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Resumo

Em 2013, foi detectada em Portugal a presenca de uma nova espécie ainda nao
identificada Ophelimus sp., no arboreto de Eucalyptus spp. do Instituto Superior de
Agronomia. O presente trabalho visa estudar alguns aspectos bio-ecolégicos de
Ophelimus sp., relevantes para o controlo desta praga e diferencas relativamente a
Ophelimus maskelli. Observaram-se diferencas morfolégicas entre as galhas e os
adultos de Ophelimus sp e de O. maskelli, assim como nas espécies hospedeiras.
Registou-se maior numero de galhas de Ophelimus sp. em Eucalyptus globulus e E.
viminalis, enquanto se confirmou a preferéncia de O. maskelli por E. camaldulensis, E.
rudis e E. tereticornis. Para Ophelimus sp. verificou-se também a existéncia de
diferencas intra-especificas na dimenséo das galhas e nivel de infestacéo entre clones
de E. globulus. A existéncia de uma Unica geracdo anual e a elevada mortalidade
larvar e de pré-adulto, de cerca de 30% por factores desconhecidos, contribuirdo para
um crescimento mais lento das popula¢des de Ophelimus sp. quando comparado com
O. maskelli. As regides mais frias, no Norte do Pais, parecem ser mais favoraveis ao
desenvolvimento de Ophelimus sp. Nao foi registada a presenca do parasitoide,
Closterocerus chamaeleon, ou outros parasitdides em Ophelimus sp., que permita o

seu controlo bioldgico.

Palavras-chave: Ophelimus sp., Eucalyptus sp., insecto galicola, plantas hospedeiras,

espécie invasora, Closterocerus chamaeleon.



Abstract

In 2013, a new Ophelimus sp. was detected in a Eucalyptus arboretum in Lisbon. This
study aims to study the bio-ecological characteristics of Ophelimus sp. as basic
knowledge for its management. We further compare it with the previous introduced
species Ophelimus maskelli. Our results showed morphological differences on the galls
and adults of O. maskelli and Ophelimus sp., and on the host species. Eucalyptus
globulus and E. viminalis were the most susceptible species to Ophelimus sp., whereas
it was confirmed a preference of O. maskelli for E. camaldulensis, E. rudis and E.
tereticornis. Intraspecific differences regarding gall size and infestation levels of
Ophelimus sp. within E. globulus were further registered. Ophelimus sp. has one
generation per year and about 30% of larvae and pre-adult mortality was registered
due to unknown factors. These traits will contribute to a slower growth rate of its
populations when compared to those of O. maskelli. In the North of Portugal,
Ophelimus sp. seems to be better adapted, as indicated by the higher population levels
compared to those observed in the South. From our surveys, we did not find galls with
Closterocerus chamaeleon or any other parasitoid that could allow for the biocontrol of

Ophelimus sp.

Keywords: Ophelimus sp., Eucalyptus sp., gall wasp, host plants, invasive species,

Closterocerus chamaeleon.



Extended Abstract

Ophelimus maskelli Ashmead and Leptocybe invasa Fisher & LaSalle are two
Australian gall waps belonging to the family Eulophidae and that could be found in the
Mediterranean countries. In Portugal, only L. invasa and O. maskelli have economic
impact on eucalyptus plantations. Leptocybe invasa was first detected in 2003 and O.
maskelli was detected in 2006 near Lisbon. In 2005, a parasitoid of O. maskelli,
Closterocerus chamaeleon Girault was successfully introduced in Israel in order to
control this gall wasp populations. The parasitoid was later introduced in Italy and in
2006 was discovered for the first time in Portugal.

In 2010, in France, an undescribed species of Ophelimus was detected for the first time
in leaves of E. globulus. Ophelimus sp. galls were detected in E.cinerea, E.globulus, E.
gunnii, E.nichollii e E. parvula. Since E. globulus is the most planted species in
Portugal, it is possible that economic losses caused by this new species will increased
with the intensification of E. globulus plantations.

Since this biology is still little known in the literature and considering that Eucalyptus
are the most planted genus in Portugal, the present study main objective is to
understand more about Ophelimus sp. biology. Thus, we observed the morphology of
galls, larvae and adult insects of both O. maskelli and Ophelimus sp. Ophelimus
maskelli galls are bigger and grow to both sides of the leaves, whereas Ophelimus sp.
galls only grow to one side. Even thought, the size of the gall could vary from one host
to the other. Adults of both species have one major difference that is the presence of
single setae on submarginal vein in O .maskelli and the presence two to four setas in
the submarginal vein of Ophelimus sp.

