processionaria para oviposi¢do, assim como da performance das larvas em
funcdo do hospedeiro, pode contribuir para melhorar a eficacia dos métodos de controlo
baseados no uso de semioquimicos (Tiberi et al., 1999). Por outro lado, a diversidade ao nivel
da composicdo dos povoamentos, com espécies de diferentes susceptibilidades, pode
favorecer a resisténcia a pragas e doencas por varios mecanismos: interac¢es quimicas e
fisicas fitéfago-planta, abundancia e diversidade dos inimigos naturais (Anexo 1), densidade e
qualidade nutricional das plantas hospedeiras (Calvéo et al., 2008). Além da composicao, a
idade das plantacOes florestais pode ser um outro aspecto importante com implicagdes ao
nivel da biodiversidade e complexidade estrutural do povoamento (Reddy & Guerrero, 2004).

Com o presente trabalho pretende-se comparar a performance das larvas de primeiro e de
segundo instares de duas espécies de processionaria, T. pityocampa e T. wilkinsoni, quando
alimentadas com agulhas de duas espécies de Pinus, P. pinaster e P. halepensis, de varias
proveniéncias, idades e condi¢bes de desenvolvimento. Temos como hipétese subjacente a
este trabalho de que as duas espécies diferem na sua adaptacdo a diferentes hospedeiros. Em
particular, pretende-se verificar se existem diferencas significativas na sobrevivéncia,
consumo e desenvolvimento das larvas de ambas as espécies quando alimentadas por
diferentes dietas.

Paralelamente pretende-se perceber a importancia do tipo de alimento e suas caracteristicas na

performance das larvas, através da andlise de alguns parametros fisicos e quimicos das
agulhas que constituem as diferentes dietas.
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2. Material e métodos

2.1. Hospedeiros

Foram testadas diferentes dietas com base em duas espécies hospedeiras: pinheiro bravo (P.
pinaster) e pinheiro de alepo (P. halepensis). Ambos sdo hospedeiros conhecidos de cada uma
das espécies de processionaria estudadas, T. pityocampa e T. wilkinsoni, mas com diferentes
intensidades de ataque. Para cada uma das espécies hospedeiras, obteve-se material vegetal de
origens diferentes (Quadro 2).

Pinus pinaster

As agulhas de P. pinaster utilizadas nos ensaios, foram recolhidas de exemplares situados em
dois locais e condicdes distintas. A primeira proveniéncia resultou de um local situado na
Peninsula de Setubal, Charneca da Caparica, a cerca de 19 Km a Sul de Lisboa, que consiste
numa peguena mancha composta por exemplares de pinheiro bravo com cerca de 10 a 15
anos. O clima da regido caracteriza-se por Verdes quentes a moderados, com temperaturas
méaximas médias de 23-32°C, Invernos suaves, com temperaturas médias superiores a 6°C, e
uma precipitacdo media anual de 750mm (Peninsula digital, 2011); os solos sdo de tipo
arenoso. A segunda proveniéncia, consistiu em exemplares jovens de P. pinaster com cerca
de 7 anos, de origem desconhecida, que se encontravam envasados, nos viveiros florestais da
Tapada da Ajuda, no Instituto Superior de Agronomia e onde as condic¢des de crescimento das
plantas foram controladas (irrigacdo, fertilizacdo, temperatura, etc.).

Pinus halepensis

As agulhas de P. halepensis foram recolhidas de exemplares em trés condi¢des distintas: de
exemplares plantados num parque ajardinado do Campus da Faculdade de Ciéncias e
Tecnologia no Monte da Caparica, com idades entre os 8-10 anos, e de exemplares obtidos
por sementeira em condicdes controladas de irrigacao e fertilizacdo, mantidos envasados nos
viveiros florestais da Tapada da Ajuda, tendo as sementes duas proveniéncias distintas: Bet
Oren, Monte Carmel (Israel) e Monte Sdo Jodo, Caparica (Portugal), com aproximadamente 5
anos de idade. O primeiro local, inserido na Peninsula de Setdbal, caracteriza-se
climaticamente por possuir Verdes quentes a moderados; o solo é de tipo arenoso.

Nas proveniéncias de viveiro de ambas as espécies de Pinus testadas, utilizou-se um substrato
fertilizado para promover o crescimento das plantas, com base num fertilizante NPK com
adicdo de magnésio e micronutrientes, com a seguinte composicéo: 14% N (6,3% de azoto
nitrico e 7,7% de azoto amoniacal), 8% P (P,0s), 15% K (K;0), 2% Mg (MgO), 0,02% B,
0,02% Cu, 0,4% Fe, 0,1% Mn, 0,02% Mo e 0,02% Zn, com uma dose de aplicacdo de 5-6
Kg/m®.
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Para ambas as espécies de Pinus utilizadas, a escolha dos locais para recolha das agulhas,
prendeu-se com o facto de serem locais acessiveis, de apresentarem pinheiros em bom estado
sanitario e de serem representativos de estratos etérios diferentes e de condi¢des edafo-
climéticas de crescimento distintas, significando diferentes condigdes fisioldgicas das arvores
entre os hospedeiros testados, aspecto importante para perceber potenciais diferencas.

Por questdes préticas, optou-se por designar doravante os 5 hospedeiros testados de acordo
com o seu local de recolha: “Pinaster de campo” (P. pinaster de campo), “Pinaster de viveiro”
(P. pinaster de viveiro) “Alepo de campo” (P. halepensis de campo), “Alepo de S. Joao” (P.
halepensis de viveiro, sementes provenientes de S. Jodo da Caparica) e “Alepo de carmel” (P.
halepensis de viveiro, sementes provenientes de Bet Oren, Israel) (Quadro 2).

Quadro 2 - Caracterizacdo dos hospedeiros testados como alimento nos ensaios de
alimentacéo de T. pityocampa e T. wilkinsoni

Pinus pinaster Pinus halepensis
Designacéo Pinaster Pinaster Alepo Alepo Alepo
campo viveiro campo S. Jodo Carmel
Portugal Portugal Portugal Portugal Israel
Origem (Charneca (? (Mte Caparica) | (S.Jododa | (Mt Carmel)
Caparica) Caparica)
Localizagdo Campo Viveiros Campo Viveiros Viveiros
(Local (Charneca (ISA) (Mte Caparica, (ISA) (ISA)
recolha) Caparica) | plantagio UNL-FCT)
Idade 10-15anos | =7 anos 8-10 anos =~ 5 anos ~ 5 anos
N° exemplares 5 5 5 5 5
seleccionados

Para cada hospedeiro foram seleccionados e marcados no local 4 exemplares com aspecto
saudavel, sem problemas fisiologicos aparentes e ndo atacados por processionaria ou outras
pragas. Estes exemplares serviram como fonte de alimento durante todo o tempo de duracéo
dos ensaios de alimentacdo. Adicionalmente foi seleccionada uma 5? arvore de “reserva”, para
suprir eventuais necessidades adicionais de alimento, por sobre-exploracdo de algum
exemplar que deixasse de oferecer agulhas de qualidade.

Para que o alimento correspondente a cada hospedeiro fosse representativo, recolheram-se
agulhas de cada um dos exemplares seleccionados por hospedeiro, formando assim uma
amostra variada. A recolha fez-se a partir de varias partes da copa, de forma a cobrir toda a
plasticidade das plantas. SO foram escolhidas agulhas com um ano de crescimento, uma vez
gue as fémeas usualmente colocam os ovos em agulhas do Ultimo ano, que constitui o
primeiro alimento que as larvas tém disponivel quando eclodem (Zalucki et al., 2002) e
também porque representam uma fonte importante de assimilados (Ericsson, 1978 In: Mandre
et al., 2002).
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As agulhas dadas as larvas foram previamente lavadas com agua, a qual se adicionou
hipoclorito de s6dio com 5% de cloro activo, durante 10 minutos, para eliminar potenciais
contaminagdes por bactérias, fungos ou outros microorganismos. Foram depois passadas por
agua corrente para eliminar a solugdo de hipoclorito de sédio.

2.2. Larvas

Thaumetopoea pityocampa:

As larvas de T. pityocampa utilizadas nos ensaios de alimentacdo, foram obtidas a partir de
posturas recolhidas em P. pinaster num povoamento localizado na Peninsula de Setubal,
Portugal, (Pinhal das Freiras — 38°34'N, 9°07'W, 64m), inserido acima do limite Norte da
Mata de Sesimbra. Trata-se de um povoamento composto essencialmente por pinhais puros e
mistos de P. pinea (10 anos) e P. pinaster (40 anos). O clima da regido é Atlantico de
transicdo, com VerBes moderados e Invernos tépidos, inserindo-se na zona fitoclimatica
Atlante-Mediterranea (AM), segundo a Carta Ecoldgica de Portugal (Albuguerque, 1954). O
povoamento tem sofrido nos Gltimos anos, ataques sucessivos de T. pityocampa, onde este
insecto tem estado presente em niveis populacionais elevados.

As posturas foram recolhidas em Setembro de 2009 e colocadas em tubos de ensaio a
temperatura e fotoperiodo ambiente até a eclosdo das larvas em laboratorio. As eclosdes
ocorreram durante o periodo de 25/09/09 e 04/10/09 e as larvas recém-eclodidas foram
colocadas em caixas de acrilico arejadas, sendo alimentadas com agulhas de P. pinaster, a
espécie de que se alimentariam no habitat natural, até a realizacdo dos ensaios.

Thaumetopoea wilkinsoni:

As larvas de T. wilkinsoni utilizadas nos ensaios, foram obtidas de posturas recolhidas em P.
halepensis num povoamento localizado em Bet Oren, Monte Carmel, Israel. Trata-se de um
povoamento essencialmente composto por P. halepensis que tem registado ataques sucessivos
de T. wilkinsoni.

A recolha das posturas ocorreu em meados de Setembro/Outubro de 2009 por uma equipa do
departamento de Entomologia do Agricultural Research Organization de Israel, e enviadas
para o laboratério de Entomologia do Departamento de Engenharia Florestal, Instituto
Superior de Agronomia, onde foram colocadas em tubos de ensaio a temperatura ambiente até
a eclosdo. O periodo de eclosdo decorreu de 19/10/09 a 18/11/09 e as larvas recém-eclodidas
de T. wilkinsoni foram alimentadas com P. halepensis, espécie hospedeira nativa, até ao inicio
dos ensaios.

Com qualquer das espécies em estudo, T. pityocampa e T. wilkinsoni, ndo foi possivel iniciar
0s ensaios do 1° instar com as larvas em jejum pois as larvas ndo eclodiram todas ao mesmo

tempo e um dos critérios para se iniciar um ensaio consistiu em reunir um nimero minimo de
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larvas ndo inferior a 20 por cada réplica, dada a importancia do seu comportamento gregario
para garantir a sobrevivéncia. Garantiu-se contudo em cada ensaio, que a idade das larvas néo
variasse mais do que 3 dias umas em relacdo as outras. A medida que eclodiam, as larvas
eram retiradas dos tubos de ensaio onde se encontravam as posturas e colocadas em caixas de
acrilico onde receberam alimento até se iniciarem 0s ensaios. Para cada espécie, juntaram-se
larvas de varias posturas, eclodidas em datas proximas, de forma a obter um nimero minimo
de larvas suficiente para se iniciarem 0s ensaios. Para 0s ensaios com 2° instar, as larvas
foram alimentadas desde a eclosdo até & muda com as respectivas espécies nativas. Estes
ensaios sO se iniciaram quando as larvas tinham pelo menos 3 dias de muda, para garantir a
recuperacdo fisiologica ap6s a mesma.

2. 3. Ensaios de alimentagédo

Os ensaios de alimentacdo com ambas as espécies, T. pityocampa e T. wilkinsoni, decorreram
no laboratério de Entomologia do Instituto Superior de Agronomia, no periodo de Setembro
de 2009 a Janeiro de 2010.

Os ensaios com T. pityocampa decorreram de 29 de Setembro de 2009 a 12 de Novembro de
2009 e com T. wilkinsoni de 23 de Outubro de 2009 a 18 Janeiro de 2010, pois o ciclo de vida
de T. wilkinsoni tem inicio cerca de 1 més depois do de T. pityocampa. Para ambas as
espécies, testaram-se apenas os dois primeiros instares larvares (L1 e L2), por serem aqueles
em que as larvas sdo mais vulneraveis e mais exigentes em relacdo a qualidade do alimento,
sendo portanto nestes instares que a sua susceptibilidade ao alimento e a sua especificidade
alimentar sera maior.

Quando o numero de larvas eclodidas era suficiente para iniciar um ensaio e respectivas
repeticdes, as larvas eram retiradas aleatoriamente e transferidas em grupos geralmente de 20
a 25 para caixas de acrilico, com dimens6es aproximadas de 23x14x13cm (Estampa 1, Anexo
28) tapadas com uma folha de papel absorvente e fechadas com a respectiva tampa perfurada,
permitindo a renovacéo do ar.

Para cada instar efectuaram-se varios ensaios e para cada ensaio efectuou-se o numero
possivel de repeticdes consoante o numero de larvas disponiveis, sendo que cada repeticédo foi
realizada com um minimo de 20 larvas por hospedeiro testado, para garantir a necessaria
agregacao larvar. A repeticdo de ensaios com 0 mesmo instar, serviu para compensar alguns
ensaios em que a mortalidade foi elevada e para complementar a informagdo, necesséaria
sobretudo devido ao desfasamento na eclosao das larvas das varias posturas (Quadro 3).

A excepcdo dos ensaios 1, 2 e 3, cada ensaio decorreu durante todo o tempo de duragio do
instar em causa, ou seja, até a muda completa. Assim, um ensaio em que fossem testadas
larvas L1 sé terminava quando ocorria a muda para o 2° instar (L2). O mesmo aconteceu para
ensaios testados com larvas L2, que s6 terminavam quando as larvas completassem a muda
para o 3° instar (L3). Na prética, cada ensaio completo teve a duracdo de cerca de um més,
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com uma média de 8 observagdes, a ndo ser que todas as larvas morressem antes de completar

a muda.

Quadro 3 — Ensaios de alimentacéo realizados com T. pityocampa e T. wilkinsoni

Ensaio Espécie Instar Dietas Duracéo (dias)
Pinaster de campo 14
. Alepo de campo 14
L T. pityocampa L1 Alepo de Carmel 14
Alepo de S. Jodo 14
Pinaster de campo 11
2 T. pityocampa L1 Alepo de campo 14
Alepo de Carmel 14
. Pinaster de campo 14
3 T. pityocampa L1 Alepo de campo 1
Pinaster de campo 31
. Alepo de campo 31
4 T. pityocampa L2 Alepo de Carmel 21
Alepo de S. Jodo 31
Pinaster de campo 25
. Alepo de campo 32
S T. pityocampa L2 Alepo de Carmel 18
Alepo de S. Jodo 21
Pinaster de campo 11
o . Alepo de campo 19
6 T. wilkinsoni L1 Alepo de Carmel 27
Alepo de S. Jodo 22
Pinaster de campo 21
o . Alepo de campo 28
7 T. wilkinsoni L1 Alepo de Carmel 1
Alepo de S. Jodo 18
8  Towilknsoni Lo inasterdecampo 30
Pinaster de viveiro 23
Pinaster de campo 7
Pinaster de viveiro 24
9 T. wilkinsoni L1 Alepo de campo 24
Alepo de Carmel 27
Alepo de S. Jodo 24
10 T. wilkinsoni L1 P?naster de C?mPO 10
Pinaster de viveiro 24
Pinaster de campo 37
Pinaster de viveiro 41
11 T. wilkinsoni L2 Alepo de campo 37
Alepo de Carmel 41
Alepo de S. Jodo 37
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Cada ensaio consistiu na observacao e registo do comportamento alimentar das larvas perante
cada dieta testada, registando-se ao longo do tempo, informacéo relativa a sobrevivéncia,
consumo e desenvolvimento (Anexo 2). Os ensaios foram conduzidos a temperatura,
humidade e fotoperiodo ambiente do laboratorio, sob temperaturas medias de 25,3°C e 19,5°C
e humidades relativas médias de 59% e 63,7% para T. pityocampa e T. wilkinsoni,
respectivamente.

Para cada caixa, as observacgdes foram feitas a intervalos de 3 a 4 dias, registando-se 0 nimero
de larvas vivas, de larvas mortas, 0 consumo, a presenca de exuvias e a producgdo de fezes, de
acordo com a ficha de registos (Anexo 2). Em cada observacdo substituia-se o alimento
consumido por alimento fresco, recolhia-se o alimento consumido, os excrementos e as larvas
mortas, que eram depois secos a 60°C em estufa ventilada durante 48h, para posterior
pesagem. Para que as agulhas se mantivessem frescas, as suas extremidades permaneciam
inseridas num pedaco de o0asis humido, cujo teor em &gua era reposto diariamente. A opcédo de
renovar o alimento em intervalos de 3 a 4 dias, deveu-se & necessidade de manusear 0 menos
possivel as larvas, evitando assim perturbacdes.

Sobrevivéncia e desenvolvimento

Para afericdo da sobrevivéncia e mortalidade em cada ensaio, registou-se a cada observacgdo o
namero de larvas mortas e de larvas vivas (Anexo 2). Cada ensaio terminava quando todas as
larvas vivas tivessem mudado de instar (excepto para os ensaios 1, 2 e 3 que terminaram ao
fim de 2 semanas de observagoes).

O desenvolvimento das larvas foi avaliado com base nas mudangas de instar. A cada periodo
de observacdo, para além do ndmero de larvas vivas e mortas, foi registado o nimero de
larvas que mudaram de instar e contabilizadas as exuvias deixadas pelas larvas, a partir das
respectivas capsulas cefalicas, para confirmacdo do nimero de mudas. Esta informacéo serviu
para comparar o0 desenvolvimento das larvas de cada espécie sob as diferentes dietas e aferir
as dietas onde o desenvolvimento tenha sido melhor.

Consumo das agulhas e producéo de fezes

A cada observacgdo, o consumo das agulhas foi quantificado empiricamente com base na
observagdo directa. O indice de consumo foi medido como a % de consumo das agulhas e
guantificado em 5 classes: 0 - até 4% de consumo, 1 — 5 a 25% de consumo, 2 - 26 a 50% de
consumo, 3 — 51 a 75% de consumo e 4 —76% a 100% de consumo. Foi também medido o
comprimento das agulhas fornecidas as larvas, com recurso a uma régua, e registada a
guantidade de agulhas iniciais disponiveis e a quantidade de agulhas consumidas no final de
cada periodo de observacdo. A determina¢do do consumo foi feita tendo em conta a % de
consumo, o comprimento das agulhas e o nimero de agulhas consumidas, sendo quantificado
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com base nos milimetros consumidos por larva por agulha e por dia. O consumo foi estimado
por larva viva existente no final de cada periodo de observacdo. A cada observacao,
recolheram-se e guardaram-se em tubos eppendorf, os excrementos resultantes da actividade
das larvas, para serem depois secos e pesados para avaliacdo do desenvolvimento das larvas
em cada dieta. A producéo de fezes foi estimada por larva viva existente no inicio de cada
periodo de observagéo.

Todas as pesagens mencionadas acima, foram efectuadas recorrendo a uma balanca analitica,
Shimadzu AUX220 com precisdo de 0,0001 g (0,1mg). As secagens foram efectuadas numa
estufa ventilada durante 48h a uma temperatura de 60°C.

Medic&o da largura da cépsula cefalica

O que melhor diferencia a mudanga de instar no desenvolvimento larvar é o tamanho da
capsula cefalica. Com o objectivo de efectuar uma comparacdo morfométrica das larvas das
duas espécies de processionaria em estudo, mediu-se a largura da capsula cefélica de larvas no
primeiro e segundo instares. Para cada espécie, seleccionaram-se aleatoriamente um grupo de
30 larvas néo utilizadas nos ensaios de alimentagdo, com diferentes datas de desenvolvimento
ao longo de cada instar estudado.

A medicédo da largura da capsula cefélica fez-se com recurso a uma lupa binocular Olympus
modelo SZX12 de ampliacdo 10x12 (ocular graduada de 10 mm de precisao). Foi necessario
estabelecer um factor de correccdo para os valores obtidos entre a objectiva e a ocular por
forma a obter os valores reais.

2.4. Andlise de parametros fisicos das agulhas

Resisténcia fisica das agulhas — resisténcia a traccao

Por forma a comparar a dureza das agulhas das diferentes dietas testadas, indicativa da
resisténcia oferecida ao consumo pelas larvas, obteve-se uma medida de resisténcia a traccao,
dos diversos regimes alimentares. Para tal, recolheram-se agulhas com um ano de idade, das
mesmas arvores usadas nos ensaios de alimentacdo. Para cada hospedeiro, seleccionaram-se 5
individuos e por cada individuo seleccionaram-se aleatoriamente 10 agulhas, o que perfez um
total de 250 amostras. As recolhas e medicdes foram feitas em Novembro de 20009.

A determinacgdo da resisténcia a trac¢do das agulhas fez-se recorrendo a utilizagdo de um
penetrémetro artesanal, construido manualmente no laboratério e que utilizava a &gua como
medida de forca a aplicar. A técnica baseou-se na medi¢do do peso da &gua necesséria para
que o dispositivo perfurasse a epiderme das agulhas, o que d4 uma medida da forca necessaria
a aplicar para causar dano superficial nas agulhas, permitindo uma medida aproximada da
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resisténcia a traccdo. A agua foi adicionada com o auxilio de uma pipeta graduada apenas até
ao ponto em que o0 seu peso era suficiente para perfurar superficialmente a epiderme. A
andlise foi realizada uniformemente para todas as amostras e incidiu na pégina inferior das
agulhas no 1/3 apical por ser ai que observamos que as larvas iniciam o consumo.