Field surveys were performed in two places in order to understand the host range of O.
maskelli and Ophelimus sp. in Portugal: the arboretum of Instituto Superior de
Agronomia (Lisbon) and Mata Nacional do Escaroupim (Santarém). We observed that
only eucalyptus species belonging to the Maidenaria section such as E. globulus and
E. viminalis were attacked by Ophelimus sp. Ophelimus maskelli galls were registed in
E. tereticornis, E. rudis e E. camaldulensis, all species belonging to the Exsertaria.
Intraespecific differences were also found between two E. globulus clones (Tuga and
G74).

Regarding biological control of the two gall waps, we observed that no parasitoid
emerged from galls of Ophelimus sp., whereas from O. maskelli galls, only emerged C.
chamaeleon adults, which suggests that this parasitoid is specialized in O. maskelli

larvae or the life cycle of Ophelimus sp. and C. chameleon do not overlap.



During four months, larvae development was registered and adult survival was studied
at different temperatures and with different food regimes in order to understand the
biological cycle of this insect. We observed that the larval development is quite long
(October to April) and adults survival ranged few days up to three weeks depending on
temperature and food. Egg development from April to September/October, is probably
because of diapause period.

The fact that Ophelimus sp. has only one generation and high percentage of larvae
mortality could indicate that this gall wasp has a slower development and thus smaller
impact on eucalyptus than O. maskelli.
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1. INTRODUCAO

Existem mais de 700 espécies de eucaliptos nativas da Austrélia, Indonésia, Filipinas e
Nova Guiné. Varias dessas espécies estdo a ser plantadas como fonte de madeira e
celulose para a indastria do papel, producdo de dleos essenciais, proteccdo do solo,
impedimento da desertificacdo ou para fins ornamentais em varios paises da Europa,
Norte de Africa, Africa do Sul, América do Norte, América do Sul e Asia (Paine et al.,
2011).

Os eucaliptos foram introduzidos em Portugal em 1819 (Fabido, 2014, comunicagdo
pessoal) mas foi a partir dos anos 50 do séc. XX que a area de cultivo do eucalipto em
Portugal cresceu exponencialmente, paralelamente ao crescimento da industria da
pasta do papel (Monteiro Alves et al.,, 2007). Actualmente, e segundo os dados
preliminares do 6° Inventario Florestal Nacional, o eucalipto € a espécie florestal com
maior distribuicdo em Portugal, ocupando 26% da area florestal num total de 812 mil
ha, maioritariamente representada por Eucalyptus globulus Labill (ICNF, 2013). A
produtividade e a qualidade da sua pasta de papel € uma das caracteristicas que
contribui para que seja uma das espécies florestais mais cultivadas no Pais,
produzindo cerca de 16m*ha/ano aos 12 anos, mais do dobro da produtividade do
pinheiro bravo (7m°/ha/ano) (Soares et al., 2007; ICNF, 2006).

Na Peninsula Ibérica, além de E. globulus, presente principalmente em povoamentos
comerciais, também se encontra com frequéncia Eucalyptus camaldulensis Dehnh,
presente sobretudo em areas de lazer, nas bermas das estradas e em areas urbanas
(Branco 2007, Branco et al., 2009; Valente et al., 2008).

Durante cerca de 150 anos, os eucaliptos em Portugal beneficiaram de uma auséncia
quase total de pragas e doencas, lidando apenas com problemas de seca e geada. No
entanto, a partir dos anos 70 comegaram a aparecer as primeiras pragas € as
primeiras doencas (Valente et al., 2008). Nas dultimas décadas, verificou-se um
aumento do numero de agentes bidticos associados ao eucalipto, coincidindo com o
aumento das areas de plantacdo (Branco, 2007; Valente et al., 2008).

As trocas internacionais sdo um dos factores que mais contribuiu para difundir as
pragas dos eucaliptos, tendo-se verificado a presenca de algumas destas pragas
invasoras em todas as regides onde se cultivam eucaliptos (Paine et al., 2011). No
entanto, na sua regido de origem, um conjunto de inimigos naturais através de uma
accao reguladora sobre as populacdes de insectos fitéfagos, permite na maior parte
dos casos uma estabilidade das populacdes, o que ndo se verifica fora da sua regido

de distribuicdo natural (Branco, 2007; Mendel et al., 2004). A reduzida cultura de



eucaliptos para producdo de madeira na Australia também contribui para a baixa
incidéncia de pragas (Paine et al., 2011). Todavia, em algumas areas da Austrélia
onde se tem intensificado as plantagfes de eucalipto, tém surgido alguns problemas
com pragas (Paine et al.,, 2011), tal como seja, o gorgulho do eucalipto na regido
Ocidental da Australia (Loch & Floyd, 2001).