Teor em agua das agulhas

A determinacgdo do teor em agua das agulhas dos hospedeiros que constituiram as diferentes
dietas alimentares das larvas de T. pityocampa e de T. wilkinsoni foi efectuada através da
medicdo do peso das agulhas antes e ap6s secagem. Um grupo de agulhas frescas
representativas de cada dieta administrada, foi pesado imediatamente ap06s recolha das arvores
para obtencdo do peso fresco (Pfresco), de sequida foi seco durante 48h a 60°C e novamente
pesado para obtencdo do peso seco (Pseco). A percentagem do teor em &gua das agulhas de
cada hospedeiro foi determinado pela relacdo: [(Pfresco-Pseco)/Pfresco]*100. As recolhas e
medic¢des foram efectuadas ao longo do més de Outubro de 2009.

Dimenséo das agulhas

Em todos os ensaios, 0 comprimento das agulhas de cada hospedeiro, foi medido antes de se
adicionar as larvas. A cada periodo de observacdo, 4 pares de agulhas representativos de cada
um dos tipos de dieta, foram medidos com recurso a uma régua. As medi¢des foram feitas de
Setembro de 2009 a Janeiro de 2010, ao longo do decorrer dos ensaios.

2.5. Andlises quimicas das agulhas

Compostos primérios: Carbono e Azoto foliares

As amostras de agulhas foram recolhidas em Novembro de 2009, armazenadas em sacos de
plastico herméticos e colocadas numa arca criogénica a -80°C, para posterior analise do seu
teor total em carbono (C) e azoto (N). Para cada dieta, recolheram-se aleatoriamente agulhas
frescas das mesmas arvores usadas para 0s ensaios de alimentacdo e com 0s mesmos critérios
de recolha (agulhas com um ano de idade e um par de agulhas de cada arvore). Cada amostra
consistiu numa homogeneizacdo de agulhas dos exemplares representativos de cada
hospedeiro, tendo-se efectuado 2 repetigdes, resultando num total de 10 amostras. Apos
secagem a 60°C em estufa ventilada durante 48h, as amostras foram pesadas para obtencéo de
2,5 g de material vegetal e de seguida moidas, inicialmente num moinho comum para
trituracdo grosseira e de seguida num moinho de esferas (Retsch MM 2000), durante 3
minutos por amostra a uma velocidade de 90 rpm, para homogeneizar e conferir as particulas
uma dimensdo inferior a 1mm, essencial para a andlise. A preparacdo das amostras para
analise, foi efectuada no laboratério de Eco-Fisiologia, Instituto Superior de Agronomia.
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A analise foliar ao contetudo C e N foi efectuada no Laboratério Quimico Agricola Rebelo da
Silva, do INRB (Instituto Nacional dos Recursos Bioldgicos). O método utilizado para
extraccdo/determinacdo do C e N totais foi a pirdlise catalitica em analisador elementar
(método interno).

Por motivos de limitacdo orcamental, ndo foi possivel efectuar uma analise elementar
completa dos principais elementos primarios, nem aumentar o nimero de amostras, optando-
se apenas pela determinacéo do C e N totais por serem dois elementos que permitem dar uma
indicacdo minima do estado nutritivo das agulhas de cada dieta testada.

Compostos secundarios - volateis das agulhas

Com o objectivo de estabelecer uma possivel relacdo entre os compostos secundarios
produzidos nos tecidos das agulhas e a performance alimentar das larvas de T. pityocampa e
T. wilkinsoni, fez-se a determinacdo da composi¢do quantitativa e qualitativa dos metabolitos
secundarios do grupo dos terpenos, produzidos por cada um dos hospedeiros em estudo.

Amostras de agulhas frescas de cada dieta (cerca de 5g por amostra), recolhidas das mesmas
arvores usadas nos ensaios de alimentacdo e com as mesmas caracteristicas (agulhas com um
ano), foram acondicionadas em sacos de plastico herméticos e conservadas a -80°C, para
posterior analise dos compostos secundarios. Para cada dieta recolheram-se aleatoriamente
agulhas de cada uma das 5 arvores seleccionadas por dieta como fonte de alimento,
perfazendo um total de 25 amostras.

A analise dos compostos volateis foi efectuada no laboratério de Ecologia, do Departamento
de Ciéncias e Engenharia do Ambiente da Faculdade de Ciéncias e Tecnologia, Universidade
Nova de Lisboa. Para a preparacdo das amostras utilizou-se 0 método da microextraccdo em
fase solida do headspace, HS-SPME (Headspace Solid Phase Micro-Extraction), devido a sua
facilidade e fiabilidade de aplicacdo e por ndo requerer a utilizacdo de solventes extractivos
(Zini et al., 2002). Trata-se de uma técnica de preparacdo de amostras que utiliza uma fibra de
silica fundida que é introduzida no headspace (espaco gasoso que sobra no recipiente que
contém a amostra) e que serve para extrair os constituintes organicos volateis que serdo
depois transferidos para o instrumento analitico de absorcao e andlise (Zini et al., 2002). A
fibra utilizada para extracdo foi uma fibra PDMS 100um (Polydimethylosiloxane) ndo polar
de fase estacionaria, por ser adequada para as caracteristicas de polaridade dos terpendides
alvo (Mateus, com. pessoal; Supelco, 1998). As agulhas foram cortadas em pequenos
pedacos, e cerca de 0,2-0,7g foram colocados em frascos de vidro com 7ml, proprios para a
insercdo da fibra (Supelco, 1998), para extracgdo pelo método HS (headspace) durante
45min, de forma a atingir o equilibrio das fases. A fibra foi condicionada a 250°C durante
cerca de 30min, tendo cada extraccdo demorado 45min garantindo assim o equilibrio, com
uma temperatura de extraccao entre os 20°C e os 28°C.
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Para a analise das amostras, utilizou-se 0 método da cromatografia gasosa e espectrometria de
massa GC-MS (gas chromatography - mass spectrometry) a partir de um cromatdgrafo de gas
HP5890A (6,5 psi) acoplado a um espectrometro de massa Thermo Finnigan TraceMS, com
detector de ionizacéo por chama FID (Flame lonization Detector) e equipado com uma coluna
capilar DB-5 (30m x 0.32mm x 1,0um). O injector foi mantido a uma temperatura de 250°C.
O gés de transmissao foi o hidrogénio e a temperatura da coluna foi programada de 50°C (1
min.) para 170°C a 4°C/min aumentando depois para 250°C a uma taxa de 6°C/min e mantida
a 250°C durante 5min.

Dos extractos obtidos nas andlises cromatograficas, seleccionaram-se os picos (peaks) mais
representativos de todas as amostras. A composicdo quantitativa foi calculada a partir das
areas dos picos usando os n-alcanos como padréo externo. A identificacdo dos compostos
baseou-se na comparacdo dos tempos de retencdo (R;) e espectros de massa obtidos pelas
amostras com a informacéo existente na literatura (Adams, 2001) que, tendo por base 0s
varios estudos existentes sobre os volateis das agulhas de P. pinaster e P. halepensis, permitiu
seleccionar os padrfes disponiveis de monoterpenos e sesquiterpenos emitidos pelas duas
espécies. Ap0s a co-injeccdo dos padrdes, efectuou-se a co-injec¢do de um padréo de alcanos
lineares, tornando assim possivel a determinacdo dos indices de Retencdo Linear, LRI (Linear
Retention Indices) referentes aos varios padrdes e aos picos obtidos. Para a sua determinagdo
utilizou-se a férmula abaixo, definida por Van den Dool & Kratz (1963) (Girard, 1996):

LRI(x) = 100*{[tr(x) - tr(n)] / [tr(n+1) - tr(n)]} + 100*n
Em que:

LRI (x) — Indice de Retengéo Linear da substancia em analise

tr — tempo de retencéo

X — substancia a determinar

n — alcano linear com n &tomos de carbono que elui antes de x

n+1 — alcano linear com n+1 4tomos de carbono que elui depois de x

Comparando os valores de LRI dos padrées e dos picos obtidos, foi possivel identificar os
compostos emitidos, através dos seus tempos de retencéo.

Acucares Totais

A determinacdo dos agucares totais, solGveis e insollveis (amido), presentes nas agulhas das
diferentes dietas, foi efectuada a partir do método quimico da Antrona modificada, cuja
reacgdo se baseia na acc¢do hidrolitica e desidratante do &cido sulflrico concentrado sobre os
acucares (Silva et al., 2003). As analises foram feitas no Laboratorio de Eco-Fisiologia,
Instituto Superior de Agronomia.

23




Efeito do regime alimentar no desenvolvimento larvar de Thaumetopoea pityocampa e Thaumetopoea wilkinsoni

Para cada hospedeiro seleccionaram-se 5 arvores, retirando-se aleatoriamente de cada uma um
par de agulhas a partir do qual se pesaram 30-90mg de material fresco para analise. As
amostras assim obtidas foram conservadas numa arca criogénica a -80°C até serem utilizadas
para analise dos agucares.

A moagem das amostras foi feita num almofariz de porcelana adicionando-se azoto liquido
para trituracdo. As extracgOes foram efectuadas com uma solucdo de etanol a 70% para 0s
acucares soluveis e com uma solucédo de &cido cloridrico a 1,1% para os agucares insoluveis.
A agitacdo das amostras foi efectuada num termomixer (Thermomixer comfort) a 60°C
durante 30min. a 1400rpm e a centrifugacdo numa centrifuga (Sigma 202M) durante 5min. a
uma velocidade de 13.000rpm e o sobrenadante foi utilizado para determinagéo dos agucares,
extraindo-se primeiro os agucares soluveis e depois os insoluveis. Aos extractos obtidos de
acucares solUveis e insoltveis, adicionou-se 3ml de solucdo de antrona (375 mg de antrona
em 250 ml de &cido sulfarico a 80%).

Os acucares totais foram quantificados por espectrofotometria, utilizando uma curva padréo
de solugéo glucose (10 umol/ml) a partir da qual se obteve a concentracdo dos agucares. A
curva de calibracéo foi efectuada para as seguintes concentragdes de glucose: 0 pl, 35 ul, 70
pl e 140 pl. As absorvancias das amostras e solugdes de glucose, foram lidas a 620nm num
espectrofotdmetro Shimadzu UV-160.

A concentracdo de glucose foi obtida a partir da férmula: C=(x*(1/Va)*Ve)/A, em que

C — concentragdo (umol/mg)

X — concentracdo (umol/ml) obtida pela recta de calibragdo y=mx+b, y é a absorvancia (nm)
Va — volume da amostra (ml)

Ve — volume de extracgao (ml)

A — peso da amostra (mg)

2.6 Analise estatistica

Os dados de todos os ensaios foram analisados e processados através de tabelas dindmicas em
folha de célculo do Excel (Microsoft Office 2007). Para o tratamento estatistico recorreu-se ao
software SPSS (Statistical Package for the Social Sciences) 18.0 for Windows.

As diferencas entre médias foram testadas através da Andlise de Variancias Unifactorial
(ANOVA one-way), depois de verificados os pressupostos da normalidade e homogeneidade
das variancias amostrais, através do Teste Kolmogorov-Smirnov (se N>50) ou Shapiro-Wilk
(se N<50) e do Teste de Levene, respectivamente. Sempre que os efeitos principais eram
significativos, aplicou-se o teste de Tukey HSD para a comparacao das médias. Foi o caso dos
dados referentes ao teor do carbono e azoto, dos dados referentes a resisténcia fisica das
agulhas, do teor em agua, dos agucares totais das agulhas e o caso dos dados referentes a
largura da capsula cefalica das larvas.
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Nos casos em que as varidveis ndo seguiam distribuicdo normal e ndo foi possivel obter uma
distribuicdo normal, por transformacdo de varidveis, procedeu-se & andlise das diferengas
entre médias através de estatisticas ndo paramétricas, nomeadamente o teste de Kruskal-
Wallis para amostras independentes, seguido do teste de Mann-Whitney sempre que 0
resultado do teste de Kruskal-Wallis fosse significativo.

Os dados relativos a sobrevivéncia e desenvolvimento das larvas (mudancas de instar) foram
organizados de forma a efectuar-se uma analise de sobrevivéncia, pelo estimador de Kaplan-
Meier. A comparagdo dos tempos de sobrevivéncia e dos tempos de desenvolvimento das
larvas para cada dieta, fez-se através do teste Log Rank (Mantel-Cox).

Os dados referentes aos compostos volateis foram analisados através de uma Analise de
Componentes Principais (ACP) de forma a diferenciar as dietas pelos seus principais

compostos volateis, recorrendo ao software CANOCO 4.5 for Windows. As diferentes dietas
foram consideradas como casos e 0s compostos volateis como variaveis.

Todos os testes foram efectuados considerando um nivel de significancia a=0,05.

25




3. Resultados
3.1 Ensaios de alimentacéo

No total foram realizados 11 ensaios de alimentacao para T. pityocampa e T. wilkinsoni, L1 e
L2, para cada uma das dietas testadas. A excepcdo dos ensaios 1, 2 e 3, que duraram apenas
14 dias, todos os restantes tiveram uma duracdo de cerca de 30 dias, pois decorreram até a
muda de todas as larvas para o instar seguinte. Os trés primeiros ensaios terminaram antes da
muda integral de todas as larvas testadas. Em qualquer dos ensaios efectuados para T.
pityocampa, ndo foi possivel testar a dieta Pinaster de viveiro, ao contrario do que aconteceu
para T. wilkinsoni, por ter sido esta dieta introduzida no estudo posteriormente.

Sobrevivéncia e desenvolvimento

Os dados referentes a sobrevivéncia das larvas de cada espécie de processionaria e aos tempos
de sobrevivéncia foram analisados recorrendo a analise de sobrevivéncia, reunindo ensaios
correspondentes a mesma espécie e instar larvar.

- Thaumetopoea pityocampa-

Os resultados obtidos pela analise de sobrevivéncia (Kaplan-Meier) para as larvas de 1° instar
de T. pityocampa, encontram-se na Fig. 3 e a correspondente Tabela de Sobrevivéncia no
Anexo 3. Apesar da sobrevivéncia das larvas ter sido baixa para qualquer das dietas testadas,
foi not6ria uma maior percentagem de sobrevivéncia em Alepo de Carmel, ao longo de quase
todos os periodos de observacéo.

—— Pinaster
=— Alepo C

—i— Camel

100%
0% -
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20% \\i*_j:__ X
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0% T T T T T T .

—=— 5 Jodo

Sobrevivéncia (%)

& g
Tempo (n® dias)

Figura 3 — Sobrevivéncia (%) ao longo do tempo das larvas de 1° instar de Thaumetopoea
pityocampa sob diferentes dietas alimentares (média £ e.p.).
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Né&o se observaram diferencas significativas entre as dietas com Pinaster de campo, Alepo de
campo e Alepo de S. Jodo (p<0,05) para os tempos médios de sobrevivéncia das larvas L1 de
T. pityocampa (Fig. 4, Anexo 3). Apenas a dieta com Alepo de Carmel se distinguiu das
restantes, tendo as larvas sobrevivido em média mais tempo nesta dieta que em qualquer das
outras (Fig. 4).
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campo campo Carmel SJodo
Dieta

Figura 4 — Tempo médio (dias) (+ e.p.) de sobrevivéncia das larvas de 1° instar de
Thaumetopoea pityocampa sob diferentes dietas alimentares.

Nos resultados relativos a sobrevivéncia das larvas de 2° instar de T. pityocampa (Figs. 5 e 6;
Anexo 4), a sobrevivéncia ao longo do tempo foi maior para as larvas alimentadas com Alepo
de S. Jodo, seguida das dietas com Alepo de Carmel e Alepo de campo; pelo contrario, foi
menor quando as larvas foram alimentadas com Pinaster de campo. Verificou-se um tempo
médio de sobrevivéncia das larvas para a dieta Pinaster de campo significativamente inferior
as restantes dietas (p<0,05), sendo apenas de 15,1 dias.

—+— Pinaster campo

Alepo campo

100% 4 —&— Alepo Carmel
o0, - ey —=—Alepo & Jodo
80%
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Figura 5 — Sobrevivéncia (%) ao longo do tempo das larvas de 2° instar de Thaumetopoea
pityocampa sob diferentes dietas alimentares (média + e.p.).
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N&o se verificaram diferengas estatisticamente significativas entre as dietas com Alepo de
campo e Alepo de Carmel. Pelo contrario, as larvas sobreviveram em média mais tempo em
Alepo de S. Jodo (22,1 dias).
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Figura 6 — Tempo médio (dias) (+ e.p.) de sobrevivéncia das larvas de 2° instar de
Thaumetopoea pityocampa sob diferentes dietas alimentares.

-Thaumetopoea wilkinsoni-

Na sobrevivéncia ao longo do tempo obtida para as larvas L1 de T. wilkinsoni alimentadas
com diferentes dietas, verificaram-se valores superiores de sobrevivéncia para as larvas
alimentadas com Alepo de Carmel e Alepo de campo e menores valores de sobrevivéncia
quando as larvas foram alimentadas com Pinaster, quer de campo quer de viveiro (Figs. 7 e 8,
Anexo 5).
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Figura 7 — Sobrevivéncia (%) ao longo do tempo das larvas de 1° instar de Thaumetopoea
wilkinsoni sob diferentes dietas alimentares (média + e.p.).
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Contudo, para qualquer das dietas, a sobrevivéncia das larvas decresceu rapidamente ao longo
do tempo (Fig. 7). Os tempos médios de sobrevivéncia das larvas diferiram significativamente
entre dietas (p<0,05) (Anexo 5), tendo sido menores em Pinaster de campo (6,9 dias) e
maiores em Alepo de Carmel (15,5 dias) (Fig. 8).
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Figura 8 — Tempo médio (dias) (+ e.p.) de sobrevivéncia das larvas de 1° instar de
Thaumetopoea wilkinsoni sob diferentes dietas alimentares.

Na sobrevivéncia das larvas L2 de T. wilkinsoni alimentadas com diferentes dietas,
verificaram-se valores muito inferiores de sobrevivéncia para as larvas alimentadas com
Pinaster de campo (Figs. 9 e 10; Anexo 6). Para as restantes dietas, a sobrevivéncia das larvas
ao longo do tempo n&o variou significativamente, verificando-se no entanto valores de
sobrevivéncia ligeiramente mais elevados para as larvas alimentadas com Alepo de Carmel
(Fig. 10).
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Figura 9 — Sobrevivéncia (%) ao longo do tempo das larvas de 2° instar de Thaumetopoea
wilkinsoni sob diferentes dietas alimentares (média + e.p.).
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O teste de Log-Rank (Anexo 6), permitiu verificar que apenas a dieta Pinaster de campo se
diferenciou das restantes em relagdo ao tempo médio de sobrevivéncia das larvas, tendo sido
nesta dieta onde as larvas sobreviveram em média menos tempo (17,3 dias). As restantes
dietas ndo apresentaram diferencas significativas nos tempos medios de sobrevivéncia das
larvas.

32 q

b b o b

28 -
24
0]

18

12

3

4

0 - ; ; ; ;

Pinaster Pinaster  Alepo Alepo Alepo 5.
campo viveiro campo Carmel Jodo

Dieta

Tempo (dias)

Figura 10 — Tempo médio (dias) (+ e.p.) de sobrevivéncia das larvas de 2° instar de
Thaumetopoea wilkinsoni sob diferentes dietas alimentares.

Quando comparadas entre si, as larvas de 1° e 2° instares de T. pityocampa e de T. wilkinsoni
apresentaram diferentes tempos médios de sobrevivéncia para cada dieta estudada (Figs. 11 e
12).
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Figura 11 - Tempo meédio (dias) (+ e.p.) de sobrevivéncia das larvas de 1° instar de
Thaumetopoea pityocampa e T. wilkinsoni sob diferentes dietas alimentares.

Para as larvas de 1° instar, verificou-se uma melhor sobrevivéncia das larvas de T. wilkinsoni
que das de T. pityocampa para todas as dietas de P. halepensis, enquanto que para Pinaster de
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campo as larvas de T. pityocampa apresentaram maiores tempos médios de sobrevivéncia que
as de T. wilkinsoni (Fig. 11). As maiores diferengas entre as duas espécies verificam-se
sobretudo na dieta com Alepo de Carmel (Fig. 11).

Em relagdo as larvas de 2° instar, também se verificou uma melhor sobrevivéncia das larvas
de T. wilkinsoni em todas as dietas, inclusivé em Pinaster de campo, comparativamente com
os tempos de sobrevivéncia médios das larvas de T. pityocampa (Fig. 12). Novamente, as
maiores diferencas entre as duas espécies, ocorreram ao nivel da dieta com Alepo de Carmel
(Fig. 12).
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Figura 12 - Tempo médio (dias) (+ e.p.) de sobrevivéncia das larvas de 2° instar de
Thaumetopoea pityocampa e T. wilkinsoni sob diferentes dietas alimentares.

O desenvolvimento larvar de T. pityocampa e T. wilkinsoni nas diferentes dietas testadas, foi
analisado com base nas mudancas de instar.

-Thaumetopoea pityocampa-

Ao longo do tempo de duragdo dos ensaios com larvas de 1° instar de T. pityocampa, registou-
se uma maior propor¢do de mudancas de instar (de L1 para L2) nas larvas desenvolvidas em
Pinaster de campo e em Alepo de Carmel; isto é, aparentemente, desenvolveram-se melhor
nestas duas dietas (Fig. 13). Verificou-se também que o maior niUmero de mudancas de instar
para todas as dietas, se deram entre 0 4° e 0 10° dias de desenvolvimento das larvas.