Para além das espécies nativas da Australia, em regifes subtropicais e tropicais, em
particular no Brasil e india, espécies de insectos indigenas destas regides tém
provocado estragos severos nas plantacOes florestais de eucalipto, em particular,
lepidépteros desfolhadores e perfuradores do tronco e formigas cortadoras de folhas
(Branco, 2007). Na Europa, este fendbmeno nédo se verifica, existindo contudo alguns
fitofagos generalistas que se alimentam destas arvores hospedeiras, causando apenas
estragos ocasionais (Branco, 2007) como é o caso da Melolontha papposa llliger em
Portugal (Ferreira & Ferreira, 1990).

Entre as espécies de insectos originarias da Austrdlia, que se introduziram e
estabeleceram em varias regides do globo, contam-se varias espécies indutoras de
galhas, também designadas por cecidogéneas ou galicolas (Fig. 1 A e B; Tabela 1).
Apesar de a lista ser constituida por mais de uma dezena de espécies, o nimero é
muito pequeno quando comparado com as varias dezenas de espécies de insectos
galicolas que na Australia afectam as vérias espécies do género Eucalyptus (Blanche,
2000; Mendel et al.,, 2004; Protasov et al., 2008). Estes insectos galicolas
normalmente ndo constituem um problema na sua regido nativa, onde a percentagem
de plantas com galhas e a proporcdo de folhas atacadas na mesma planta séo
reduzidas (Mendel et al., 2004; Protasov et al., 2008). Mas com a sua introducdo em
regibes fora da Austrdlia, algumas destas espécies tornaram-se pragas importantes

provocando prejuizos consideraveis (Branco, 2007; Mendel et al., 2004; Withers,
2001).

Fig.1: A - Eucalyptus rudis com galhas de Leptocybe invasa (Mata Nacional do Escaroupim,

2014); B — Eucalyptus camaldulensis com galhas de Ophelimus maskelli (Arboreto do ISA).

2



Tabela 1: Espécies invasoras de insectos galicolas de Eucalyptus (Fonte: Mendel et al., 2014)

Ano de e - _ —
; . Espécie galicola Familia Hospedeiro(s) Primeiro registo
introducao
Opheli lypti Eulophid = e Nova Zelandi
elimus eucalypti ulophidae ova Zelandia
1921 P e > E. botryoides
) ) ) E. saligna o
1987 Ophelimus nr. eucalypti  Eulophidae ) Nova Zelandia
E. botryoides
1995 Aprostocetus sp. Eulophidae Corymbia citriodora Hawai
i i ] ) S Califérnia,
2000 Epichrysocharis burwelli  Eulophidae Corymbia citriodora S_
rasi

] ) E. camaldulensis o )
2000 Leptocybe invasa Eulophidae ; ] Médio Oriente
E. tereticornis

. . . E. camaldulensis .
2000 Ophelimus maskelli Eulophidae ) ) Austrélia
E. tereticornis

2001 Nambouria xanthops Pteromalidae E. cinerea Nova Zelandia
2007 Quadrastichodella nova  Eulophidae E. camaldulensis Austrélia
2008 Selitrichodes globulus Eulophidae E. globulus Califérnia
2005 Ophelimus sp. 1 Eulophidae E. globulus Chile
2011 Ophelimus sp. 2 Eulophidae E. globulus Mediterraneo

As interacgfes entre insectos galicolas e as plantas sdo complexas (Fay, 1996) e séo
consideradas a forma mais intima de ligagéo entre um insecto fitofago e a sua planta
hospedeira (Cook et al., 2002; Rocha et al., 2013). A facilidade com que as galhas
podem ser colhidas, os individuos contados e observados e a forma como as
interaccdes entre os insectos galicolas e os seus hospedeiros podem ser estudadas,
fizeram das galhas um sistema de estudo bastante importante (Stone & Schoénrogge,
2003). Os insectos galicolas induzem a diferenciacdo dos tecidos do hospedeiro em
novas estruturas (Nyman et al., 1998; Schdnrogge et al., 2000; Stone & Cook, 1998;
Ronquist & Liljeblad, 2001). As galhas formam-se em diversos tecidos da planta, ricos
do ponto de vista nutritivo, tais como, folhas, peciolos, ramos, florescéncias, frutos e
raizes, a sua forma permite em geral identificar a espécie ou género do insecto
galicola com facilidade. As galhas sao especificas de uma dada espécie galicola ou
grupo de espécies préximas, possivelmente devido a resposta Unica que cada espécie
galicola causa na activacdo de genes na planta e na fisiologia da planta hospedeira
(Abrahamson et al., 1998; Floate et al., 1996; Stone & Schénrogge, 2003; Raman,




1996). As galhas representam também microhabitats que suportam comunidades de
outros insectos especialistas, como parasitides (Askew, 1961; Torossian, 1971,
Pujade-Villar, 2004).

Com o desenvolvimento da galha, varios aspectos da sua morfologia, tais como,
tamanho, espessura da parede, dureza, comprimento dos espinhos, aumento da
densidade de pélos, viscosidade da sua superficie e a presenca de espacos internos
de ar, vao-se alterando (Stone & Schonrogge, 2003; Stone et al., 2012).

Os insectos indutores de galhas distribuem-se por um elevado nimero de familias,
sendo as familias Cecidomyiidae (Diptera) e Cynipidae (Hymenoptera: Cynipoidea) as
mais conhecidas na regido Palearctica as quais induzem galhas especialmente em
fagaceas (Cook et al, 2002). Na Oceania, outros grupos taxonémicos sao
responsaveis pela indugdo das galhas em eucaliptos, em particular da familia
Eulophidae (Hymenoptera: Chalcidoidea).

Actualmente, encontram-se bem disseminadas na regido da Bacia do Mediterraneo
duas espécies de vespas indutoras de galhas da familia Eulophidae, provenientes da
Australia: Ophelimus maskelli Ashmead (Protasov et al., 2007a) (Fig. 2 B),
erradamente identificado como Ophelimus eucalypti Gahan por Viggiani & Nicotina
(2001) e Leptocybe invasa Fisher & LaSalle (Mendel et al., 2004) (Fig. 1L Ae 2 A).

Fig. 2: Galhas em Eucalyptus rudis observadas no Arboreto do Instituto Superior de

Agronomia: A — Leptocybe invasa; B — Ophelimus maskelli

Em Portugal, as duas espécies galicolas, O. maskelli e L. invasa, sao encontradas
com infestacBes por vezes elevadas (Branco et al., 2006). L. invasa foi detectado pela
primeira vez em Portugal em 2003 em E. globulus, E. camaldulensis e E. tereticornis
Sm., tendo-se verificado que afecta arvores jovens e adultas (Branco et al., 2006). No
inicio de 2000, detectou-se em Itdlia uma nova praga de um insecto indutor de galhas,
O. maskelli, que foi acidentalmente introduzida na regido do Mediterraneo e do Médio
Oriente, tendo sido responsavel por causar estragos importantes em folhas jovens de



E. camaldulensis (Mendel et. al, 2004). Ophelimus maskelli foi detectado pela primeira
vez em Portugal em 2006 proximo de Lisboa (Branco et al, 2007, 2009). E. tereticornis
e E. camaldulensis, ambas as espécies pertencentes a sec¢cdo Exsertaria, sdo dois
dos hospedeiros mais susceptiveis de serem atacados por O. maskelli (Branco, 2007;
Protasov et al., 2007a). No entanto, é possivel que estes insectos galicolas possam
atacar outras espécies de eucaliptos pertencentes as secc¢bes Latoangulata e
Maidenaria quando se encontram em elevadas densidades (Mendel et al., 2004;
Branco et al., 2014). Em Franga, por exemplo, verificaram-se ataques em E.
camaldulensis e E. nicholli Maiden and Blakely (Borowiec et al., 2012). Apesar de O.
maskelli atacar alguns individuos de E. globulus, existe uma clara preferéncia deste
insecto por E. camaldulensis e espécies filogeneticamente proximas deste (Mendel et
al., 2004; Branco et al., 2014).

Ophelimus maskelli pode ter até trés geracdes por ano, podendo causar estragos de
importancia econémica mas também provocar problemas de salde publica devido aos
voos dos individuos adultos durante o periodo das emergéncias (Protasov et al.,
2007a). Dai a necessidade de estudar a susceptibilidade e as condi¢cdes que
favorecem o estabelecimento destes insectos, assim como determinar o meio de
controlo mais adequado.