Em media, as larvas demoraram mais tempo a desenvolverem-se quando alimentadas com

Alepo de campo (12,2 dias) ou com Alepo de S. Jodo (11,3 dias), comparativamente com as
dietas Pinaster de campo (10,8 dias) e Alepo de Carmel (10 dias) (Fig. 14, Anexo 7).
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Contudo, as diferencas entre Pinaster de campo, Alepo de Carmel e Alepo de S. Jodo, ndo
foram estatisticamente significativas (Anexo 7, Fig. 14).
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Figura 13 — Mudancas de instar cumulativas de L1 para L2, ao longo do tempo, das larvas de
1° instar de Thaumetopoea pityocampa.
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Nos ensaios com larvas de 2° instar de T. pityocampa, registou-se ao longo do tempo uma
maior propor¢do do nimero de mudas (de L2 para L3) nas larvas alimentadas com Alepo de
S. Jodo e com Alepo de Carmel do que nas larvas alimentadas com Pinaster de campo e Alepo
de campo (Fig. 15). As larvas alimentadas com Alepo de Carmel e Alepo de S. Jodo, ao fim
de 24 dias de desenvolvimento tinham mudado todas para o 3° instar, enquanto que nas
restantes dietas o desenvolvimento prolongou-se por mais tempo (Fig. 15). Tal significa que
as larvas se desenvolveram mais depressa em Alepo de Carmel tendo em media precisado de
11,3 dias para mudarem de instar (Anexo 8 e Fig. 16). Para as dietas com Alepo de Carmel e
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Alepo de S. Jodo, as mudancas de instar ocorreram entre 0 4° e 0 14° dias, enquanto que para
Alepo de campo e Pinaster de campo, ocorreram entre o 4° e 18° dias (Fig. 15).

O tempo médio de desenvolvimento das larvas em Pinaster de campo e em Alepo de campo
ndo apresentou diferencas significativas (p=0,594), mas as dietas com Alepo de Carmel e
Alepo de S. Jo&o diferiram entre si (p= 0,008) (Anexo 8, Fig. 16). Foi nestas duas dietas que o
tempo em que decorreram as mudancas de instar, foi menor (11,2 dias e 13,2 dias,
respectivamente). Para Alepo de campo, o tempo médio de desenvolvimento foi de 19,5 dias
e para Pinaster de campo foi de 20 dias (Fig. 16).
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Figura 15 — Mudancas de instar cumulativas de L2 para L3, ao longo do tempo, das larvas de
2° instar de Thaumetopoea pityocampa.
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Figura 16 — Tempo medio (dias) (£ e.p.) de desenvolvimento (mudancas de instar de L2 para
L3) por dieta, das larvas de 2° instar de Thaumetopoea pityocampa.

33




Efeito do regime alimentar no desenvolvimento larvar de Thaumetopoea pityocampa e Thaumetopoea wilkinsoni

-Thaumetopoea wilkinsoni-

Os resultados da andlise do desenvolvimento das larvas do 1° instar de T. wilkinsoni,
revelaram um desenvolvimento mais rapido nas larvas alimentadas com Alepo de Carmel e
Alepo de S. Jodo (Fig. 17), tendo os ensaios nestas 2 dietas finalizado (isto é, estando todas as
larvas vivas em L2) ao fim de 24 dias. Foi também nestas dietas que se registou um maior
namero de mudancas de instar. Para a dieta com Alepo de campo, foram necessarios 25 dias
para que todas as larvas mudassem de instar; para a dieta com Pinaster de campo, 0 ensaio
terminou ao fim de 21 dias, mas com poucas larvas em 2° instar (Fig. 17), o que esteve
associado a elevada mortalidade das larvas nesta dieta. O mesmo aconteceu com a dieta
Pinaster de viveiro, em que poucas larvas mudaram de instar e o desenvolvimento se
prolongou por 24 dias (Fig. 17).
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Figura 17 — Mudancas de instar cumulativas de L1 para L2, ao longo do tempo, das larvas de
1° instar de Thaumetopoea wilkinsoni.

Néo se verificaram diferencas significativas no tempo médio de desenvolvimento das larvas
nas dietas com Alepo de Carmel e com Alepo de S. Jodo (p=0,353); 0 mesmo aconteceu para
as dietas com Pinaster (p=0,073); a dieta com Alepo de campo foi a Unica em que as
diferengas foram significativas (Anexo 9, Fig. 18). As larvas desenvolveram-se mais
rapidamente nas dietas com Alepo de Carmel e Alepo de S. Jodo, demorando em média 13,5 e
13,8 dias para mudarem de instar, respectivamente (Anexo 9). Contrariamente, para as dietas
com Pinaster, precisaram de mais tempo até completarem a muda (Fig. 18).
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Figura 18 — Tempo médio (dias) ( e.p.) de desenvolvimento (mudancas de instar de L1 para
L2) por dieta, das larvas de 1° instar de Thaumetopoea wilkinsoni.

Os resultados da andlise do desenvolvimento das larvas do 2° instar de T. wilkinsoni,
revelaram que na dieta com Pinaster de campo as mudancas de instar foram muito reduzidas e
que Alepo de Carmel, Alepo de S. Jodo e Pinaster de viveiro, foram as dietas em que ocorreu
0 maior nimero de mudancas de instar (Fig. 19).
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Figura 19 — Mudancas de instar cumulativas de L2 para L3, ao longo do tempo, das larvas de
2° instar de Thaumetopoea wilkinsoni.

N&o se verificaram diferencas significativas no tempo médio de desenvolvimento das larvas

guando alimentadas pelas dietas Alepo de Carmel e Alepo de S. Jodo (Anexo 10, Fig. 20). As
restantes dietas diferenciaram-se, tendo demorado em média mais tempo a mudar de instar em
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Pinaster de campo (33,6 dias) e menos tempo em Pinaster de viveiro (21,2 dias) (Anexo 10,
Fig. 20). Pinaster de viveiro foi a dieta em que as larvas precisaram de menos tempo para
efectuarem a mudanca de instar (Fig. 20).
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Figura 20 — Tempo médio (dias) (+ e.p.) de desenvolvimento (mudancas de instar de L2 para
L3) por dieta, das larvas de 2° instar de Thaumetopoea wilkinsoni.

Os tempos médios de desenvolvimento das larvas de 1° e 2° instares de T. pityocampa e de T.
wilkinsoni apresentaram diferencas para as duas espécies, verificando-se tanto para L1 como
para L2, que as larvas de T. wilkinsoni registaram maiores tempo de desenvolvimento (Figs.
21 e 22). Para as larvas de 1° instar, as diferencas entre espécies acentuaram-se mais em
Pinaster de campo (Fig. 21), enquanto que para as de 2° instar essas diferencas se verificaram
quer em Pinaster campo quer em Alepo de Carmel (Fig. 22). Para ambas as espécies, 0
desenvolvimento foi mais rapido para as larvas de 1° instar do que para as de 2° instar (Figs.
21e22).
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Figura 21 - Tempo médio (dias) (x e.p.) de desenvolvimento das larvas de 1° instar de
Thaumetopoea pityocampa e T. wilkinsoni sob diferentes dietas alimentares.
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Figura 22 - Tempo médio (dias) (x e.p.) de desenvolvimento das larvas de 2° instar de
Thaumetopoea pityocampa e T. wilkinsoni sob diferentes dietas alimentares.

Consumo das agulhas e producéo de fezes

As quantidades de alimento consumido em cada dieta foram expressas em milimetros de
agulha consumidos por larva por dia. Para T. pityocampa ndo foi possivel testar o consumo
em Pinaster de viveiro, pois nessa altura esta dieta ainda ndo tinha sido considerada no estudo.

-Thaumetopoea pityocampa-

Para os ensaios realizados com larvas de 1° instar de T. pityocampa, o Teste de Kruskal-
Wallis mostrou existirem diferencas estatisticamente significativas no consumo das larvas
entre as diferentes dietas (H(3)=56,3; p<0,05) (Anexo 11), com uma ordem média de 39,5
para Pinaster de campo, de 68,8 para Alepo de campo, de 104,9 para Alepo de Carmel e de
80,7 para Alepo de S. Jodo (Fig. 23).

O teste de Mann-Whitney permitiu verificar que existiram diferencas estatisticamente
significativas entre Pinaster de campo e as restantes dietas no que diz respeito ao consumo das
larvas, 0 mesmo se passando entre Alepo de Carmel e as restantes dietas (Anexo 11), sendo
Alepo de Carmel a dieta em que se registou maior consumo pelas larvas. As dietas com Alepo
de campo e Alepo de S. Jodo néo diferiram significativamente uma da outra (Fig. 23).
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Figura 23 — Consumo (mm) médio (£ e.p.) por dieta das larvas de 1° instar de Thaumetopoea
pityocampa.

Ao longo do tempo o consumo foi sempre maior em Alepo de Carmel e menor em Pinaster de
campo (Fig. 24). O grafico mostra também que 0 consumo aumentou com o tempo, excepto
ao fim de 4 dias, periodo em que as larvas reduziram 0 consumo, 0 que correspondeu ao
inicio de um periodo de maiores mudancas de instar (Fig. 13).
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Figura 24 — Consumo (mm) ao longo do tempo das larvas de 1° instar de Thaumetopoea
pityocampa (média * e.p.).

Nos ensaios realizados com larvas de 2° instar de T. pityocampa, registaram-se também
diferengas estatisticamente significativas do consumo medio entre as diferentes dietas
(H(3)=110,5; p<0,05) (Anexo 12). Os consumos foram significativamente inferiores na dieta
com Pinaster de campo comparativamente as restantes (Fig. 25). As dietas com Alepo de
campo, Alepo de S. Jodo e Alepo de Carmel, ndo registaram diferengas significativas (Anexo
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12), tendo apresentado consumos semelhantes, embora tenha sido nesta Gltima dieta que se
registaram os maiores consumos pelas larvas e onde a variabilidade foi também maior (Fig.
25).
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Figura 25 — Consumo (mm) médio (£ e.p.) por dieta das larvas de 2° instar de Thaumetopoea
pityocampa.

Ao longo do tempo as dietas em que se registaram maiores consumos foram Alepo de Carmel
e Alepo de S. Jodo (Fig. 26). Alids, as larvas desenvolveram-se mais rapidamente quando
alimentadas com estas duas dietas; ao fim de 21 dias a maioria das larvas alimentadas com
Alepo de Carmel tinha mudado para o 3° instar.
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Figura 26 — Consumo (mm) ao longo do tempo das larvas de 2° instar de Thaumetopoea
pityocampa (média * e.p.).
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O gréafico mostra também os momentos em que ha reducdo do consumo das larvas em cada
dieta, correspondendo esse periodo aos momentos das mudancas de instar (Fig. 15). Assim,
no caso de Alepo de Carmel e de Alepo de S. Jodo, verificou-se uma redugéo no consumo a
partir do 7° dia, seguido de aumentos a partir do 14° dia, registando-se valores minimos de
consumo no 11° dia (Fig. 26). No caso de Alepo de campo o consumo foi irregular ao longo
do tempo e no caso de Pinaster de campo o consumo foi muito reduzido em todos os
momentos de observacéo (Fig. 26).

-Thaumetopoea wilkinsoni-

A andlise do consumo médio das larvas L1 de T. wilkinsoni, evidenciou diferencas
significativas entre as diferentes dietas (H(4)=121,6; p=0,000) (Fig. 27; Anexo 13). O
consumo médio em Pinaster de campo e em Pinaster de viveiro foi significativamente inferior
ao das restantes dietas, seguido da dieta com Alepo de campo, que se distinguiu das dietas
com Alepo de Carmel e de Alepo de S. Jodo. Os consumos medios nestas duas dietas foram
semelhantes e os mais elevados (Fig. 27).

Também ao longo do tempo, os consumos foram maiores para as larvas alimentadas com as
dietas Alepo de Carmel e Alepo de S. Jodo, mas registando grande variabilidade (Fig. 28). Por
volta do 13° dia houve uma reducdo no consumo das larvas nestas duas dietas, o que coincidiu
com o periodo de maiores mudangas de instar das larvas (Fig. 17). Nas dietas com Pinaster,
quer de campo quer de viveiro, 0s consumos foram muito reduzidos ao longo de todo o tempo
dos ensaios (Fig. 28).
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Figura 27 — Consumo (mm) médio (£ e.p.) por dieta das larvas de 1° instar de Thaumetopoea
wilkinsoni.
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Figura 28 — Consumo (mm) ao longo do tempo das larvas de 1° instar de Thaumetopoea
wilkinsoni (média £ e.p.).

Também nos ensaios com larvas de 2° instar de T. wilkinsoni, houve diferencas significativas
no consumo das larvas entre as diferentes dietas (H(4)=141,5; p=0,000) (Fig. 29; Anexo 14).
Mais uma vez, os consumos em Pinaster de campo e Pinaster de viveiro foram muito
inferiores aos consumos nas restantes dietas. As dietas com Alepo de campo e Alepo de
Carmel ndo apresentaram diferencas significativas, em termos de consumo pelas larvas,
enquanto Alepo de S. Jodo apresentou os maiores valores de consumo (Fig. 29). Ao longo do
tempo o consumo foi em geral maior nas dietas com Alepo de Carmel e Alepo de S. Jodo e
menor nas duas dietas de Pinheiro bravo. Também foi possivel verificar uma reducdo do
consumo em todas as dietas entre 0 12° e 0 17° dias de ensaio (Fig. 30), devida as mudangas
de instar.
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Figura 29 — Consumo (mm) médio (£ e.p.) por dieta das larvas de 2° instar de Thaumetopoea
wilkinsoni.
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Figura 30— Consumo (mm) ao longo do tempo das larvas de 2° instar de Thaumetopoea
wilkinsoni (média £ e.p.).

A analise do consumo das duas espécies de processionaria, permitiu verificar para as larvas de
1° instar, maiores consumos médios das larvas de T. wilkinsoni comparativamente com as de
T. pityocampa nas dietas com Alepo, mas ndo na dieta com Pinaster. Para ambas as espécies,
0s consumos foram maiores em P. halepensis, particularmente em Alepo de Carmel. As
diferengas de consumo entre as duas espécies foi maior em Alepo de S. Jodo. Em Pinaster
campo, 0s consumos de ambas as espécies foram muito baixos (Fig. 31).
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Figura 31 — Consumo médio (x e.p.) das larvas de 1° instar de Thaumetopoea pityocampa e
T. wilkinsoni sob diferentes dietas.
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Contrariamente, para as larvas de 2° instar, os consumos médios foram maiores em T.
pityocampa para qualquer das dietas estudadas, sendo as diferencas entre as duas espécies
mais acentuadas em Alepo de Carmel (Fig. 32). Este facto podera relacionar-se com um
melhor desenvolvimento das mandibulas das larvas de 2° instar de T. pityocampa.
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Figura 32 — Consumo médio (z e.p.) das larvas de 2° instar de Thaumetopoea pityocampa e
T. wilkinsoni sob diferentes dietas.

As fezes produzidas pelas larvas por dieta em cada ensaio, foram quantificadas e expressas
em miligramas por larva e por dia. A semelhanca do consumo, em T. pityocampa nio se
obtiveram dados para a dieta Pinaster de viveiro, pois nessa altura esta dieta ainda nédo tinha
sido considerada no estudo.

-Thaumetopoea pityocampa-

Os resultados da producdo de fezes das larvas do 1° instar de T. pityocampa, ndo revelaram
diferengas significativas entre dietas (H(3)=4,780; p=0,189), o que se deve a grande
variabilidade destes dados (Anexo 15, Fig. 33). A Unica dieta que se distinguiu das restantes
foi Alepo de campo, com menor producéo de fezes pelas larvas.

Os elevados valores de producdo de fezes em Pinaster campo (Fig 33), por contraste aos

baixos valores de consumo (Fig. 23 acima), justificam-se pelo facto de as larvas ja se terem
alimentado desta espécie antes de se iniciarem 0s ensaios (cf. com ponto 2.2).
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Figura 33 — Producdo de fezes (mg) das larvas de 1° instar de Thaumetopoea pityocampa
alimentadas com diferentes dietas (média + e.p.).

A producdo de fezes pelas larvas de 2° instar de T. pityocampa, ndo apresentou diferencgas
significativas entre dietas (H(3)=5,949; p=0,114), (Anexo 16, Fig. 34). Igualmente, os
elevados valores de fezes em Pinaster de campo, comparativamente com 0s baixos consumos
observados (Fig 25 acima), devem-se ao facto de as larvas j& se encontarem a consumir
alimento antes de se iniciarem 0s ensaios 0 que contribuiu com valores mais elevados de fezes
nos primeiros 3 a 4 dias de observacdo, apds se terem iniciado os ensaios.

12 -

a
a
08 - a
a
06 -
04 -
02 -
0 : : :

Finaster Alepo Alepo Alepo
campo campo Carmel S.Jodo

Dieta
Figura 34 — Producdo de fezes (mg) das larvas de 2° instar de Thaumetopoea pityocampa
alimentadas com diferentes dietas (média £ e.p.).

Fezes plarva/dia (mg)

-Thaumetopoea wilkinsoni-

Os resultados da producdo de fezes das larvas do 1° instar de T. wilkinsoni, revelaram existir
diferencas estatisticamente significativas entre dietas (H(4)=63,602; p=0,000) (Anexo 17, Fig.
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35). As diferengas ocorreram entre pinheiros bravos e pinheiros de alepo e nestes, entre Alepo
de Carmel e Alepo de S. Jodo (Anexo 17, Fig. 35).
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Figura 35 — Producéo de fezes (mg) das larvas de 1° instar de Thaumetopoea wilkinsoni
alimentadas com diferentes dietas (média + e.p.).

Para as larvas de 2° instar de T. wilkinsoni, os resultados da analise da producdo de fezes
revelaram também diferencas estatisticamente significativas entre dietas (H(4)=159,9;
p=0,000) (Anexo 18, Fig. 36). As diferengas ocorreram entre as duas dietas com Pinaster e as
restantes dietas, com maiores valores de producdo de fezes para as larvas alimentadas com
Pinaster de viveiro (Fig. 36). Entre as dietas com Alepo de campo e Alepo de Carmel, ndo se
verificaram diferencas significativas na producdo de fezes.
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Figura 36 — Producdo de fezes (mg) das larvas de 2° instar de Thaumetopoea wilkinsoni
alimentadas com diferentes dietas (média + e.p.).
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A andlise da producdo de fezes das duas espécies de processionaria, revelou, para as larvas de
1° instar, uma maior producdo de fezes pelas larvas de T. wilkinsoni comparativamente com
as de T. pityocampa, mas apenas para as dietas com P. halepensis; tendo-se verificado
maiores diferencas entre as duas espécies em Alepo de campo (Fig. 37). Para a dieta com
Pinheiro bravo, as larvas de T. pityocampa produziram maior quantidade de fezes (Fig. 37).
Estes valores estdo de acordo com os valores do consumo pelas duas espécies (Fig. 31).
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Figura 37 — Producdo média de fezes (x e.p.) das larvas de 1° instar de Thaumetopoea
pityocampa e Thaumetopoea wilkinsoni sob diferentes dietas.

Para as larvas de 2° instar, a producdo de fezes foi maior nas larvas de T. pityocampa em
todas as dietas estudadas (Fig. 38). As diferencas entre as duas espécies foram maiores para as
dietas com P. halepensis, sobretudo para Alepo de Carmel (Fig. 38). Estes valores estdo de
acordo com os valores de consumo obtidos para estas duas espécies (Fig. 32).
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Figura 38 — Producdo média de fezes (x e.p.) das larvas de 2° instar de Thaumetopoea
pityocampa e Thaumetopoea wilkinsoni sob diferentes dietas.
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Largura da capsula cefélica

Houve diferengas significativas na largura da cépsula cefélica entre as larvas de T.
pityocampa e de T. wilkinsoni, quer para o primeiro instar (F=18,324; g.1.=1,1; p=0,000), quer
para o segundo instar (F=152,0; g.1.=1,1; p=0,000) (Anexo 19). A céapsula cefalica foi maior
nas larvas de T. pityocampa comparativamente as de T. wilkinsoni, para ambos os instares
(Fig. 39). As diferengas entre espécies acentuaram-se mais no segundo instar.

B T. pityocampsa
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Figura 39 - Largura da cépsula cefalica (mm) das larvas de 1° e 2° instares de Thaumetopoea
pityocampa e Thaumetopoea wilkinsoni (média + e.p.).

3.2 Andlise de parametros fisicos das agulhas
Resisténcia fisica da agulhas — resisténcia a traccao

Os resultados da determinacdo da resisténcia das agulhas a traccéo dos diferentes hospedeiros
que constituiram as dietas alimentares testadas, evidenciaram diferencas significativas entre as
varias dietas alimentares relativamente as caracteristicas de dureza das suas agulhas
(sobretudo a plasticidade) (Fs245=374,09; p<0,05) (Anexo 20). As agulhas de pinheiro bravo
do campo foram as que resistiram mais a traccdo (0,054 Kgf) e consequentemente as mais
duras (Fig. 40). As agulhas das dietas com P. halepensis tiveram valores mais baixos de
resisténcia a tracgdo, o que revela que foram as mais tenras, sobretudo as agulhas de Alepo de
S. Jodo (0,026 Kgf). As agulhas de Alepo de campo e Alepo de Carmel, ndo apresentaram
diferengas quanto a resisténcia a tracgéo.
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Figura 40 — Resisténcia a trac¢do (Kgf) das agulhas das diferentes dietas (média + e.p.).

O teste de Tukey HSD (Anexo 20), mostrou que apenas as dietas com Alepo de campo e
Alepo de Carmel ndo diferiram significamente entre si (p=1,000) relativamente a dureza das
agulhas, todas as restantes diferiram (Fig. 40). As dietas com P. pinaster apresentaram
maiores valores de dureza das agulhas do que as dietas com P. halepensis. Para o pinheiro
bravo, a variedade proveniente do campo apresentou agulhas mais duras do que a variedade
proveniente de viveiro.

Teor em agua das agulhas

Observaram-se diferencas significativas entre as varias dietas alimentares relativamente ao
teor em &gua das agulhas (Fs220 =349,8; p<0.05) (Fig. 41). Segundo o teste Tukey HSD
(Anexo 21), apenas as dietas com Alepo de campo e Alepo de Carmel ndo diferiram
significamente entre si (p=0,766). As restantes dietas diferiram, sendo Pinaster de viveiro a
dieta cujas agulhas apresentaram menor teor em agua (54,7%) (Fig. 41). Os resultados
mostraram que as dietas com pinheiro de alepo, apresentaram em média maior teor em agua
nas suas agulhas que as dietas com pinheiro bravo.
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Figura 41 — Teor de agua (%) das agulhas das diferentes dietas alimentares (média + e.p.).

3.3 Analises quimicas das agulhas
Compostos primarios: C e N

Os resultados dos testes da analise elementar ao C e N da massa foliar de cada dieta,
mostraram existir diferencas significativas entre as varias dietas alimentares na propor¢do
média de N (F45=2401,3; p<0,05) e de C (F45=12,058 p<0,05) das agulhas (Figs. 42 e 43,
Anexos 22 e 23).

De acordo com o teste Tukey HSD (Anexo 22), apenas as dietas com Alepo de Carmel e
Alepo de S. Jodo ndo diferiram significamente entre si (p=0,122) relativamente ao conteido
foliar em azoto, sendo as dietas que apresentaram maior teor em N, comparativamente as
restantes que diferiram ainda entre si, sendo Pinaster de campo, o alimento com a menor
proporcdo média de azoto (0,61%) (Fig. 42).

Relativamente ao C, o teste Tukey HSD (Anexo 23), indicou que a dieta com Alepo de
Carmel, contendo a menor % de C, diferiu signficativamente quer de Alepo de campo
(p=0,006), quer de Pinaster de viveiro, com o valor superior de teor de C (p=0,030). As
restantes dietas apresentaram valores intermédio, néo diferindo entre si (Fig. 43).
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Figura 42 — Teor de azoto (%) presente nas agulhas das diferentes dietas alimentares (média
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Figura 43 — Teor de carbono (%) presente nas agulhas das diferentes dietas alimentares
(média te.p.).

Relativamente & razdo Carbono/Azoto, o teste da ANOVA revelou diferencas significativas
entre as varias dietas (Fs5 =1077,7; p<0.001) (Anexo 24). Pinaster campo apresentou
significativamente o maior valor de C/N (86,7), Pinaster viveiro apresentou o segundo maior
valor, sendo significativamente superior aos trés Alepos (p<0.001), Alepo de Carmel e Alepo
de S. Jodo apresentaram o0s valores mais reduzidos de C/N das suas agulhas, 28,7 e 29,9,
respectivamente, ndo diferindo significamente entre si (p=0,746) (Fig. 44).
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Figura 44 — Valores da razdo C/N das agulhas das diferentes dietas (média + e.p.).
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Compostos secundarios: volateis das agulhas

Por razes técnicas, sO foi possivel analisar os compostos mais volateis das agulhas para cada
hospedeiro. Identificaram-se 12 compostos, entre monoterpenos e sesquiterpenos (Quadro 4),
tal como representado pelos cromatogramas representativos para cada hospedeiro (Anexo 26),
evidenciando-se para todas as dietas uma maior prevaléncia de monoterpenos que de
sesquiterpenos. Os valores médios e respectivos desvios padrdo da concentracdo de cada
composto, encontram-se no Anexo 25, diferenciados por dietas.

Quadro 4 — Tempos de retencdo (RT) dos diferentes picos seleccionados e identificacdo dos
mesmos, com base no respectivo indice de retengdo linear (LRI)

Pico RT LRI Identificacdo do composto
1 7,65 849 cis-3-hexen-1-ol
2 8,27 871 tricicleno
3 10,44 936 a-pineno
4 12,04 978 sabineno
5 12,21 983 B-pineno
6 12,61 993 mirceno
7 13,47 1016 limoneno
8 14,19 1034 trans-ocimeno
9 16,43 1092 terpinoleno
10 29,00 1434 B-cariophileno
11 30,14 1468 a-humuleno
12 31,03 1495 germacreno

De entre os monoterpenos, a-pineno, -pineno, mirceno e limoneno, foram os compostos
presentes em maior quantidade em qualquer das dietas, sendo o-pineno 0 mais abundante

(Anexo 25). Em relagdo aos sesquiterpenos, foram identificados 3 compostos (-cariophileno,
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a-humuleno e germacreno) com maiores proporgdes de f-cariofileno e germacreno para as 2
proveniéncias de P. pinaster e¢ B-cariofileno e a-humuleno para as proveniéncias de P.
halepensis (Anexo 25). A composi¢do qualitativa das substancias volateis emitidas, foi
semelhante para todas as dietas, excepto para 0 composto germacreno que ndo foi encontrado

em Alepo Carmel.

Os resultados da Anéalise de Componentes Principais (ACP) (Fig.45), evidenciaram uma
separacdo das amostras de pinheiro bravo (Pinaster de campo e Pinaster de viveiro)
relativamente as de pinheiro de alepo (Alepo de campo, Alepo de Carmel e Alepo de S. Jodo)
ao longo do primeiro eixo, verificando-se que as amostras de pinheiro bravo de viveiro e de
campo foram muito semelhantes na sua composic¢éo de terpenos, em particular com um maior
conteudo de B-pineno (monoterpeno) e germacreno (sesquiterpeno) e menor contetdo em
terpinoleno e sabineno (monoterpenos).
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Figura 45 — Anélise de Componentes Principais para os compostos volateis das diferentes
dietas. A variancia cumulativa explicada pelos dois primeiros eixos é de 81%.
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Pelo contrario, as amostras de Alepo dispersaram-se ao longo do segundo eixo, formando
grupos na generalidade bem separados consoante a origem dos Alepos, relativamente ao
composto volatil predominante. Assim, a dieta Alepo de S. Jodo caracterizou-se por um maior
contetdo em limoneno e a-pineno (monoterpenos), Alepo de Carmel com maior conteddo em
terpinoleno (monoterpeno) e Alepo de campo com maior contelddo em mirceno
(monoterpeno). De notar também, que a variabilidade encontrada nas amostras foi maior nas
plantas oriundas do campo, quer Alepo de campo quer Pinaster de campo, por comparacao
com as plantas de viveiros (Fig. 45).

Analise dos acucares
a) Acucares sollveis

A andlise de variancia revelou ndo existirem diferencgas significativas na concentracdo de
acucares soluveis nas agulhas das diferentes dietas estudadas (Fs10=1,045; p=0,410) (Fig. 46,
Anexo 27).
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Figura 46 — Concentracdo (umol/mg) de agucares sollveis das agulhas das diferentes dietas
(média £ e.p.).

b) Acucares insollveis

O resultado da ANOVA mostrou existirem diferencas significativas (F419=6,551; p=0,002) na
concentracdo dos agucares insoliveis (amido) das agulhas das diferentes dietas em estudo
(Anexo 27). Pinaster de viveiro foi a dieta que apresentou 0os menores valores de concentracéo
de acucares insoluveis, diferindo significativamente de Alepo de Carmel (p=0,006) e de
Pinaster de campo (p=0,029), que apresentaram os maiores valores (Fig. 47). Alepo de
campo, com valores intermédios de agucares insoluveis, ndo mostrou diferengas significativas
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de qualquer das outras dietas. As agulhas de Alepo de S. Jodo apresentaram diferencas
significativas das de Alepo de Carmel (p=0,010) e das de Pinaster de campo (p=0,043).

Conce ntracdo agucares isolives (pmolfmg)
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Figura 47 - Concentracdo (umol/mg) de acucares insollveis (amido) das agulhas das
diferentes dietas (média £ e.p.).
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4. Discussao

Em todos os ensaios realizados, a sobrevivéncia das larvas foi em geral baixa para qualquer
das dietas testadas, para ambos os instares das duas espécies de processionaria, T. pityocampa
e T. wilkinsoni. Este resultado deve-se em parte ao facto de estarmos a testar os primeiros
instares larvares, sendo em geral 0s mais sensiveis e aqueles em que se regista naturalmente
maior mortalidade para a generalidade dos insectos (Zalucki et al., 2002), devido a uma
grande variedade de factores. As condices artificais de laboratdrio, impossiveis de reproduzir
totalmente o ambiente natural, podem ter também contribuido para uma mortalidade
acrescida. Das dietas testadas, as larvas alimentadas com P. halepensis, independentemente da
sua proveniéncia, e da espécie de processionaria, registaram maiores valores de
sobrevivéncia, em particular em Alepo de Carmel e Alepo de S. Jodo. Em P. pinaster, a
sobrevivéncia das larvas de ambas as espécies foi mais baixa, sobretudo para a dieta com
Pinaster de campo, excepto para as larvas de 1° instar de T. pityocampa. A sobrevivéncia foi
portanto maior em P. halepensis, com tempos de sobrevivéncia maiores, do que em P.
pinaster. De acordo com 0 seu comportamento no meio natural, seria de esperar que a
sobrevivéncia e desenvolvimento das larvas de T. pityocampa fossem maiores na dieta com P.
pinaster, espécie de que se alimentam predominantemente em Portugal, e que a sobrevivéncia
e performance das larvas de T. wilkinsoni fossem maiores nas dietas com P. halepensis,
espécie de que se alimentam predominantemente em Israel. Para ambas as espécies de
processionaria, houve consistentemente uma menor performance das larvas em pinheiro
bravo do campo, quer na sobrevivéncia, quer no desenvolvimento e nos consumos. Foi nesta
dieta que o registo de consumos, desenvolvimento com mudangas de instar e tempos de
sobrevivéncia das larvas foi mais reduzido. Este resultado parece confirmar os resultados de
outros autores que indicam o pinheiro bravo como uma espécie pouco favoravel ao
desenvolvimento das larvas de processionéria nos dois primeiros instares (Hddar et al., 2002).
Todavia, embora a tendéncia seja, aparentemente idéntica para as duas espécies de
processionaria, quando estas sdao comparadas entre si, verificou-se um tempo médio de
sobrevivéncia das larvas de T. wilkinsoni quando alimentadas em P. halepensis,
significativamente superior ao de T. pityocampa, quer em L1 quer em L2, enquanto que a
sobrevivéncia das duas espécies em P. pinaster foi semelhante (Fig. 11 e 12). Este resultado
corrobora parcialmente a hipotese de que as duas espécies tém diferentes adaptacdes as
espécies hospedeiras estando, provavelmente T. wilkinsoni melhor adaptada para se alimentar
de P. halepensis, o que justifica a sua preferéncia por esta espécie nos paises a Leste da Bacia
do Mediterréneo (Mendel, 1990).

O desenvolvimento das larvas de ambas as espécies em ambos os instares, foi genericamente
maior (com mais larvas a mudarem de instar) e mais rapido (com menores tempos de
mudangas de instar) nas dietas com Alepo de Carmel e Alepo de S. Jodo. Pelo contréario, nas
dietas com Alepo de campo, Pinaster de viveiro e Pinaster de campo, os desenvolvimentos
foram menores e mais lentos, sobretudo para Pinaster de campo. A excepcao deu-se para as
larvas de 1° instar de T. pityocampa, que mostraram maiores desenvolvimentos em Pinaster de
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campo e para as larvas de 2° instar de T. wilkinsoni que se desenvolveram melhor em Pinaster
de viveiro.

Dentro de cada espécie de pinheiro, a sobrevivéncia e desenvolvimento das larvas das duas
espécies de processionaria, foi em geral maior e melhor, quando alimentadas com plantas que
cresceram em condicOes controladas de viveiro do que com plantas provenientes do campo, o
que se verificou tanto para o Alepo de campo, comparativamente aos outros Alepos, como
para o Pinheiro de campo comparativamente ao pinheiro de viveiro. Isto pode justificar-se
pela maior % de N, e menor propor¢do C/N nas plantas de viveiro comparativamente as da
mesma espécie provenientes do campo (Figs. 42 e 44). O mesmo resultado justifica-se porque
Pinaster de campo foi em geral a pior dieta, pois estas agulhas continham, de todas as dietas, a
maior razdo C/N. O teor em N mostra ser, assim, um componente importante no
desenvolvimento das larvas da processionaria, e plantas mais vigorosas com maiores valores
deste elemento poderdo ser mais favoraveis ao consumo, a semelhanca do observado com
outros insectos (Throop & Lerdau, 2004). De facto, os primeiros instares larvares sdo mais
dependentes da qualidade do alimento e caracterizam-se por elevada mortalidade devida a
falta de reservas alimentares nos seus tecidos e a uma limitada capacidade para lidar com
alimentos pobres em proteina (Bernays & Chapman, 1994).

Por outro lado, tanto para L1 como para L2, as larvas de T. wilkinsoni demoraram mais tempo
a completar o seu desenvolvimento do que as de T. pityocampa, sobretudo para as dietas com
P. pinaster. Estas diferencas no desenvolvimento entre as duas espécies poderdo estar
relacionadas com as especificidades do seu ciclo bioldgico e, eventualmente, com diferencas
de temperatura que possam ter ocorrido com 0s ensaios para cada espécie. Embora ambos os
ensaios tenham sido feitos a temperatura ambiente de laboratério, os ensaios com T.
wilkinsoni decorreram entre os meses de Outubro e Janeiro, com uma temperatura média de
19,5°C, enquanto que com T. pityocampa decorreram de Setembro a Novembro, com uma
temperatura média de 25,3°C. E conhecida a influéncia da temperatura no desenvolvimento
larvar de muitos lepidopteros, promovendo as temperaturas moderadas mais elevadas,
desenvolvimentos mais rapidos (Daly et al., 1998).

Para qualquer das dietas estudadas, em L1 o consumo das larvas de T. wilkinsoni foi superior
ao das de T. pityocampa, registando-se o contrario para as larvas em L2, com maiores
consumos pelas larvas de T. pityocampa. Para qualquer dos instares de ambas as espécies, 0
consumo foi muito baixo nas dietas com P. pinaster, sobretudo em Pinaster de campo. Os
maiores consumaos ocorreram para as dietas com P. halepensis, sobretudo as de viveiro, Alepo
de Carmel e Alepo de S. Jodo. Para as larvas de T. pityocampa a producéo de fezes foi maior
para Pinaster campo, enquanto que em T. wilkinsoni, as larvas produziram mais fezes quando
alimentadas com as dietas de P. halepensis. Os resultados obtidos para os consumos devem
ser vistos com alguma reserva. De facto, a variavel consumo foi quantificada atraves da
observacao directa da percentagem consumida e convertida em milimetros consumidos, com
base no comprimento das agulhas. A quantificacdo por observacédo directa € algo empirica e
subjectiva, sujeita a variacfes de observador para observador, e € precisamente por essa
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subjectividade que, nalguns casos, podera ter havido subestimacdo do consumo e noutros,
sobrestimagéo.

Uma das razdes que podera explicar o pior desempenho das larvas na dieta de pinaster de
campo, prende-se com a maior dureza das agulhas deste alimento, comparativamente com
todos os outros. Os resultados mostraram que as agulhas desta dieta foram significativamente
as que apresentaram maiores valores de dureza. Tal facto implica que as larvas, sobretudo as
de 1° instar, tenham de fazer um esforco maior para conseguirem consumir estas agulhas, o
que, com as reduzidas mandibulas que ainda possuem nos dois primeiros instares, permite
compreender 0s menores valores de consumo registados em ambas as espécies de
processionaria neste tipo de dieta. Devkota & Schmidt (1990), num estudo sobre o
desenvolvimento larvar de T. pityocampa sob diferentes dietas, consideraram a tenacidade das
agulhas como uma possivel causa na mortalidade dos primeiros instares. No entanto, segundo
Haodar et al. (2002), o efeito da mortalidade das agulhas de pinheiro bravo, mais largas e rijas,
esta restricto aos instares larvares mais jovens, uma vez que para 0s instares seguintes esta
espécie sustenta o desenvolvimento das larvas. Este aspecto relaciona-se com as mandibulas
das larvas nestes instares iniciais, que, ndo estando ainda completamente desenvolvidas,
condicionam a sua capacidade para se alimentarem de tecidos mais rigidos. Segundo Zalucki
et al. (2002), a capacidade das larvas recém-eclodidas para localizar tecidos foliares que
sejam facilmente cortados pelas mandibulas, ¢ um aspecto importante para a sua
sobrevivéncia, sendo a tenacidade e a rigidez das agulhas, alguns dos principais problemas
mecanicos que as larvas tém de ultrapassar nos primeiros instares. Apesar dos baixos
consumos em pinaster de campo por ambas as espécies, as larvas de T. wilkinsoni
consumiram menos desta dieta que as de T. pityocampa, pressupondo-se que poderdo ter sido
mais afectadas pela dureza das agulhas devido as mandibulas mais pequenas (proporcionais a
capsula cefalica). Os resultados das medic6es da largura da capsula cefélica confirmaram uma
menor dimensdo da capsula cefélica, quer para L1 quer para L2, em T. wilkinsoni
comparativamente a T. pityocampa (Fig.43). Os valores observados em T. pityocampa estdo
de acordo com os resultados de Arnaldo & Torres (2004), num estudo sobre a analise de
caracteristicas morfométricas de larvas de T. pityocampa.

Por outro lado, os resultados mostraram também que as agulhas de Pinaster de campo, para
além de terem os maiores valores de dureza, ttm menores percentagens de azoto, maiores
valores de C/N e ligeiramente menores teores em &gua, 0 que faz das suas agulhas um
alimento menos apetecivel para as larvas, quer pela barreira fisica que constituem para as
mandibulas, quer pela componente quimica rica em carbono, mas pobre em azoto. De acordo
com Scriber (1977), o azoto e 0 conteltdo em agua sdo importantes determinantes da
performance de larvas recém-eclodidas. Elevados valores de C/N nos tecidos das plantas
resultam em menor qualidade do alimento para muitos insectos desfolhadores, os quais
respondem aumentando o nivel de consumo ou apresentando elevada mortalidade e baixas
performances (Battisti, 2004). Segundo este autor, a reaccdo esperada dos herbivoros a
elevados valores de C/N é aumentarem o consumo de forma a acumularem azoto suficiente
para 0 seu desenvolvimento. No presente estudo, o conteido em azoto foi maior em P.
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halepensis do que em P. pinaster, tendo sido superior nas variedades que cresceram em
condicBes controladas do que para as que se desenvolveram no campo. Foi também nas dietas
com P. halepensis de viveiro, que se registaram os maiores consumos pelas larvas de ambos
os instares de T. pityocampa e T. wilkinsoni.

Branco et al. (dados ndo publicados), num estudo em que analisaram alguns parametros das
agulhas de Pinheiro bravo (como C, N) ao longo de diferentes épocas do ano, verificaram
maiores valores de C/N nas agulhas nos meses mais quentes, em que se verifica maior stress
hidrico. Este facto realca a importancia da fisiologia das plantas na qualidade das suas agulhas
para a alimentagdo dos insectos herbivoros. Os exemplares de Pinaster de campo que se
usaram para 0S ensaios, encontravam-se numa zona de solo arenoso, sem rega artificial nem
fertilizacdo, por oposicdo aos exemplares de Pinaster de viveiro. A fertilizacdo azotada
aumenta as taxas de crescimento e formacao das folhas em diversas espécies vegetais (Wait et
al., 1998), diminuindo as concentragcdes de compostos de carbono com funcbes defensivas e
provocando o aumento de proteina foliar total (Rao et al., 1993). As folhas sdo mais tenras,
tém geralmente maior conteldo em agua e sdo mais digeriveis. De acordo com Throop &
Lerdau (2004) a concentracdo de azoto no tecido vegetal € um indicador consistente da
qualidade do tecido para a herbivoria, verificando-se uma relagéo positiva, muito forte, entre a
concentragdo de azoto foliar e a sobrevivéncia, desenvolvimento e crescimento dos insectos
fitéfagos.

De acordo com alguns autores, varias caracteristicas quimicas das agulhas dos pinheiros, tais
como contetdo em azoto e em fibra (Devkota & Schmidt, 1990), silica e fendis (Schopf &
Avtzis, 1987 In: Hddar et al., 2004) e terpenos (Tiberi et al., 1999; Petrakis et al., 2001), tém
sido relacionadas com diferencas na performance das larvas recém-eclodidas. Autores como
Schopf & Awvtzis (1987) (In: Hdédar et al., 2004) tém estudado o papel dos compostos
fenolicos verificando que desempenham um papel significativo na mortalidade das larvas de
T. pityocampa. Nao foram feitas analises quimicas para avaliar o teor de taninos e fendis das
agulhas de qualquer dos hospedeiros que constituiram as diferentes dietas, como tal, ndo foi
possivel estabelecer nenhuma relacdo de mortalidade das larvas com possiveis factores de
toxicidade das agulhas provocados por essas substancias. No entanto, podemos observar que o
teor em terpenos descrimina bem as duas espécies, todavia dentro de cada espécie as
diferencas sdo menores. Em particular, no caso do pinheiro bravo a sua composi¢cdo em
terpenos foi semelhante, apesar dos dois tipos de plantas terem tido efeitos diferentes sobre a
nutrigdo das larvas de T. wilkinsoni, o que de certa forma, evidencia que estes compostos ndo
terdo tido neste estudo uma importancia tdo grande como 0s constituintes primarios nos
resultados obtidos.