Uma das vias mais promissoras para o combate a pragas exoéticas é o controlo
biol6gico classico, através da introducao de inimigos naturais oriundos da regiao nativa
do insecto e que no seu habitat de origem sejam eficientes na regulacdo das suas
populacdes (Branco, 2007). Em 2004, foram descobertos na Australia, dois
parasitéides de O. maskelli: Stethynium sp. (Huber et al., 2006) e Closterocerus
chamaeleon Girault (Protasov et al., 2007b). Closterocerus chamaeleon parece ser um
parasitéide especializado em O. maskelli, pois parece ndo parasitar outros insectos
galicolas, mesmo que estes induzam galhas no mesmo hospedeiro que O. maskelli
(Protasov et al., 2007b). Closterocerus chamaeleon foi introduzido em Israel em 2005
para combater o avanco de O. maskelli, tendo demonstrado resultados eficazes num
curto periodo de tempo (Protosov et al., 2007b). O parasitoide foi também introduzido
em Italia em 2006 (Laudonia et al., 2006), tendo sido também encontrado em Franca,
em populagdes bem estabelecidas controlando com sucesso O. maskelli (Borowiec et
al., 2012). O parasitéide foi observado em Portugal pela primeira vez em 2006 (Branco
et al., 2009).

Mais recentemente foi descoberta uma outra espécie de Ophelimus sp., responsavel
por estragos importantes em algumas espécies de eucaliptos utilizadas para
exploracdo de madeira, em particular E. globulus (Borowiec et al., 2012). Esta espécie

apesar de ser muito proxima de O. maskelli, ainda n&o foi identificada.
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Segundo Borowiec et al. (2012), em Franca, as espécies que demonstraram ter
susceptibilidade a Ophelimus sp. foram: E. cinerea F. Muell. ex Benth., E. globulus, E.
gunnii Hook., E. nichollii e E. parvula L.A.S. Johnson & K.D. Hill . Sendo E. globulus a
espécie com maior representacdo na maioria dos povoamentos comerciais plantados
em Portugal, é possivel que 0s estragos provocados por esta nova espécie de
Ophelimus se agravem a medida que a area de distribuicdo desta praga va
aumentando, tal como a sua importancia econémica. Dada a importancia que esta
espécie pode ter para a cultura do eucalipto em Portugal e a escassez de
conhecimentos sobre a sua biologia, o presente trabalho tem por objectivo geral
estudar a biologia desta nova praga ainda pouco conhecida. Sao objectivos
especificos: i) caracterizar diferencas entre Ophelimus sp. e O. maskelii, em particular
na morfologia das galhas e dos adultos, que possam ser utilizados para a identificacéo
expedita das espécies; ii) comparar o ciclo biolégico de Ophelimus sp. em duas
regides, no Norte e Sul do Pais; iii) avaliar espécies hospedeiras susceptiveis; iv)
detectar variagfes intra-especificas em E. globulus no desenvolvimento das larvas, e
niveis de infestacdo que possam ser Uteis para futura seleccdo de materiais genéticos
em zonas de risco; v) detectar a presenca de possiveis parasitéides de Ophelimus sp.,
em particular colocando-se a hipétese de que C. chamaeleon, parasitdide da espécie
congénere O. maskelli também poderia parasitar este novo insecto galicola; vi)

detectar e quantificar a mortalidade por outras causas.



2. MATERIAL E METODOS

2.1 Dados biométricos de O. maskelli e Ophelimus sp.

De modo a caracterizar as diferencas morfolégicas de galhas e adultos que possam
servir de diagndstico diferencial e identificacdo das duas espécies congéneres
presentes em Portugal, foram recolhidas folhas com galhas, prestes a emergir.
Durante o més de Outubro de 2013, recolheram-se no Arboreto do Instituto Superior
de Agronomia (ISA), cinco folhas adultas de E. rudis Endl. e cinco folhas adultas de E.
camaldulensis para a medicdo de galhas de O. maskelli. No més de Marco de 2014,
recolheram-se e mediram-se galhas de Ophelimus sp., obtidas de cinco folhas adultas
de cada uma das espécies: E. cypellocarpa L.A.S. Johnson; E. globulus; E. macarthurii
Dean & Maiden e E. cinerea. Durante este més também foram medidas as galhas de
dois clones de E. globulus (TUGA e G74) recolhidas em Valongo, permitindo comparar
diferengas entre locais.