Os acucares das plantas sdo constituintes nutritivos que estimulam a alimentacdo pelos
insectos. Ha até evidéncias de que as quantidades consumidas estejam relacionadas com o
conteddo em acgucar dos tecidos consumidos (Bernays & Chapman, 1994). Para todas as
dietas estudadas, a concentracdo de agucares soluveis foi superior a concentragdo de agucares
insolUveis (Figs. 46 e 47). Estas diferencas estdo de acordo com os resultados de um estudo de
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Mandre et al. (2002) sobre as alteragcdes sazonais de hidratos de carbono em agulhas de P.
sylvestris, segundo os quais o contetdo em amido nas agulhas com um ano comeca a
aumentar em inicios da Primavera e a decrescer gradualmente durante o Outono, enquanto
que a concentracdo de agucares solGveis aumenta atingindo o seu nivel m&ximo no Inverno.
Em relagdo aos agucares sollveis, ndo se registaram diferencas significativas da sua
concentracdo entre dietas, enquanto a concentracdo de agucares insolGveis, tendo sido muito
variavel, foi maior em Alepo de Carmel e Pinaster de campo, o que ndo permitiu estabelecer
uma relacdo com outras varidveis, como o azoto, nem com os resultados da performance das
larvas.
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5. Conclusoes

As elevadas mortalidades das larvas de T. pityocampa e T. wilkinsoni na dieta com Pinaster de
campo, revelaram que este foi um alimento desadequado, por ter sido de menor qualidade
quer em termos fisicos (maior dureza, menor teor em agua) quer quimicos (menor teor em
azoto e maior razdo C/N), o que tera em grande parte contribuido para as taxas de mortalidade
das larvas, muito elevadas nesta dieta, para as duas espécies de processionaria. Este resultado
foi sobretudo inesperado para T. pityocampa, que em Portugal se alimenta
predominantemente de P. pinaster. Na natureza, apesar das elevadas taxas de mortalidade das
larvas dos primeiros instares resultantes de diversos factores, as larvas sdo capazes de
explorar na arvore as agulhas mais adequadas em termos fisicos e quimicos para se
alimentarem (Branco, com. pessoal). Neste caso, a mortalidade podera ter sido devida a uma
incapacidade das larvas se alimentarem das agulhas de Pinaster campo, uma vez que 0S
consumos registados nesta dieta foram muito baixos ou nulos. Se tivesse sido possivel
alimentar as larvas de T. pityocampa com o pinheiro bravo de viveiro, poder-se-ia ter
elucidado melhor esta questéo.

Os resultados obtidos neste estudo parecem corroborar a hipotese de que as duas espécies tém
diferentes adaptacfes as especies hospedeiras estando, provavelmente, T. wilkinsoni melhor
adaptada para se alimentar de P. halepensis, o que justifica a sua melhor performance quando
alimentada por esta dieta. De facto, foi visivel que a sobrevivéncia das larvas de T. wilkinsoni
em P. halepensis foi superior a sobrevivéncia das larvas de T. pityocampa, tendo sido também
superior a qualquer uma das dietas de P. pinaster, mesmo de viveiro, o que parece confirmar
a melhor adaptacdo de T. wilkinsoni a P. halepensis. Apesar de ambas as espécies de
processionaria se terem desenvolvido e sobrevivido melhor em P. halepensis que em P.
pinaster, T. wilkinsoni teve consistentemente uma melhor sobrevivéncia nas dietas com P.
halepensis que T. pityocampa, concordando assim com a hip6tese de uma melhor adaptacao
ao pinheiro de alepo.

Os resultados sugerem também que as caracteristicas fisicas e quimicas do alimento sdo
importantes na determinacdo do consumo pelas larvas. O contelido em azoto e a textura das
agulhas, foram factores determinantes da sobrevivéncia das larvas nas duas espécies. As
larvas de ambas as espécies de processionaria sobreviveram, consumiram e desenvolveram-se
melhor nas dietas resultantes de plantas criadas em viveiro (com maiores conte(ldos em azoto,
agua e menor dureza das suas agulhas), comparativamente as plantas da mesma espécie
provenientes do campo, que apresentaram menores valores daqueles parametros.

Seria importante que estes estudos fossem repetidos e efectuados com mais réplicas e com um
maior numero de larvas por réplica (min. 30 larvas), para se obterem resultados mais
conclusivos. Como ficou evidenciado, o caracter gregario das larvas destes lepidopteros é um
factor extremamente importante para a sua sobrevivéncia, 0 que também poderd ter
condicionado alguns dos resultados. Seria também interessante estudar uma maior variedade
de pardmetros relativos ao alimento, quer ao nivel fisico quer quimico.

60




Referéncias Bibliogréaficas

Adams, R.P. (2001). Identification of Essential Oil Components by Gas
Chromatography/quadrupole Mass Spectroscopy. 3™ Edition. Allured Publishing
Coorporation. Illinois, USA.

AFN (2010). 5° Inventario Florestal Nacional. Apresentacdo do Relatorio Final. Direcgdo
Nacional de Gestdo Florestal. Acedido em: 10 de Dezembro de 2010, em: http://www.afn.min-
agricultura.pt/portal/ifn/resource/ficheiros/ifn/Apresenta-IFN5-AFN-DNGF-JP.pdf

Albuquerque, J.P.M. (1954). Carta Ecologica de Portugal. Direccdo Geral dos Servicos
Agricolas. Lisboa.

Arnaldo, P.S. & Torres, L.M. (2004). Analise morfométrica das larvas de Thaumetopoea
pityocampa (Den. & Schiff.) usando a largura da cépsula cefalica. X1 Congresso Ibérico de
Entomologia. Funchal, Madeira. 13-17 Setembro.

Arnaldo, P.S. & Torres, L.M. (2006). Effect of different hosts on Thaumetopoea pityocampa
populations in Northeast Portugal. Phytoparasitica, 34 (5): 523-530.

Avtzis, N. (1986). Development of Thaumetopoea pityocampa Schiff. (Lepidoptera:
Thaumetopoeidae) in relation to food consumption. Forest Ecology and Management, 15: 65-
68.

Barrento, M.J., Santos, H., Branco, M., Paiva, M.R. (2008). Monitoriza¢cdo da processionaria do
pinheiro, Thaumetopoea pityocampa. In M. Branco, C. Valente, M.R. Paiva (eds.). Pragas e
doencas em pinhal e eucaliptal: desafios para a sua protec¢ao integrada, ISAPress. Lisboa.

Battisti, A. (2004). Forests and climate change — lessons from insects. Forest, 1(1): 17-24.

Bernays, E.A. & Chapman, R.F. (1994). Host-plant selection by phytophagous insects. Chapman
& Hall. New York.

Berryman, A.A. (1986). Forest Insects. Principles and Practices of Population Management.
Plenum Press. New York.

Bryant, J., Chapin, F.S, Klein, D. (1983). Carbon/nutrient balance of boreal plants in relation to
vertebrate herbivory. Oikos, 40(3): 357-368.

Calvdo, T., Branco, M., Pimentel, C. (2008). Vegetacdo e paisagem: relacdo entre diversidade e
fitéfagos. In: M. Branco, C. Valente, M.R. Paiva (eds.). Pragas e doencas em Pinhal e
Eucaliptal: desafios para a sua gestdo integrada, ISAPress. Lisboa.

Daly, H.V., Doyen, J.T., Purcell, A.H. (1998). Introduction to Insect Biology and Diversity.
Oxford University Press. New York.

Démolin, G. (1969). Comportement des adultes de Thaumetopoea pityocampa Schiff. Dispersion
spatiale, importance écologique. Annales des Sciences Forestiéres, 26: 81-102.

Devkota, B. & Schmidt, G.H. (1990). Larval development of Thaumetopoea pityocampa (Den. &

Schiff.) (Lep., Thaumetopoeidae) from Greece as influenced by different host plants under
laboratory conditions. Journal of Applied Entomology, 109: 321-330.

61



http://www.afn.min-agricultura.pt/portal/ifn/resource/ficheiros/ifn/Apresenta-IFN5-AFN-DNGF-JP.pdf
http://www.afn.min-agricultura.pt/portal/ifn/resource/ficheiros/ifn/Apresenta-IFN5-AFN-DNGF-JP.pdf

Efeito do regime alimentar no desenvolvimento larvar de Thaumetopoea pityocampa e Thaumetopoea wilkinsoni

Dicke, M. (2000). Chemical ecology of host-plant selection by herbivorous arthropods: a
multitrophic perspective. Biochemical Systematics and Ecology, 28: 601-617.

Dixon, R.A. (2001). Natural products and plant disease resistance. Nature, 411: 843-847.

Douma-Petridou, E. (1989). European Thaumetopoea species (Lep., Thaumetopoeidae):
Characteristics and life-cycle. In: G.H. Schmidt (ed.). Proceedings of the Thaumetopoea-
Symposium. At Neustadt a. Rbge near Hannover, Germany. 5-7 July 1989. pp. 12-19.

Evangelista, M. & Valente, C. (2008). Gestdo de pragas em pinhal e eucaliptal. In: M. Branco, C.
Valente, M.R. Paiva (eds.). Pragas e doencas em Pinhal e Eucaliptal: desafios para a sua
gestdo integrada, ISAPress. Lisboa.

Ferreira, M.C. (1992). A processionaria do pinheiro: ciclo biologico, dindmica das populagdes,
danos e meios de luta. Vida Rural, 40(16): 5-11.

Ferreira, M.C. & Ferreira, G.W.S. (2001). Pragas das resinosas. Guia de Campo. Direc¢édo Geral
do Desenvolvimento Rural. 22 Edicéo. Lisboa. 112 pp.

Fraenkel, G.S. (1959). The raison d'étre of secondary plant substances: These odd chemicals arose
as a means of protecting plants from insects and now guide insects to food. Science,
129(3361): 1466-1470.

Gershenzon, J. (1994). The cost of plant chemical defense against herbivory: a biochemical
perspective. In: E.A. Bernays (ed.). Insect Plant Interactions, Vol.5. CRC Press, Boca Raton,
Florida, pp. 105-173.

Gershenzon, J. & Croteau, R. (1991). Terpenoids. In: G.A. Rosenthal, M.R. Berenbaum (eds.).
Herbivores. Their Interactions with Secondary Plant Metabolites. The Chemical Participants,
Vol.1. Academic Press, New York, pp. 165-219.

Gershenzon, J., McConkey, M.E., Croteau, R.B. (2000). Regulation of Monoterpene
Accumulation in Leaves of Peppermint. Plant Physiology, 122: 205-213.

Girard, B. (1996). Retention index calculation using Kovats constant model for linear
temperature-programmed gas chromatography. Journal of Chromatography A, 721: 279-288.

Halperin, J. (1990). Life history of Thaumetopoea spp. (Lep., Thaumetopoeidae) in Israel. Journal
of Applied Entomology, 110: 1-6.

Hodar, J.A., Zamora, R., Castro, J. (2002). Host utilization by moth and larval survival of pine
processionary caterpillar Thaumetopoea pityocampa in relation to food quality in three Pinus
species. Ecological Entomology, 27: 291-301.

Hodar, J.A., Castro, J.,, Zamora, R. (2003). Pine processionary caterpillar Thaumetopoea
pityocampa as a new threat for relict Mediterranean Scots pine forests under climatic warming.
Biological conservation, 110: 123-129.

Hodar, J.A., Zamora, R., Castro, J., Baraza, E. (2004). Feast and famine: previous defoliation

limiting survival of pine processionary caterpillar Thaumetopoea pityocampa in Scots pine
Pinus sylvestris. Acta Oecologica, 26: 203-210.

62




Efeito do regime alimentar no desenvolvimento larvar de Thaumetopoea pityocampa e Thaumetopoea wilkinsoni

Houri, A. & Doughan, D. (2006). Behaviour Patterns of the Pine Processionary Moth
(Thaumetopoea wilkinsoni Tams; Lepidoptera: Thaumetopoeidae). American Journal of
Agricultural and Biological Sciences, 1(1): 1-5.

Kesselmeier, J.H. & Staudt, M. (1999). Biogenic Organic Compounds (VOC): an Overview on
Emission, Physiology and Ecology. Journal of Atmospheric Chemistry, 33: 23-88.

Lagalante, A.F. & Montgomery, M.E. (2003). Analysis of terpenoids from Helmlock (Tsuga)
Species by Solid-Phase Microextraction/Gas Chromatography/lon-Trap Mass Spectrometry.
Journal of Agricultural and food Chemistry, 51: 2115-2120.

Llusia, J. & Pefiuelas, J. (2000). Seasonal patterns of terpene content and emission from seven
Mediterranean woody species in field conditions. American Journal of Botany, 87: 133-140.

Lou, Y. & Baldwin, L.T. (2004). Nitrogen Supply Influences Herbivore-Induced Direct and
Indirect Defenses and Transcriptional Responses in Nicotiana attenuate. Plant Physiology,
135: 496-506.

Mandre, M., Tullus, H., Kldseiko, J. (2002). Partitioning of carbohydrates and biomass of needles
in Scots Pine Canopy. Zeitschrift. Naturforsch., 57c¢: 296-302.

Markalas, S. (1998). Biomass production of Pinus pinaster after defoliation by the pine
processionary moth (Thaumetopoea pityocampa Schiff.). In: M.L. McManus, A.M. Liebhold
(eds.). Proceedings: Population Dynamics, Impacts, and Integrated Management of Forest
Defoliating Insects. USDA Forest Service General Technical Report NE-247, pp. 292-302.

Masultti, L. & Battisti, A. (1990). Thaumetopoea pityocampa (Den. & Schiff.) in Italy: Bionomics
and perspectives of integrated control. Journal of Applied Entomology, 110: 229-234.

Mateus, E. (2008). Characterization of Pinus spp. needles by gas chromatography and mass
spectrometry: Application to plant-insect interactions. Dissertacdo para obtencdo do Grau de
Doutor em Ciéncias do Ambiente. Universidade Nova de Lisboa. Faculdade de Ciéncias e
Tecnologia. Lisboa. 350 pp.

Mattson, W.J. (1980). Herbivory in relation to plant nitrogen content. Annual review of ecology
and systematic, 11: 119-161.

Mendel, Z. (1990). On the origin of the pine processionary caterpillar, Thaumetopoea wilkinsoni
Tams (Lep., Thaumetopoeidae) in Israel. Journal of Applied Entomology, 109: 311-314.

Noe, S.M., Ciccioli, P., Brancaleoni, E., Loreto, F., Niinemets, U. (2006). Emissions of
monoterpenes linalool and ocimene respond differently to environmental changes due to
differences in physico-chemical characteristics. Atmospheric Environment, 40: 4649-4662.

OEPP/EPPO (2004). Diagnostic protocols for regulated pests Thaumetopoea pityocampa. Specific
scope. European and Mediterranean Plant Protection Organization PM 7/37(1). Bulletin
OEPP/EPPO, 34: 295 -297.

Paiva, M.R. (1996). Insect Olfactory Exploitation of Plant Stress Indicators. Verandlungen der
Gesellschaft fiir Okologie, 25: 181-186.

63




Efeito do regime alimentar no desenvolvimento larvar de Thaumetopoea pityocampa e Thaumetopoea wilkinsoni

Paiva, M.R. & Branco, M. (2008). Pragas e doencas florestais, que desafios? In: M. Branco, C.
Valente, M.R. Paiva (eds.). Pragas e doencas em Pinhal e Eucaliptal: desafios para a sua
gestdo integrada, ISAPress. Lisboa.

Paiva, M.R., Santos, H., Mateus, E., Branco, M. (2008). Processionaria do pinheiro selecciona as
arvores hospedeiras com base em estimulos olfactivos. 11° Encontro Nacional de Ecologia.
Vila Real. 20-22 Novembro 2008.

Peninsula digital (2011). Acedido em Janeiro de 2011, em:
http://www.setubalpeninsuladigital.pt/pt/conteudos/indicadores/geograficos/

Paré, P.W. & Tumlinson, J.H. (1999). Plant volatiles as a defense against insect herbivores. Plant
Physiology, 121(2): 325-331.

Pérez-Contreras, T., Soler, J., Soler, M. (2003). Why do pine processionary caterpillars
Thaumetopoea pityocampa (Lepidoptera, Thaumetopoeidae) live in large groups? An
experimental study. Annales Zoologici Fennici, 40: 505-515.

Petrakis, P.V., Roussis, V., Ortiz, A.H. (2001). Host selection by Thaumetopoea pityocampa
(Den. & Schif.): the relative importance of needle terpenoid and morpho-anatomical profiles.
In: K. Radoglou (ed.). Forest Research: a Challenge for an Integrated European Approach, I.
NAGREF. Forest Research Institute, Thessaloniki, pp. 343-348.

Rao, A.C.S., Smith, J.L., Jandhyala, V. K., Papendick, R. I., Parr, J. F. (1993). Cultivar and
climatic effects on protein content of soft white winter wheat. Agronomy Journal, 85: 1023-
1028.

Read, J., Sanson, G.D., Caldwell, E., Clissold, F.J., Chatain, A., Peeters, P., Lamont, B.B., De
Garine-Wichatitsky, M., Jaffre, T., Kerr, S. (2009). Correlations between leaf toughness and
phenolics among species in contrasting environments of Australia and New Caledonia. Annals
of Botany, 103:757-767.

Reddy, G. & Guerrero, A. (2004). Interactions of insect pheromones and plant semiochemicals.
Plant Science, 9(5): 253-261.

Romanyk, N. & Cadahia, D. (1992). Plagas de insectos en las masas forestales espafolas.
Ministerio de Agricultura, Pesca e Alimentacion. Coleccion Técnica. Madrid.

Ryan, M.F. (2002). Insect Chemoreception — Fundamental and Applied. Kluwer Academic
Publishers, Netherlands.

Salvato, P., Battisti, A., Concato, S., Masutti, L., Patarnello, T., Zane, L. (2002). Genetic
differentiation in the winter pine processionary moth (Thaumetopoea pityocampa — wilkinsoni
complex), inferred by AFLP and mitochondrial DNA markers. Molecular Ecology, 11: 2435-
2444,

Santos, J.Q. (1996). Fertilizacdo: fundamentos da utilizacdo dos adubos e correctivos.
Publica¢des Europa-Ameérica. 2° Edi¢cdo. Mem Martins. 437pp.

Schmidt, G.H. (1989). Life cycles of Thaumetopoea species distributed in different regions of

Europe, North Africa and near East. In: G.H. Schmidt (ed.). Proceedings of the Thaumetopoea-
Symposium. At Neustadt a. Rbge near Hannover, Germany. 5-7 July 1989. pp. 20-34.

64



http://www.setubalpeninsuladigital.pt/pt/conteudos/indicadores/geograficos/

Efeito do regime alimentar no desenvolvimento larvar de Thaumetopoea pityocampa e Thaumetopoea wilkinsoni

Schmidt, G.H., Breuer, M, Devkota, B., Bellin, S. (1989). Life cycle and natural enemies of
Thaumetopoea pityocampa (Den. & Schiff.) in Greece. Proceedings of the Thaumetopoea-
Symposium. At Neustadt a. Rbge near Hannover, Germany. 5-7 July 1989. pp. 36-40.

Schneider, D. (1970). Olfactory receptors for the sexual attractant (Bombykol) of the silk moth.
In: The Neurosciences: Second Study Program. F. Schmidt (ed.). Rockfeller University. Press,
New York. pp. 511 -518.

Schulz, S. (1998). Insect-plant interactions. Metabolism of plant compounds to pheromones and
allomones by Lepidoptera and leaf beetles. European Journal of Organic Chemistry, 13-20.

Scriber, J.M. (1977). Limiting effects of low leaf-water content on the nitrogen utilization, energy
budget, and larval growth of Hyalophora cecropia (Lepidoptera: Saturniidae). Oecologia, 28:
269-287.

Semiz, G., Heijari, J., Isik, K., Holopainen, J.K. (2007). Variation in needle terpenoids among
Pinus sylvestris L. (Pinaceae) provenances from Turkey. Biochemical Systematics and
Ecology, 35: 652-661.

Silva, R.N., Monteiro, V.N., Alcanfor, J., Assis, E.M., Asquieri, E.R. (2003). Comparacdo de
métodos para a determinacdo de agucares redutores e totais em mel. Ciéncia e Tecnologia dos
Alimentos, 23(3): 337-341.

Simon, J., Gleadow, R.M., Woodrow, I.E. (2010). Allocation of nitrogen to chemical defence and
plant functional traits in constrained by soil N. Tree Physiology, 30: 1111-1117.

Simonato, M., Mendel, Z., Kerdelhug, C., Rousselet, J., Magnoux, E., Salvato, P., Roques, A.,
Battisti, A., Zane, L. (2007). Phylogeography of the pine processionary moth Thaumetopoea
wilkinsoni in the Near East. Molecular Ecology, 16: 2273-2283.

Staudt, M.; Bertin, N.; Hansen, U.; Seufert, G.; Ciccioli, P.; Foster, P.; Frenzel, B.; Fugit, J.L.
(1997). Seasonal and diurnal patterns of monoterpene emissions from Pinus pinea (L.) under
field conditions. Atmospheric Environment, 31: 145-156.

Supelco (1998). Solid Phase Microextraction: Theory and Optimization of Conditions. Bulletin
923. Supelco, Bellefonte, PA, USA, pp. 1-8.

Throop, H. L. & Lerdau, M. T. (2004). Effects of nitrogen deposition on insect herbivory:
implications for community and ecosystem processes. Ecosystems, 7: 109-133.

Tiberi, R., Niccoli, A., Curini, M., Epifano, F., Marcotullio, M.C., Rosati, O. (1999). The role of
the monoterpene composition in Pinus spp. Needles, in host selection by the pine
processionary caterpillar, Thaumetopoea pityocampa. Phytoparasitica, 27(4): 263-272.

Townsend, C.R., Begon, M., Harper, J.L. (2008). Essentials of Ecology. 3° Edition. Blackwell
Publishing. Oxford, UK, 510 pp.

Tumlinson, J. H. (1988). Contemporary frontiers in insect semiochemical research. Journal of
Chemical Ecology, 14(11): 2109-2130.

Vasconcelos, T., Franco, J.C., Branco, M. (2008a). Os inimigos naturais nos ecossistemas

florestais. In: M. Branco, C. Valente, M.R. Paiva (eds.). Pragas e doencas em Pinhal e
Eucaliptal: desafios para a sua gestéo integrada, ISAPress. Lisboa.

65




Efeito do regime alimentar no desenvolvimento larvar de Thaumetopoea pityocampa e Thaumetopoea wilkinsoni

Vasconcelos, T., Inacio, L., Bonifacio, L. (2008b). Pragas e doengas dos pinheiros. In: M. Branco,
C. Valente, M.R. Paiva (eds.). Pragas e doencas em Pinhal e Eucaliptal: desafios para a sua
gestdo integrada, ISAPress. Lisboa.

Wainhouse, D. (2005) Ecological methods in forest pest management, Oxford University press,
New York.

Wait, D.A., Jones, C.G., Coleman, J.C. (1998); Effects of nitrogen fertilization on leaf chemistry
and beetle feeding are mediated by leaf development. Oikos, 82: 502-514.

Webster, B., Bruce, T., Pickett, J., Hardie, J. (2010). Volatiles functioning as host cues in a blend
become nonhost cues when presented alone to the black bean aphid. Animal Behaviour, 79:
451-457.

Whittaker, R.H. & Feeny, P.P. (1971). Allelochemics: Chemical interactions between species.
Science, 171: 757-770.

Wittstock, U. & Gershenzon, J. (2002). Constitutive plant toxins and their role in defense against
herbivores and pathogens. Current Opinion in Plant Biology, 5: 300-307.

Woods, H.A. (1999). Patterns and mechanisms of growth of fifth instar Manduca sexta
caterpillars following exposure to low or high-protein food during early instars. Physiological
and Biochemical Zoology, 72: 445-54.

Woods, D.L. (1972). Selection and colonisation of ponderosa pine by bark beetles. In: Insect-plant
Relationships. (Ed. H. Van Emden), 6. Symposium of the Royal Entomology Society,
London. Blackwell, London.

Zalucki, M.P., Clarke, A.R., Malcolm, S.B. (2002). Ecology and behavior of first instar larval
Lepidoptera. Annual Review Entomology, 47: 361-393.

Zhang, Q.H. & Paiva, M.R. (1998). Female calling behaviour and male response to the sex
pheromone in Thaumetopoea pityocampa (Den. & Schiff.) (Lep., Thaumetopoeidae). Journal
of Applied Entomology, 122: 353-360.

Zini, C.A., Augusto, F., Christensen, E., Caramao, E.B., Pawliszyn, J. (2002). SPME Applied to

the Study of Volatile Organic Compounds Emitted by three Species of Eucalyptus in Situ.
Journal of Agricultural and Food Chemistry, 50: 7199-7205.

66




ANEXOS



ANEXO 1 - Inimigos naturais de Thaumetopoea pityocampa

Ovos

Parasitoides

Oencyrtus pityocampae Mercet. (Hym., Oencyrtidae) (generalista)

Bariscapus servadeii Domenichini (Hym., Eulophidae) (especialista)

Trichogramma embryophagum Hartg (Hym, Trichogrammatidae)
(general.)

Trichogramma semblidis Aurivillus (Hym., Trichogrammatidae)
(general.)

Anastatus bifasciatus Boyer de Fons. (Hym., Eupelmidae)

Predadores

Epphiger epphipiger Fiebig (Orth., Tettigonidae)

Oecanthus pellucens Scopoli (Orth., Gryllidae)

Parasitoides

Phryxe caudata Rond. (Dipt., Tachinidae) (especialista)

Erigorgus femorator Aubert (Hym., Ichneumonidae)

Compsilura concinnata Meig. (Dipt., Tachinidae)

Meteorus versicolor Wesm. (Hym. Braconidae)

Larvas

Predadores

Xanthandrus comptus Harris (Dipt. Syrphidae)

Carabus graecus Dejean (Col., Carabidae)

Linepithema humile Mayr (Hym., Formicidae)

Parus major (Passerif., Paridae)

Upupa epops (Upupif., Upupidae)

Doencas

Bacillus thuringiensis Berliner

Beauveria bassiana Vuill. (Classe Deuteromiceta)

Parasitoides

Villa brunnea Beck. (Dipt. Bombyliidae)

Coelichneumon rudis (Fonsec.) (Hym., Ichneumonidae)

Pupas

Predadores

Calasoma scycophanta L. (Col., Carabidae)

Doencas

Beauveria bassiana Vuill. (Classe Deuteromiceta)

Cordyceps militaris (Classe Ascomycetes)

Adultos

Predadores

Camponotus sylvaticus Ol. (HYm., Formicidae)

Merops apiaster L. (Coraciif., Meropidae)

ANEXO 2 - Ficha de registos dos ensaios de alimentacao

Espécie:

Ensaio: Dia: Hora:

Instar

Caixa

N° vivas N° mortas Exuvias %consumo Fezes

<

<
<




ANEXO 3 - Analise de sobrevivéncia para as larvas de 1° instar de T. pityocampa

Survival Table

Instar Hospedeiro  Tempo (dias) sobrev e.p.
1 Pinaster 0 1,000 0,000
1 3 0,890 0,018
1 4 0,682 0,026
1 7 0,390 0,027
1 10 0,242 0,024
1 11 0,211 0,023
1 14 0,107 0,017
1 Alepo C 0 1,000 0,000
1 0,868 0,021
1 4 0,705 0,028
1 0,322 0,029
1 10 0,151 0,022
1 11 0,147 0,022
1 14 0,054 0,014
1 Carmel 0 1,000 0,000
1 0,810 0,028
1 7 0,415 0,035
1 10 0,310 0,033
1 14 0,250 0,031
1 S Jodo 0 1,000 0,000
1 0,820 0,027
1 7 0,340 0,033
1 10 0,150 0,025
1 14 0,095 0,021
Means and Medians for Survival Time
Dieta Mean?® Median
95% Confidence Interval 95% Confidence Interval
Estimate | Std. Error | Lower Bound | Upper Bound | Estimate | Std. Error | Lower Bound | Upper Bound
Pinaster campo 7,389 ,187 7,023 7,755 7,000 ,239 6,531 7,469
Alepo campo 7,328 ,188 6,960 7,697 7,000 ,202 6,603 7,397
Alepo Carmel 8,650 ,244 8,171 9,129 7,000 ,255 6,500 7,500
Alepo S.Jodo 7,900 ,237 7,436 8,364 7,000 ,279 6,453 7,547
Overall 7,747 ,107 7,538 7,956 7,000 114 6,776 7,224
a. Estimation is limited to the largest survival time if it is censored.
Pairwise Comparisons
Dieta Pinaster campo Alepo campo Alepo Carmel Alepo S.Jodo
Chi-Square | Sig. | Chi-Square | Sig. | Chi-Square | Sig. | Chi-Square | Sig.
Log Rank Pinaster campo , 757 ,384 24,954 ,000 2,135 ,144
(Mantel-Cox) Alepo campo 757 384 33,573 | ,000 5,421 ,020
Alepo Carmel 24,954 ,000 33,573 ,000 8,205 ,004
Alepo S.Jodo 2,135 ,144 5,421 ,020 8,205 ,004




ANEXO 4 — Analise de sobrevivéncia para as larvas de 2° instar de T. pityocampa

Survival table

Instar Hospedeiro Tempo (dias) sobrev e.p.
1 Pinaster campo 0 1,000 0,000
1 3 0,988 0,007
1 4 0,892 0,020
1 7 0,692 0,029
1 10 0,552 0,031
1 11 0,488 0,032
1 14 0,388 0,031
1 17 0,368 0,037
1 18 0,336 0,030
1 21 0,240 0,027
1 24 0,235 0,027
1 25 0,144 0,024
1 28 0,128 0,024
1 31 0,051 0,022
1 Alepo campo 0 1,000 0,000
1 3 0,996 0,004
1 0,916 0,018
1 7 0,718 0,029
1 10 0,634 0,031
1 11 0,613 0,032
1 14 0,525 0,032
1 17 0,496 0,032
1 18 0,475 0,032
1 21 0,347 0,031
1 24 0,247 0,029
1 25 0,233 0,028
1 28 0,200 0,027
1 31 0,174 0,026
1 Alepo Carmel 0 1,000 0,000
1 3 0,996 0,004
1 0,977 0,009
1 7 0,884 0,020
1 10 0,799 0,025
1 11 0,784 0,026
1 14 0,734 0,027
1 17 0,476 0,035
1 18 0,381 0,035
1 21 0,348 0,039
1 Alepo S Jodo 0 1,000 0,000
1 0,988 0,007
1 0,967 0,011
1 0,925 0,016
1 10 0,910 0,018
1 14 0,831 0,023
1 17 0,805 0,025
1 18 0,709 0,029
1 21 0,566 0,032
1 24 0,292 0,039
1 28 0,165 0,037
1 31 0,151 0,037



ANEXO 4 — Analise de sobrevivéncia para as larvas de 2° instar de T. pityocampa (cont.)

Means and Medians for Survival Time

Dieta Mean® Median
95% Confidence Interval 95% Confidence Interval
Estimate | Std. Error | Lower Bound | Upper Bound | Estimate | Std. Error | Lower Bound | Upper Bound
Pinaster campo 15,067 ,568 13,953 16,180 11,000 771 9,489 12,511
Alepo campo 17,629 ,636 16,382 18,876 17,000 1,216 14,616 19,384
Alepo Carmel 16,549 ,316 15,930 17,168 17,000 ,401 16,213 17,787
Alepo S.Jodo 22,097 476 21,165 23,029 24,000 ,428 23,162 24,838
Overall 20,659 ,290 20,090 21,229 21,000 ATT 20,065 21,935
a. Estimation is limited to the largest survival time if it is censored.
Pairwise Comparisons
Dieta Pinaster campo Alepo campo Alepo Carmel Alepo S.Jodo
Chi-
Square Sig. Chi-Square Sig. Chi-Square Sig. | Chi-Square Sig.
Log Rank Pinaster campo 9,472 ,002 20,955 ,000 59,917 ,000
(Mantel-Cox)  Alepo campo 9,472 | ,002 1,222 1269 18,058 ,000
Alepo Carmel 20,955 ,000 1,222 ,269 36,232 ,000
Alepo S.Jo&o 59,917 ,000 18,058 ,000 36,232 ,000




ANEXO 5 — Analise de sobrevivéncia para as larvas de 1° instar de T. wilkinsoni

Survival table

Instar Hospedeiro Tempo (dias) sobrev e.p.
1 Pinaster campo 0 1,000 0,000
1 3 0,872 0,017
1 4 0,519 0,025
1 6 0,439 0,025
1 7 0,288 0,023
1 10 0,246 0,022
1 11 0,088 0,014
1 14 0,040 0,010
1 18 0,016 0,006
1 21 0,000 0,000
1 Pinaster viveiro 0 1,000 0,000
1 3 0,777 0,031
1 4 0,589 0,037
1 6 0,503 0,038
1 7 0,417 0,037
1 10 0,326 0,035
1 13 0,217 0,031
1 17 0,120 0,025
1 19 0,080 0,021
1 20 0,063 0,018
1 24 0,023 0,011
1 Alepo campo 0 1,000 0,000
1 0,744 0,023
1 0,592 0,026
1 10 0,575 0,027
1 11 0,491 0,027
1 13 0,471 0,027
1 14 0,399 0,026
1 15 0,394 0,026
1 17 0,388 0,026
1 18 0,368 0,026
1 19 0,360 0,026
1 20 0,352 0,026
1 21 0,215 0,024
1 24 0,167 0,023
1 25 0,048 0,018
1 28 0,040 0,016
1 Alepo Carmel 0 1,000 0,000
1 0,742 0,023
1 0,668 0,025
1 10 0,665 0,025
1 11 0,612 0,026
1 13 0,609 0,026
1 14 0,590 0,026
1 15 0,575 0,026
1 17 0,549 0,027
1 18 0,327 0,027
1 19 0,304 0,027
1 20 0,293 0,027
1 21 0,286 0,027



ANEXO 5 — Analise de sobrevivéncia para as larvas de 1° instar de T. wilkinsoni (cont.)

1 Alepo S. Jodo 0 1,000 0,000

1 4 0,674 0,025

1 0,603 0,026

1 10 0,592 0,026

1 11 0,526 0,026

1 13 0,513 0,026

1 14 0,351 0,026

1 15 0,328 0,027

1 17 0,311 0,027

1 18 0,212 0,025

1 19 0,172 0,025

1 20 0,146 0,024

1 22 0,138 0,024

1 24 0,046 0,020

Means and Medians for Survival Time
Dieta Mean® Median
95% Confidence Interval 95% Confidence Interval
Estimate | Std. Error | Lower Bound | Upper Bound | Estimate | Std. Error | Lower Bound | Upper Bound
Alepo campo 13,647 454 12,757 14,536 11,000 ,612 9,801 12,199
Alepo Carmel 15,514 ,480 14,573 16,456 18,000 ,332 17,349 18,651
Pinaster viveiro 9,126 ,492 8,162 10,090 7,000 ,652 5,722 8,278
Pinaster campo 6,930 ,204 6,530 7,331 6,000 172 5,663 6,337

Alepo S Jodo 12,256 ,392 11,488 13,024 14,000 ,438 13,141 14,859
Overall 11,735 ,202 11,340 12,131 10,000 ,282 9,448 10,552

a. Estimation is limited to the largest survival time if it is censored.

Pairwise Comparisons

Dieta Alepo C Carmel Pbviveir Pinaster S Jodo

Chi-Square | Sig. Chi-Square | Sig. Chi-Square Sig. Chi-Square Sig. | Chi-Square | Sig.

Log Rank Alepo C 7,661 ,006 61,581 ,000 192,851 ,000 8,047 ,005
(Mantel-Cox) Carmel 7,661 ,006 99,503 ,000 272,774 ,000 30,337 ,000
Pbviveir 61,581 | ,000 99,503 ,000 17,570 ,000 32,112 ,000
Pinaster 192,851 | ,000 272,774 ,000 17,570 ,000 170,318 | ,000

S Jodo 8,047 ,005 30,337 ,000 32,112 ,000 170,318 ,000




ANEXO 6 — Analise de sobrevivéncia para as larvas de 2° instar de T. wilkinsoni

Survival table

Instar Hospedeiro Tempo (dias) sobrev e.p.
1 Pinaster campo 0 1,000 0,000
1 3 0,987 0,007
1 4 0,941 0,015
1 7 0,756 0,028
1 10 0,739 0,028
1 12 0,529 0,032
1 13 0,521 0,032
1 16 0,487 0,032
1 17 0,353 0,031
1 20 0,282 0,029
1 23 0,248 0,028
1 27 0,193 0,026
1 31 0,097 0,019
1 35 0,046 0,014
1 37 0,007 0,006
1 Pinaster viveiro 0 1,000 0,000
1 0,996 0,004
1 4 0,971 0,010
1 0,872 0,020
1 10 0,868 0,020
1 12 0,813 0,024
1 16 0,810 0,024
1 17 0,757 0,027
1 22 0,736 0,028
1 27 0,683 0,029
1 31 0,514 0,033
1 35 0,293 0,034
1 37 0,198 0,033
1 41 0,146 0,030
1 Alepo campo 0 1,000 0,000
1 0,979 0,010
1 0,887 0,023
1 12 0,810 0,028
1 17 0,759 0,031
1 22 0,723 0,032
1 27 0,687 0,033
1 31 0,641 0,034
1 35 0,258 0,037
1 37 0,191 0,034
1 Alepo Carmel 0 1,000 0,000
1 0,986 0,008
1 0,946 0,015
1 12 0,905 0,020
1 17 0,860 0,023
1 22 0,824 0,026
1 27 0,752 0,029
1 31 0,623 0,033
1 35 0,461 0,036
1 37 0,066 0,025
1 41 0,055 0,023



ANEXO 6 — Analise de sobrevivéncia para as larvas de 2° instar de T. wilkinsoni (cont.)

1 Alepo S. Jodo 1,000 0,000
1 4 0,961 0,014
1 0,887 0,022
1 12 0,847 0,025
1 17 0,798 0,028
1 22 0,783 0,029
1 27 0,695 0,032
1 31 0,626 0,034
1 35 0,169 0,034
1 37 0,152 0,032
Means and Medians for Survival Time
Dieta Mean® Median
95% Confidence Interval 95% Confidence Interval
Estimate | Std. Error | Lower Bound | Upper Bound | Estimate | Std. Error | Lower Bound | Upper Bound
Alepo campo 28,665 787 27,123 30,206 35,000 ,390 34,235 35,765
Alepo Carmel 31,325 ,625 30,101 32,549 35,000 ,392 34,231 35,769
Pinaster viveiro | 28,951 ,733 27,514 30,389 35,000 ,703 33,622 36,378
Pinaster campo | 17,319 ,635 16,075 18,563 16,000 ,587 14,850 17,150
Alepo S Jodo 29,077 732 27,643 30,511 35,000 ,294 34,423 35,577
Overall 27,229 ,360 26,525 27,934 31,000 ,229 30,551 31,449
a. Estimation is limited to the largest survival time if it is censored.
Pairwise Comparisons
Dieta Alepo C Carmel Pbviveir Pinaster S Jodo
Chi-Square | Sig. Chi-Square | Sig. Chi-Square Sig. Chi-Square Sig. | Chi-Square | Sig.
Log Rank Alepo C ,791 374 ,988 ,320 133,851 ,000 ,359 ,549
(Mantel-Cox) Carmel 791 ,374 3,721 ,054 193,887 ,000 3,006 ,083
Pbviveir ,988 ,320 3,721 ,054 138,114 ,000 ,335 ,563
Pinaster 133,851 ,000 193,887 ,000 138,114 ,000 141,210 ,000
S Jodo ,359 ,549 3,006 ,083 ,335 ,563 141,210 ,000




ANEXO 7 — Analise das mudancas de instar das larvas de 1° instar de T. pityocampa

Means and Medians for Survival Time

Dieta Mean® Median
95% Confidence Interval 95% Confidence Interval
Estimate | Std. Error | Lower Bound | Upper Bound | Estimate | Std. Error | Lower Bound | Upper Bound
Alepo campo 12,198 ,246 11,716 12,679
Alepo Carmel 10,024 ,231 9,571 10,477 10,000 425 9,168
Pinaster campo 10,899 ,285 10,341 11,458 14,000 1,753 10,564
Alepo S. Jodo 11,341 ,328 10,698 11,983 14,000
Overall 10,972 ,145 10,687 11,257 11,000 ,271 10,470
a. Estimation is limited to the largest survival time if it is censored.
Pairwise Comparisons
Dieta Alepo campo Alepo Carmel Pinaster campo Alepo S. Jodo
Chi-
Chi-Square | Sig. | Chi-Square | Sig. | Chi-Square | Sig. Square Sig.
Log Rank Alepo campo 30,045 ,000 16,843 ,000 6,475 ,011
(Mantel- Alepo Carmel 30,045 | ,000 ,387 534 | 3,245 072
Cox) Pinaster campo | 16,843 | ,000 ,387 534 2,342 126
Alepo S. Jodo 6,475 ,011 3,245 ,072 2,342 ,126




ANEXO 8 — Analise das mudancas de instar das larvas de 2° instar de T. pityocampa

Means and Medians for Survival Time

Dieta Mean® Median
95% Confidence Interval 95% Confidence Interval
Estimate | Std. Error | Lower Bound | Upper Bound | Estimate | Std. Error | Lower Bound | Upper Bound
Alepo campo 19,497 727 18,073 20,921 18,000 ,176 17,655 18,345
Alepo Carmel 11,280 ,260 10,770 11,789 11,000 ,090 10,824 11,176
Pinaster campo 20,031 ,823 18,418 21,643 18,000 ,197 17,614 18,386
Alepo S. Jodo 13,194 474 12,266 14,123 11,000 ,101 10,802 11,198
Overall 15,675 ,335 15,019 16,331 14,000 ,356 13,303 14,697
a. Estimation is limited to the largest survival time if it is censored.
Pairwise Comparisons
Dieta Alepo campo Alepo Carmel Pinaster campo Alepo S. Jodo
Chi-
Chi-Square | Sig. | Chi-Square | Sig. | Chi-Square | Sig. Square Sig.
Log Rank  Alepo campo 106,205 ,000 ,284 ,594 71,963 ,000
(Mantel- Alepo Carmel 106,205 | ,000 104,821 | ,000 7,136 ,008
Cox) Pinaster campo 284 594 | 104,821 | ,000 70,483 | ,000
Alepo S. Jodo 71,963 ,000 7,136 ,008 70,483 ,000
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ANEXO 9 — Analise das mudancas de instar das larvas de 1° instar de T. wilkinsoni

Means and Medians for Survival Time

Dieta Mean® Median
95% Confidence Interval 95% Confidence Interval
Estimate | Std. Error | Lower Bound | Upper Bound | Estimate | Std. Error | Lower Bound | Upper Bound
Alepo campo 16,908 ,703 15,529 18,287 17,000 ,995 15,050 18,950
Alepo Carmel 13,529 ,580 12,393 14,666 11,000 ,949 9,140 12,860
Pinaster viveiro 22,706 , 701 21,333 24,079
Pinaster campo 19,087 ,690 17,734 20,440
Alepo S. Jodo 13,825 ,594 12,660 14,989 13,000 1,336 10,381 15,619
Overall 16,464 ,396 15,689 17,240 15,000 ,544 13,935 16,065
a. Estimation is limited to the largest survival time if it is censored.
Pairwise Comparisons
Dieta Alepo campo Alepo Carmel Pinaster viveiro Pinaster campo Alepo S. Jodo
Chi- Chi-
Square | Sig. | Chi-Square | Sig. | Chi-Square | Sig. | Chi-Square | Sig. Square Sig.
Log Rank Alepo campo 18,282 ,000 18,817 ,000 19,339 ,000 11,927 ,001
(Mantel- Alepo Carmel 18,282 | ,000 ‘ 38,723 ,000 59,573 ,000 ,864 ,353
Cox) Pinaster viveiro | 18,817 | ,000 ‘ 38,723 ,000 3,203 ,073 32,337 ,000
Pinaster campo | 19,339 | ,000 ‘ 59,573 ,000 3,203 ,073 48,235 ,000
Alepo S. Jodo 11,927 | ,001 ‘ ,864 ,353 32,337 ,000 48,235 ,000
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ANEXO 10 — Analise das mudangas de instar das larvas de 2° instar de T. wilkinsoni

Means and Medians for Survival Time

Dieta Mean® Median
95% Confidence Interval 95% Confidence Interval
Estimate | Std. Error | Lower Bound | Upper Bound | Estimate | Std. Error | Lower Bound | Upper Bound
Alepo campo 27,237 ,573 26,115 28,360 27,000 ,578 25,868 28,132
Alepo Carmel 24,047 ,841 22,400 25,695 22,000 741 20,548 23,452
Pinaster viveiro 21,162 ,594 19,998 22,327 17,000 ,662 15,702 18,298
Pinaster campo 33,559 ,807 31,978 35,141 37,000 ,000
Alepo S. Jodo 24,017 ,860 22,331 25,704 22,000 741 20,547 23,453
Overall 25,376 ,393 24,606 26,146 23,000 411 22,195 23,805
a. Estimation is limited to the largest survival time if it is censored.
Pairwise Comparisons
Dieta Alepo campo Alepo Carmel Pinaster viveiro Pinaster campo Alepo S. Jodo
Chi- Chi-
Square | Sig. | Chi-Square | Sig. | Chi-Square | Sig. | Chi-Square | Sig. Square Sig.
Log Rank Alepo campo 11,235 ,001 32,235 ,000 31,856 ,000 14,718 ,000
(Mantel- Alepo Carmel 11,235 | ,001 ‘ 8,315 ,004 63,672 ,000 ,010 ,920
Cox) Pinaster viveiro | 32,235 | ,000 ‘ 8,315 ,004 97,355 ,000 6,129 ,013
Pinaster campo | 31,856 | ,000 ‘ 63,672 ,000 97,355 ,000 64,680 ,000
Alepo S. Jodo 14,718 | ,000 ‘ ,010 ,920 6,129 ,013 64,680 ,000
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Anexo 11 — Resultados dos testes ndo paramétricos aplicados a variavel Consumo para T. pityocampa, L1

T. pityocampa, L1 - Kruskal-Wallis Test

Ranks

Test Statistics®”

Dieta

Consumo

Total

Pinaster campo
Alepo campo
Alepo Carmel

Alepo S. Jodo

N Mean Rank Consumo

46 39,48 Chi-square 56,257

35 68,80 df 3

39 104,94 Asymp. Sig. _ ,000
a. Kruskal Wallis Test

21 80,69 b. Grouping Variable: Dieta

141

Mann-Whitney Test

13

Ranks Ranks Ranks
Dieta N | Mean Rank | Sum of Ranks Dieta N | Mean Rank | Sum of Ranks Dieta N | Mean Rank | Sum of Ranks
Consumo  Pinaster campo | 46 33,43 1538,00 Consumo Pinaster campo | 46 26,07 1199,00 Consumo Pinaster campo | 46 26,98 1241,00
Alepo campo 35 50,94 1783,00 Alepo Carmel 39 62,97 2456,00 Alepo S. Joédo 21 49,38 1037,00
Total 81 Total 85 Total 67
Ranks Ranks Ranks
Dieta N | Mean Rank | Sum of Ranks Dieta N | Mean Rank | Sum of Ranks Dieta N | Mean Rank | Sum of Ranks
Consumo  Alepo campo 35 26,99 944,50 Consumo  Alepo campo 35 26,87 940,50 Consumo  Alepo Carmel 39 35,03 1366,00
Alepo Carmel 39 46,94 1830,50 Alepo S. Jodo 21 31,21 655,50 Alepo S. Jodo 21 22,10 464,00
Total 74 Total 56 Total 60
Dieta Pinaster campo | Alepo campo | Alepo Carmel [ Alepo S. Jodo
Mann-Whitney U | Pinaster campo 457,0; p=0,001 [ 118,0;p=0,000] 160,0; p=0,000
Alepo campo 457,0; p=0,001 314,5;p=0,000| 310,5:p=0,330
Alepo Carmel 118,0;p=0,000 | 314,5;p=0,000 233,0;p=0,006
Alepo S. Jodo 160,0; p=0,000 | 310,5:p=0,330 | 233,0;p=0,006




Anexo 12 — Resultados dos testes ndo paramétricos aplicados a variavel Consumo para T. pityocampa, L2

T. pityocampa, L2 - Kruskal-Wallis Test

Ranks

Test Statistics®”

Dieta

Consumo

Total

Pinaster campo
Alepo campo
Alepo Carmel

Alepo S. Jodo

N Mean Rank Consumo

47 31,60 Chi-square 110,538

63 112,09 df 3

38 123,43 Asymp. Sig. : ,000
a. Kruskal Wallis Test

49 127,88 b. Grouping Variable: Dieta

197

Mann-Whitney Test

Ranks Ranks Ranks
Dieta N | Mean Rank | Sum of Ranks Dieta N [ Mean Rank | Sum of Ranks Dieta N | Mean Rank | Sum of Ranks
Consumo Pinaster campo | 47 27,62 1298,00 Consumo Pinaster campo | 47 27,98 1315,00 Consumo Pinaster campo | 47 24,00 1128,00
Alepo campo 63 76,30 4807,00 Alepo Carmel 38 61,58 2340,00 Alepo S. Joado 49 72,00 3528,00
Total 110 Total 85 Total 96
Ranks Ranks Ranks
Dieta N | Mean Rank | Sum of Ranks Dieta N | Mean Rank | Sum of Ranks Dieta N | Mean Rank | Sum of Ranks
Consumo  Alepo campo 63 47,63 3000,50 Consumo  Alepo campo 63 52,16 3286,00 Consumo  Alepo Carmel 38 44,26 1682,00
Alepo Carmel 38 56,59 2150,50 Alepo S. Joédo 49 62,08 3042,00 Alepo S. Jodo 49 43,80 2146,00
Total 101 Total 112 Total 87
Dieta Pinaster campo | Alepo campo | Alepo Carmel [ Alepo S. Jodo
Mann-Whitney U | Pinaster campo 170,0; p=0,000 | 187,0;p=0,000 | 000,0; p=0,000
Alepo campo 170,0; p=0,000 984,5;p=0,136 | 1270,0:p=0,109
Alepo Carmel 187,0;p=0,000 | 984,5;p=0,136 921,0;p=0,932
Alepo S. Jodo 000,0; p=0,000 | 1270,0:p=0,109 | 921,0;p=0,932
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T. wilkinsoni, L1 - Kruskal-Wallis Test

Anexo 13 — Resultados dos testes ndo paramétricos aplicados a variavel Consumo para T. wilkinsoni, L1

Ranks
Dieta N Mean Rank Test Statistics®”
Consumo Pinaster campo 27 27,61 Consumo
Pinaster viveiro 29 40,53 Chi-square 121,610
Alepo campo 56 119,05 df
Asymp. Sig. ,000
Alepo Carmel 64 158,53 a. Kruskal Wallis Test
Alepo S. Jodo 54 145,02 b. Grouping Variable: Dieta
Total 230
Mann-Whitney Test
Ranks Ranks Ranks
Dieta N | Mean Rank | Sum of Ranks Dieta N | Mean Rank | Sum of Ranks Dieta N | Mean Rank | Sum of Ranks
Consumo Pinaster campo | 27 23,43 632,50 Consumo Pinaster campo | 27 15,33 414,00 Consumo Pinaster campo | 27 15,02 405,50
Pinaster viveiro | 29 33,22 963,50 Alepo campo 56 54,86 3072,00 Alepo Carmel 64 59,07 3780,50
Total 56 Total 83 Total 91
Ranks Ranks Ranks
Dieta N | Mean Rank | Sum of Ranks Dieta N | Mean Rank | Sum of Ranks Dieta N | Mean Rank | Sum of Ranks
Consumo  Pinaster campo | 27 15,83 427,50 Consumo Pinaster viveiro 29 17,86 518,00 Consumo Pinaster viveiro | 29 16,74 485,50
Alepo S. Jodo 54 53,58 2893,50 Alepo campo 56 56,02 3137,00 Alepo Carmel 64 60,71 3885,50
Total 81 Total 85 Total 93
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Anexo 13 — Resultados dos testes ndo paramétricos aplicados a variavel Consumo para T. wilkinsoni, L1 (cont.)

Ranks Ranks
Dieta N | Mean Rank | Sum of Ranks Dieta N | Mean Rank | Sum of Ranks
Consumo Pinaster viveiro | 29 17,71 513,50 Consumo Alepo Carmel 64 63,41 4058,50
Alepo S. Jodo 54 55,05 2972,50 Alepo S. Jo&o 54 54,86 2962,50
Total 83 Total 118
Ranks Ranks
Dieta N | Mean Rank | Sum of Ranks Dieta N | Mean Rank | sum of Ranks
Consumo Alepo campo 56 46,40 2598,50 Consumo  Alepo campo 56 47,28 2647 50
Alepo Carmel 64 72,84 4661,50 Alepo S. Jodo | 54 64,03 345750
Total 120 Total 110
Dieta Pinaster campo | Pinaster viveiro | Alepo campo Alepo Carmel | Alepo S. Jodo
Mann-Whitney U | Pinaster campo 254,5; p=0,021 | 36,00; p=0,000 | 27,50; p=0,000 | 49,50; p=0,000
Pinaster viveiro | 254,5; p=0,021 83,00; p=0,000 [ 50,500;p=0,000 | 78,50,p=0,000
Alepo campo 36,00; p=0,000 | 83,00; p=0,000 1002,5;p=0,000 | 1051,5:p=0,006
Alepo Carmel 27,50, p=0,000 | 50,500;p=0,000 | 1002,5;p=0,000 1477,5;p=0,176

Alepo S. Jodo

49,50; p=0,000

78,50;p=0,000

1051,5:p=0,006

1477,5,p=0,176
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T. wilkinsoni, L2 - Kruskal-Wallis Test

Anexo 14 — Resultados dos testes ndo paramétricos aplicados a variavel Consumo para T. wilkinsoni, L2

Ranks
Dieta N Mean Rank Test Statistics®”
Consumo Pinaster campo 53 45,22 Consumo
Pinaster viveiro 77 105,89 Chi-square 141,482
Alepo campo 46 182,93 df 4
Asymp. Sig. ,000
Alepo Carmel 47 175,96 a. Kruskal Wallis Test
Alepo S. Jodo 46 197,39 b. Grouping Variable: Dieta
Total 269
Mann-Whitney Test
Ranks Ranks Ranks
Dieta N | Mean Rank | Sum of Ranks Dieta N [ Mean Rank | Sum of Ranks Dieta N | Mean Rank | Sum of Ranks
Consumo  Pinaster campo | 53 39,96 2118,00 Consumo Pinaster campo | 53 28,83 1528,00 Consumo Pinaster campo | 53 28,60 1516,00
Pinaster viveiro | 77 83,08 6397,00 Alepo campo 46 74,39 3422,00 Alepo Carmel 47 75,19 3534,00
Total 130 Total 99 Total 100
Ranks Ranks Ranks
Dieta N | Mean Rank | Sum of Ranks Dieta N | Mean Rank | Sum of Ranks Dieta N | Mean Rank | Sum of Ranks
Consumo Pinaster campo | 77 46,13 3552,00 Consumo  Pinaster viveiro | 77 45,57 3509,00 Consumo  Pinaster viveiro | 77 48,11 3704,50
Alepo S. Jodo 46 88,57 4074,00 Alepo campo 46 89,50 4117,00 Alepo Carmel 47 86,07 4045,50
Total 123 Total 123 Total 124
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Anexo 14 — Resultados dos testes ndo paramétricos aplicados a variavel Consumo para T. wilkinsoni, L2 (cont.)

Ranks Ranks
Dieta N | Mean Rank | Sum of Ranks Dieta N | Mean Rank | Sum of Ranks
Consumo Pinaster viveiro | 53 33,36 1768,00 Consumo Alepo Carmel | 47 41,45 1948,00
Alepo S. Joédo 46 69,17 3182,00 Alepo S. Jodo | 46 52,67 2423,00
Total 99 Total 93
Ranks Ranks
Dieta N | Mean Rank | Sum of Ranks Dieta N | Mean Rank | sum of Ranks
Consumo Alepo campo 46 48,79 2244,50 Consumo  Alepo campo 46 40,75 1874.50
Alepo Carmel 47 45,24 2126,50 Alepo S. Jodo 46 52,25 240350
Total 23 Total 92
Dieta Pinaster campo | Pinaster viveiro | Alepo campo | Alepo Carmel | Alepo S. Jodo
Mann-Whitney U | Pinaster campo 687,0; p=0,000 | 97,0; p=0,000 | 85,0; p=0,000 | 96,5; p=0,000
Pinaster viveiro | 687,0; p=0,000 506,0;p=0,000 | 701,5;p=0,000 | 549,0;p=0,000
Alepo campo 97,0, p=0,000 | 506,0;p=0,000 998,5,p=0,526 | 793,5:p=0,039
Alepo Carmel 85,0; p=0,000 | 701,5;p=0,000 | 998,5;p=0,526 820;p=0,045
Alepo S. Jodo 96,5; p=0,000 | 549,0;p=0,000 | 793,5:p=0,039 | 820;p=0,045




Anexo 15 — Resultados dos testes ndo parametricos aplicados a variavel Fezes para T. pityocampa, L1

T. pityocampa, L1 - Kruskal-Wallis Test

Test Statistics®”

Ranks
Dieta N Mean Rank Fezes
Fezes Pinaster campo 55 87,89 Chi-square 4,780
Alepo campo 43 75,76 df
Alepo Carmel 46 97,86 :slz::fk.aslivg\]l.allis Test o
Alepo S. Jo&o 28 81,61 b. Grouping Variable: Dieta
Total 172
Mann-Whitney Test
Ranks Ranks Ranks
Dieta N | Mean Rank | Sum of Ranks Dieta N [ Mean Rank | Sum of Ranks Dieta N | Mean Rank | Sum of Ranks
Fezes Pinaster campo | 55 52,28 2875,50 Fezes Pinaster campo | 55 48,63 2674,50 Fezes Pinaster campo | 55 42,98 2364,00
Alepo campo 43 45,94 1975,50 Alepo Carmel 46 53,84 2476,50 Alepo S. Joado 28 40,07 1122,00
Total 98 Total 10 Total 83
Ranks Ranks Ranks
Dieta N | Mean Rank | Sum of Ranks Dieta N | Mean Rank | Sum of Ranks Dieta N | Mean Rank | Sum of Ranks
Fezes Alepo campo 43 38,57 1658,50 Fezes Alepo campo 43 35,24 1515,50 Fezes Alepo Carmel 46 40,01 1840,50
Alepo Carmel 46 51,01 2346,50 Alepo S. Joé&o 28 37,16 1040,50 Alepo S. Joé&o 28 33,38 934,50
Total 89 Total 71 Total 74
Dieta Pinaster campo | Alepo campo Alepo Carmel Alepo S. Jo&o
Mann-Whitney U | Pinaster campo 1029,5;p=0,268 | 1134,5; p=0,371 | 716,0; p=0,598
Alepo campo 1029,5;p=0,268 712,5;p=0,023 569,5:p=0,699
Alepo Carmel 1134,5; p=0,371 | 712,5;p=0,023 528,5;p=0,196
Alepo S. Jodo 716,0; p=0,598 | 569,5:p=0,699 528,5;p=0,196
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T. pityocampa, L2 - Kruskal-Wallis Test

Anexo 16 — Resultados dos testes ndo parametricos aplicados a variavel Fezes para T. pityocampa, L2

Test Statistics®”

Ranks
Dieta N Mean Rank Fezes
Fezes Pinaster campo 51 111,25 Chi-square 5,949
Alepo campo 64 87,06 df 3
Alepo Carmel 38 105,57 :slz::fk.aslivg\]l.allis Test =
Alepo S. Jo&o 49 107,06 b. Grouping Variable: Dieta
Total 202
Mann-Whitney Test
Ranks Ranks Ranks
Dieta N | Mean Rank | Sum of Ranks Dieta N [ Mean Rank | Sum of Ranks Dieta N | Mean Rank | Sum of Ranks
Fezes Pinaster campo | 51 64,58 3293,50 Fezes Pinaster campo | 51 46,75 2384,50 Fezes Pinaster campo | 51 51,91 2647,50
Alepo campo 64 52,76 3376,50 Alepo Carmel 38 42,64 1620,50 Alepo S. Joado 49 49,03 2402,50
Total 115 Total 89 Total 100
Ranks Ranks Ranks
Dieta N | Mean Rank | Sum of Ranks Dieta N | Mean Rank | Sum of Ranks Dieta N | Mean Rank | Sum of Ranks
Fezes Alepo campo 64 47,60 3046,50 Fezes Alepo campo 64 51,70 3309,00 Fezes Alepo Carmel 38 43,86 1666,50
Alepo Carmel 38 58,07 2206,50 Alepo S. Joé&o 49 63,92 3132,00 Alepo S. Joé&o 49 44,11 2161,50
Total 102 Total 113 Total 87
Dieta Pinaster campo | Alepo campo Alepo Carmel Alepo S. Joado
Mann-Whitney U | Pinaster campo 1296,5;p=0,059 | 879,5; p=0,458 | 1177,5; p=0,620
Alepo campo 1296,5;p=0,059 966,5,p=0,084 1229,0:p=0,050
Alepo Carmel 879,5; p=0,458 | 966,5;p=0,084 925,5;p=0,962
Alepo S. Jodo 1177,5; p=0,620 | 1229,0:p=0,050 | 925,5;p=0,962
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Anexo 17 — Resultados dos testes ndo paramétricos aplicados a variavel Fezes para T. wilkinsoni, L1

T. wilkinsoni, L1- Kruskal-Wallis Test

Ranks
Dieta N Mean Rank Test Statistics®”
Fezes Pinaster campo 35 57,79 Fezes
Pinaster viveiro 30 67,45 Chi-square 63,602
Alepo campo 54 133,84 df
Asymp. Sig. ,000
Alepo Carmel 65 150,37 a. Kruskal Wallis Test
Alepo S. Jodo 50 128,95 b. Grouping Variable: Dieta
Total 234
Mann-Whitney Test
Ranks Ranks Ranks
Dieta N | Mean Rank | Sum of Ranks Dieta N [ Mean Rank | Sum of Ranks Dieta N | Mean Rank | Sum of Ranks
Fezes Pinaster campo | 35 30,57 1070,00 Fezes Pinaster campo | 35 27,63 967,00 Fezes Pinaster campo | 35 26,40 924,00
Pinaster viveiro | 30 35,83 1075,00 Alepo campo 54 56,26 3038,00 Alepo Carmel 65 63,48 4126,00
Total 65 Total 89 Total 100
Ranks Ranks Ranks
Dieta N | Mean Rank | Sum of Ranks Dieta N | Mean Rank | Sum of Ranks Dieta N | Mean Rank | Sum of Ranks
Fezes Pinaster campo | 35 27,19 951,50 Fezes Pinaster viveiro | 30 26,52 795,50 Fezes Pinaster viveiro | 30 25,48 764,50
Alepo S. Jodo 50 54,07 2703,50 Alepo campo 54 51,38 2774,50 Alepo Carmel 65 58,39 3795,50
Total 85 Total 84 Total 95
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Anexo 17 — Resultados dos testes ndo paramétricos aplicados a variavel Fezes para T. wilkinsoni, L1 (cont.)

Ranks Ranks
Dieta N | Mean Rank | Sum of Ranks Dieta N | Mean Rank | Sum of Ranks
Fezes Pinaster viveiro | 30 26,12 783,50 Fezes Alepo Carmel 65 63,38 4119,50
Alepo S. Jodo 50 49,13 2456,50 Alepo S. Joado 50 51,01 2550,50
Total 80 Total 115
Ranks Ranks
Dieta Mean Dieta N | Mean Rank | Sum of Ranks
N_L_Rank L Sum of Ranks Fezes  Alepocampo | 54 | 5367 2898,00
Fezes Alepo campo 54 55,04 2972,00 Alepo S. Jodo 50 51.24 2562,00
Alepo Carmel 65 64,12 4168,00 Total 104
Total 119
Dieta Pinaster campo | Pinaster viveiro | Alepo campo Alepo Carmel Alepo S. Jodo
Mann-Whitney U | Pinaster campo 440,0; p=0,255 | 337,0;p=0,000 294,0;p=0,000 231,5;p=0,000
Pinaster viveiro | 440,0; p=0,255 330,5;p=0,000 | 299,5;p=0,000 | 318,5;p=0,000
Alepo campo 337,0;p=0,000 | 330,5;p=0,000 1487,5;p=0,153 | 1287,0:p=0,682
Alepo Carmel 294,0;p=0,000 | 299,5;p=0,000 | 1487,5;p=0,153 1275,5;p=0,049
Alepo S. Jodo 231,5;p=0,000 | 318,5;p=0,000 | 1287,0:p=0,682 | 1275,5;p=0,049
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T. wilkinsoni, L2- Kruskal-Wallis Test

Anexo 18 — Resultados dos testes ndo paramétricos aplicados a variavel Fezes para T. wilkinsoni, L2

Ranks
Dieta N Mean Rank Test Statistics®”
Fezes Pinaster campo 48 41,95 Fezes
Pinaster viveiro 77 91,77 Chi-square 159,960
Alepo campo 46 182,51 df 4
Asymp. Sig. ,000
Alepo Carmel 47 179,45 a. Kruskal Wallis Test
Alepo S. Jodo 46 197,20 b. Grouping Variable: Dieta
Total 264
Mann-Whitney Test
Ranks Ranks Ranks
Dieta N | Mean Rank | Sum of Ranks Dieta N | Mean Rank | Sum of Ranks Dieta N | Mean Rank | Sum of Ranks
Fezes Pinaster campo | 48 37,46 1798,00 Fezes Pinaster campo | 48 25,55 1226,50 Fezes Pinaster campo | 48 25,44 1221,00
Pinaster viveiro | 77 78,92 6077,00 Alepo campo 46 70,40 3238,50 Alepo Carmel 47 71,04 3339,00
Total 125 Total 94 Total 95
Ranks Ranks Ranks
Dieta N | Mean Rank | Sum of Ranks Dieta N | Mean Rank | Sum of Ranks Dieta N | Mean Rank | Sum of Ranks
Fezes Pinaster campo | 48 27,00 1296,00 Fezes Pinaster viveiro | 77 42,05 3238,00 Fezes Pinaster viveiro | 77 43,91 3381,00
Alepo S. Jodo 46 68,89 3169,00 Alepo campo 46 95,39 4388,00 Alepo Carmel 47 92,96 4369,00
Total 94 Total 123 Total 124
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Anexo 18 — Resultados dos testes ndo paramétricos aplicados a variavel Fezes para T. wilkinsoni, L2 (cont.)

Ranks Ranks
Dieta N | Mean Rank | Sum of Ranks Dieta N | Mean Rank | Sum of Ranks
Fezes Pinaster viveiro | 77 43,88 3379,00 Fezes Alepo Carmel a7 41,06 1930,00
Alepo S. Joédo 46 92,33 4247,00 Alepo S. Jodo | 46 53,07 2441,00
Total 123 Total 93
Ranks Ranks
Dieta Mean Dieta N | Mean Rank | Sum of Ranks
N Rank Sum of Ranks
Fezes Alepo campo 46 39,59 1821,00
Fezes Alepo campo 46 47,63 2191,00 N
Alepo S. Jodo 46 53,41 2457,00
Alepo Carmel 47 46,38 2180,00
Total 92
Total 93
Dieta Pinaster campo | Pinaster viveiro | Alepo campo Alepo Carmel Alepo S. Jodo
Mann-Whitney U | Pinaster campo 622,0;p=0,000 50,5;p=0,000 45,0;p=0,000 120,0;p=0,000
Pinaster viveiro | 622,0;p=0,000 235,0;p=0,000 378,0;p=0,000 376,0;p=0,000
Alepo campo 50,5;p=0,000 235,0;p=0,000 1052,0;,p=0,824 | 740,0:p=0,013
Alepo Carmel 45,0;p=0,000 378,0,p=0,000 | 1052,0;p=0,824 802,0;p=0,032
Alepo S. Jodo 120,0;p=0,000 | 376,0;p=0,000 | 740,0:p=0,013 802,0;p=0,032
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ANEXO 19 - Andlise de variancia da variavel “Capsula cefélica” das larvas de T. pityocampa e T.
wilkinsoni

Tests of Between-Subjects Effects

Dependent Variable: Capsula_cefalica L1 (T. pityocampa vs T. wilkinsoni)

Source Type Il Sum of

Squares df Mean Square F Sig.
Corrected Model ,029% 1 ,029 18,324 ,000
Intercept 32,149 1 32,149 20285,765 ,000
Espécie ,029 1 ,029 18,324 ,000
Error ,092 58 ,002
Total 32,270 60
Corrected Total ,121 59

a. R Squared =,240 (Adjusted R Squared =,227)

Tests of Between-Subjects Effects

Dependent Variable:Capsula_cefalica L2 (T. pityocampa vs T. wilkinsoni)

Source Type Il Sum of

Squares df Mean Square F Sig.
Corrected Model ,674% 1 ,674 151,979 ,000
Intercept 66,655 1 66,655 15026,382 ,000
Espécie ,674 1 ,674 151,979 ,000
Error ,257 58 ,004
Total 67,586 60
Corrected Total ,931 59

a. R Squared =,724 (Adjusted R Squared =,719)



ANEXO 20 — Andlise de variancia aplicada a variavel “Forca” aplicada

Forca ANOVA
Sum of Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups ,024 4 ,006 374,092 ,000
Within Groups ,004 245 ,000
Total ,028 249
Dependent Variable: Forca Multiple Comparisons
() Dieta (J) Dieta Mean Difference 95% Confidence Interval
(1-J) Std. Error Sig. Lower Bound Upper Bound
Tukey HSD Pinaster campo Pinaster viveiro ,00499" ,000799 ,000 ,00280 ,00719
Alepo campo ,01723" ,000799 ,000 ,01503 ,01943
Alepo Carmel ,01739° ,000799 ,000 ,01519 ,01958
Alepo S.Jodo ,02742" ,000799 ,000 ,02522 ,02962
Pinaster viveiro Pinaster campo -,00499 ,000799 ,000 -,00719 -,00280
Alepo campo ,01224° ,000799 ,000 ,01004 ,01443
Alepo Carmel ,01240° ,000799 ,000 ,01020 ,01459
Alepo S.Jodo ,02243" ,000799 ,000 ,02023 ,02462
Alepo campo Pinaster campo -,01723" ,000799 ,000 -,01943 -,01503
Pinaster viveiro -,01224" ,000799 ,000 -,01443 -,01004
Alepo Carmel ,00016 ,000799 1,000 -,00204 ,00235
Alepo S.Jodo ,01019" ,000799 ,000 ,00799 ,01239
Alepo Carmel Pinaster campo -,01739" ,000799 ,000 -,01958 -,01519
Pinaster viveiro -,01240° ,000799 ,000 -,01459 -,01020
Alepo campo -,00016 ,000799 1,000 -,00235 ,00204
Alepo S.Jodo ,01003" ,000799 ,000 ,00784 ,01223
Alepo S.Jodo Pinaster campo -,02742" ,000799 ,000 -,02962 -,02522
Pinaster viveiro -,02243’ ,000799 ,000 -,02462 -,02023
Alepo campo -,01019’ ,000799 ,000 -,01239 -,00799
Alepo Carmel -,01003’ ,000799 ,000 -,01223 -,00784
Forca
Dieta Subset
N 1 2 4
Tukey HSD Alepo S.Jodo 50 ,02660
Alepo Carmel 50 ,03663
Alepo campo 50 ,03679
Pinaster viveiro 50 ,04903
Pinaster campo 50 ,05402
Sig. 1,000 1,000 1,000 1,000
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ANEXO 21 — Analise de variancia aplicada a variavel “Teor em agua das agulhas”

TeorAgua ANOVA
Sum of Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 1932,737 4 483,184 349,886 ,000
Within Groups 303,814 220 1,381
Total 2236,551 224
Dependent Variable: Teor Agua Multiple Comparisons
() Dieta (J) Dieta Mean 95% Confidence Interval
Difference (I-J) | Std. Error | Sig. Lower Bound Upper Bound
Tukey HSD Pinaster campo Pinaster viveiro 1,86082" 24774 ,000 1,1794 2,5422
Alepo campo -4,63101° 24774 ,000 -5,3124 -3,9496
Alepo Carmel -4,34017 24774 ,000 -5,0216 -3,6587
Alepo S.Jodo -5,62516 24774 ,000 -6,3066 -4,9437
Pinaster viveiro Pinaster campo -1,86082 24774 ,000 -2,5422 -1,1794
Alepo campo -6,49183" 24774 ,000 -7,1733 -5,8104
Alepo Carmel -6,20099° 24774 ,000 -6,8824 -5,5196
Alepo S.Jodo -7,48598" 24774 ,000 -8,1674 -6,8046
Alepo campo Pinaster campo 4,63101° 24774 ,000 3,9496 5,3124
Pinaster viveiro 6,49183 24774 ,000 5,8104 7,1733
Alepo Carmel ,29084 24774 ,766 -,3906 ,9723
Alepo S.Jodo -,99415 24774 ,001 -1,6756 -,3127
Alepo Carmel Pinaster campo 4,34017 24774 ,000 3,6587 5,0216
Pinaster viveiro 6,20099" 24774 ,000 5,5196 6,8824
Alepo campo -,29084 24774 , 766 -,9723 ,3906
Alepo S.Jodo -1,28499" 24774 ,000 -1,9664 -,6036
Alepo S.Jodo Pinaster campo 5,62516" 24774 ,000 4,9437 6,3066
Pinaster viveiro 7,48598 24774 ,000 6,8046 8,1674
Alepo campo ,99415 24774 ,001 3127 1,6756
Alepo Carmel 1,28499" 24774 ,000 ,6036 1,9664
TeorAgua
Dieta Subset for alpha = 0.05
N 1 2 3 4
Tukey HSD Pinaster viveiro 45 54,7292
Pinaster campo 45 56,5901
Alepo Carmel 45 60,9302
Alepo campo 45 61,2211
Alepo S.Jodo 45 62,2152
Sig. 1,000 1,000 ,766 1,000
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ANEXO 22 — Analise de variancia aplicada a variavel “Azoto”

Azoto ANOVA
Sum of Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 2,017 4 ,504 2401,381 ,000
Within Groups ,001 5 ,000
Total 2,018 9
Dependent Variable: Azoto Multiple Comparisons (Tukey HSD)
() Dieta (J) Dieta Mean 95% Confidence Interval
Difference (I-J) | Std. Error Sig. Lower Bound Upper Bound
Tukey HSD Alepo campo  Alepo carmel -,5950" ,01449 ,000 -,6531 -,5369
Alepo SJodo -,5500" ,01449 ,000 -,6081 -,4919
Pb campo ,6100° ,01449 ,000 ,5519 ,6681
Pb viv ,1200° ,01449 ,002 ,0619 ,1781
Alepo carmel  Alepo campo ,5950° ,01449 ,000 ,5369 ,6531
Alepo SJodo ,0450 ,01449 122 -,0131 ,1031
Pb campo 1,2050" ,01449 ,000 1,1469 1,2631
Pb viv ,7150° ,01449 ,000 ,6569 7731
Alepo SJodo Alepo campo ,5500° ,01449 ,000 ,4919 ,6081
Alepo carmel -,0450 ,01449 122 -,1031 ,0131
Pb campo 1,1600" ,01449 ,000 1,1019 1,2181
Pb viv ,6700° ,01449 ,000 ,6119 , 7281
Pinaster Alepo campo -,6100" ,01449 ,000 -,6681 -,5519
campo Alepo carmel -1,2050° ,01449 ,000 -1,2631 -1,1469
Alepo SJoédo -1,1600° ,01449 ,000 -1,2181 -1,1019
Pb viv -,4900" ,01449 ,000 -,5481 -,4319
Pinaster Alepo campo -,1200" ,01449 ,002 -,1781 -,0619
viveiro Alepo carmel -,7150° ,01449 ,000 - 7731 -,6569
Alepo SJoédo -,6700" ,01449 ,000 -,7281 -,6119
Pb campo ,4900° ,01449 ,000 ,4319 ,5481
Azoto
Dieta Subset
1 2 3 4
Tukey HSD Pb campo ,6100
Pb viv 1,1000
Alepo campo 1,2200
Alepo SJoéo 1,7700
Alepo carmel 1,8150
Sig. 1,000 1,000 1,000 ,122
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Carbono ANOVA

Sum of Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 2,074 4 ,518 12,058 ,009
Within Groups ,215 5 ,043
Total 2,289 9

Dependent Variable: Carbono

Multiple Comparisons (Tukey HSD)

ANEXO 23 — Analise de varidncia aplicada a variavel “Carbono”

() Dieta (J) Dieta Mean Difference 95% Confidence Interval
(1-J) Std. Error Sig. Lower Bound Upper Bound

Alepo campo Alepo carmel 1,40000" ,20736 ,006 ,5682 2,2318
Alepo SJoéo ,70000 ,20736 ,092 -,1318 1,5318
Pb campo ,75000 ,20736 ,073 -,0818 1,5818
Pb viv ,45000 ,20736 ,320 -,3818 1,2818

Alepo carmel Alepo campo -1,40000" ,20736 ,006 -2,2318 -,5682
Alepo SJoéo -,70000 ,20736 ,092 -1,5318 ,1318
Pb campo -,65000 ,20736 ,118 -1,4818 ,1818
Pb viv -,95000' ,20736 ,030 -1,7818 -,1182

Alepo SJodo Alepo campo -,70000 ,20736 ,092 -1,56318 ,1318
Alepo carmel ,70000 ,20736 ,092 -,1318 1,5318
Pb campo ,05000 ,20736 ,999 -,7818 ,8818
Pb viv -,25000 ,20736 ,751 -1,0818 ,5818

Pb campo Alepo campo -,75000 ,20736 ,073 -1,5818 ,0818
Alepo carmel ,65000 ,20736 ,118 -,1818 1,4818
Alepo SJoédo -,05000 ,20736 ,999 -,8818 ,7818
Pb viv -,30000 ,20736 ,629 -1,1318 ,5318

Pb viv Alepo campo -,45000 ,20736 ,320 -1,2818 ,3818
Alepo carmel ,95000° ,20736 ,030 ,1182 1,7818
Alepo SJoédo ,25000 ,20736 ,751 -,5818 1,0818
Pb campo ,30000 ,20736 ,629 -,5318 1,1318

Tukey HSD Carbono

Dieta Subset for alpha = 0.05

N 1 2

Alepo carmel 2 52,2500

Pb campo 2 52,9000 52,9000

Alepo SJoédo 2 52,9500 52,9500

Pb viv 2 53,2000

Alepo campo 2 53,6500

Sig. ,092 ,073
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ANEXO 24 — Analise de variancia aplicada a variavel “C/N”

CN ANOVA
Sum of Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 4420,655 4 1105,164 1077,696 ,000
Within Groups 5,127 5 1,025
Total 4425,782 9
CN Multiple Comparisons (Tukey HSD
() Dieta (J) Dieta Mean Difference 95% Confidence Interval
(1-J) Std. Error Sig. Lower Bound Upper Bound
Alepo campo Alepo carmel 15,13492" 1,01266 ,000 11,0726 19,1972
Alepo SJoéo 13,90489" 1,01266 ,000 9,8426 17,9672
Pb campo -42,83283" 1,01266 ,000 -46,8951 -38,7705
Pb viv -4,46434° 1,01266 ,035 -8,5266 -,4020
Alepo carmel Alepo campo -15,13492 1,01266 ,000 -19,1972 -11,0726
Alepo SJoéo -1,23003 1,01266 ,746 -5,2923 2,8323
Pb campo -57,96775 1,01266 ,000 -62,0301 -53,9054
Pb viv -19,59925 1,01266 ,000 -23,6616 -15,5369
Alepo SJodo Alepo campo -13,90489" 1,01266 ,000 -17,9672 -9,8426
Alepo carmel 1,23003 1,01266 ,746 -2,8323 5,2923
Pb campo -56,73772" 1,01266 ,000 -60,8000 -52,6754
Pb viv -18,36922° 1,01266 ,000 -22,4315 -14,3069
Pb campo Alepo campo 42,83283" 1,01266 ,000 38,7705 46,8951
Alepo carmel 57,96775 1,01266 ,000 53,9054 62,0301
Alepo SJoédo 56,73772' 1,01266 ,000 52,6754 60,8000
Pb viv 38,36850" 1,01266 ,000 34,3062 42,4308
Pb viv Alepo campo 4,46434’ 1,01266 ,035 ,4020 8,5266
Alepo carmel 19,59925 1,01266 ,000 15,5369 23,6616
Alepo SJoédo 18,36922° 1,01266 ,000 14,3069 22,4315
Pb campo -38,36850" 1,01266 ,000 -42,4308 -34,3062
Tukey HSD CN
Dieta Subset for alpha = 0.05
N 1 2 3 4
Alepo carmel 2 28,7162
Alepo SJoéo 2 29,9462
Alepo campo 2 43,8511
Pb viv 2 48,3154
Pb campo 2 86,6839
Sig. ,746 1,000 1,000 1,000




Anexo 25 — Composicdo quantitativa (expressa em %) e qualitativa dos principais compostos volateis de P.pinaster e P. halepensis obtidos para as

diferentes dietas alimentares (média + desvio padrao)

Pinus pinaster

Pinus halepensis

Picos

Composto

Pinaster campo

Pinaster viveiro Alepo campo Alepo S.Jodo Alepo Carmel

Monoterpenos
1

o N o 0o~ WN

9
Sesquiterpenos
10
11
12

cis-3-hexen-1-ol
tricyclene
a-pinene
sabinene
B-pinene
myrcene
limonene
trans-ocimene

terpinolene

B-caryophilene
a-humulene

germacrene

0,452+0,20

0,150+0,07
29,601+3,89
0,099+0,07
38,458+6,05
9,311+4,33

4,245+5,96

3,191+4,84

0,907+0,72

6,168+2,57
0,799+0,26
6,639+2,28

0,187+0,28
0,094+0,13
27,475+5,52
0,052+0,12
38,098+4,29
8,875+3,98
1,657+2,32
2,846+0,13
0,290+0,40

11,98+3,68
1,759+0,63
6,679+3,22

1,417+1,08
0,438+0,30
19,527+5,90
9,014+4,63
2,455+0,72

30,204+14,77

1,696+1,03
2,137+0,57
10,824+5,42

19,057+11,68

2,536+1,60
0,697+0,22

1,926+1,76

0,656+0,84

48,89+3,78

5,621+2,62

4,130+0,44

2,750+0,57
14,963+6,39
2,435+0,39

7,667+2,97

8,844+3,26
1,439+0,59
0,669+0,52

8,227+12,97
2,748+3,36

31,869+8,32
6,874+4,14

3,681+2,17

14,657+4,35
5,460+4,32

2,296+1,30

8,984+5,56

13,72945,40
1,475+1,46
0,000
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ANEXO 26 — Cromatogramas dos volateis emitidos pelas agulhas dos pinheiros das diferentes
dietas, extraidos por HS-SPME e analisados por GC-MS (Abundéancia Relativa)
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ANEXO 27 — Andlise de variancia aplicada aos agucares das agulhas dos pinheiros das diferentes dietas

Acucares Insollveis

Multiple Comparisons (Tukey HSD)

Acucares Soluveis ANOVA

Sum of Squares | df | Mean Square F Sig.
Between Groups ,012 4 ,003 1,045 ,410
Within Groups ,053 19 ,003
Total ,064 23
Acucares Insoluveis ANOVA

Sum of Squares | df | Mean Square F Sig.
Between Groups ,017 4 ,004 6,551 ,002
Within Groups ,012 19 ,001
Total ,029 23
Tukey HSD Acucares Insollaveis
Dieta Subset for alpha = 0.05

N 1 2 3

Pinaster viveiro 5 ,0574
Alepo S.Joédo 5 ,0606 ,0606
Alepo campo 5 ,0988 ,0988 ,0988
Pinaster campo 5 ,1103 ,1103
Alepo Carmel 4 ,1254
Sig. ,131 ,050 ,512

(I) Dieta  (J) Dieta Mean Difference 95% Confidence Interval
(1-J) Std. Error Sig. Lower Bound Upper Bound
Alepo Alepo Carmel -,02655 ,01713 ,545 -,0780 ,0250
campo Alepo S.Jodo ,03828 ,01615 ,167 -,0103 ,0868
Pinaster viveiro ,04143 ,01615 117 -,0071 ,0900
Pinaster campo -,01145 ,01615 ,952 -,0600 ,0371
Alepo Alepo campo ,02655 ,01713 ,545 -,0250 ,0780
Carmel Alepo S.Joédo ,06482" ,01713 ,010 ,0133 ,1163
Pinaster viveiro ,06798* ,01713 ,006 ,0165 ,1195
Pinaster campo ,01509 ,01713 ,900 -,0364 ,0666
Alepo Alepo campo -,03828 ,01615 ,167 -,0868 ,0103
S.Jodo Alepo Carmel -,06482" ,01713 ,010 -,1163 -,0133
Pinaster viveiro ,00316 ,01615 1,000 -,0454 ,0517
Pinaster campo —,04973* ,01615 ,043 -,0983 -,0012
Pinaster  Alepo campo -,04143 ,01615 ,117 -,0900 ,0071
viveiro Alepo Carmel -,06798" ,01713 ,006 -,1195 -,0165
Alepo S.Jodo -,00316 ,01615 1,000 -,0517 ,0454
Pinaster campo -,05289* ,01615 ,029 -,1014 -,0043
Pinaster  Alepo campo ,01145 ,01615 ,952 -,0371 ,0600
campo Alepo Carmel -,01509 ,01713 ,900 -,0666 ,0364
Alepo S.Jodo ,04973" ,01615 ,043 ,0012 ,0983
Pinaster viveiro ,05289* ,01615 ,029 ,0043 ,1014
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ANEXO 28 — Estampas

Estampa | — Aspectos biolégicos da processionaria do pinheiro: a) Danos; b) Postura; c) Fémea; d)
Ninho definitivo; e) Procissdo; f) Larvas de 5° instar a enterrarem-se no solo; g) Pupas.
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Estampa Il — Caixas de acrilico utilizadas nos ensaios de alimentacdo das larvas de T. pityocampa e T.
wilkinsoni (a) e pormenor do ambiente de desenvolvimento das larvas nos ensaios de alimentacao(b).
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