As galhas foram observadas com auxilio de lupa binocular (OLYMPUS SZX — ZB12)
(108x). Apos a observacao, registou-se a cor, a forma e o tamanho de galhas e larvas.
Para a determinacdo do tamanho das galhas, mediu-se os dois eixos perpendiculares
de cada galha (N=30). Assumindo que as galhas possuiam uma forma elipsoidal,
estimou-se posteriormente a area ocupada pela galha na superficie da folha com base
na equacao da area de uma elipse. Na determinac&o da dimenséo das larvas, mediu-
se apenas o comprimento (N=30). Os dados das dimensbes das galhas foram
comparados entre O. maskelli e Ophelimus sp. As diferencas de morfologia dos
adultos de O. maskelli e de Ophelimus sp. foram registadas através de observagdes
de exemplares adultos realizadas com o auxilio da mesma lupa binocular. Registaram-
se as dimensbes de tamanho de corpo e as caracteristicas de diferentes partes do

corpo do insecto, tais como: asas, térax e patas.

2.2 Parasitismo de O. maskelli e Ophelimus sp.

De modo a determinar a eventual presenca de parasitdides e comparar a sua
incidéncia em galhas de Ophelimus sp. e O. maskelli, recolheram-se folhas com
galhas que foram mantidas em laboratério em caixas separadas até a emergéncia dos
insectos adultos e possiveis parasitoides.

Para Ophelimus sp., recolheram-se 60 folhas com presenca de galhas em E. cinerea

(3 arvores), 10 folhas em E. globulus (3 arvores) e 40 folhas em E. cypellocarpa (3



arvores). As amostras foram recolhidas no Arboreto do ISA durante o més de Abril de
2014, quando se verificou a presenca de galhas desenvolvidas.

Para determinar a taxa de parasitismo de O. maskelli, a colheita de folhas foi feita em
Outubro de 2013, no Arboreto do ISA, pois esta € uma das duas alturas do ano em
que existe emergéncias deste insecto. As espécies de hospedeiros seleccionados
para esta amostragem foram: E. rudis (3 arvores) e E. camaldulensis (5 arvores). De
cada hospedeiro recolheram-se 60 folhas com galhas. De notar que em Outubro, néo
h& galhas de Ophelimus sp. desenvolvidas a ndo ser as galhas j4 vazias ou com
larvas mortas no interior que restaram do periodo de emergéncia anterior (Marco-
Abril).

No laboratério, registou-se o nimero de galhas totais e o nimero de galhas furadas,
isto &, galhas em que o insecto adulto ja tinha emergido. De seguida, as folhas foram
colocadas dentro de caixas seladas com o peciolo em esponja humida, para manter
alguma humidade. Os insectos que emergiram das caixas, em ambos 0s casos, foram

posteriormente observados a lupa, procedendo-se a sua identificacdo e contagem.

2.3 Espécies hospedeiras usadas por O. maskelli e Ophelimus sp.

2.3.1 Espécies hospedeiras em dois locais de Portugal

Com o objectivo de determinar as espécies de eucalipto utilizadas como plantas
hospedeiras por O. maskelli e Ophelimus sp., foram realizadas amostragens em dois
arboretos, cada um deles, compaosto por varias espécies de eucaliptos: 1) Arboreto do
ISA (Tapada da Ajuda, Lisboa) e 2) Mata Nacional do Escaroupim (Salvaterra de
Magos). Para esta amostragem, recolheram-se ramos com 50 cm a 1 m de
comprimento, num total de 4 ramos por arvore. No laboratério, contou-se o nimero de
galhas existentes em cada ramo, usando 6culos com lupa para melhor observacdo
das galhas nas folhas.

No Arboreto do ISA, a amostragem foi realizada durante 0 més de Outubro de 2013.
Observaram-se todas as espécies do arboreto. Nas espécies que apresentavam
algum tipo de galha, amostraram-se ramos para observacao em laboratério, de duas a
trés arvores das seguintes espécies: E. globulus, E. cinerea, E. camaldulensis e E.
rudis. Na Mata Nacional do Escaroupim, nha mesma data, recolheram-se
aleatoriamente quatro ramos de cada arvore de cada uma das seguintes espécies
onde se observaram galhas: E. globulus (3 &rvores), E. viminalis Labill. (apenas uma
arvore, por se verificar uma grande auséncia de galhas), E. tereticornis (3 &rvores), E.

camaldulensis (3 arvores), e E. rudis (3 arvores). Uma nova recolha de ramos da Mata
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Nacional do Escaroupim, foi realizada durante o més de Abril. Seleccionaram-se
aleatoriamente quatro ramos de cada hospedeiro e trés arvores de cada talh&o.
Recolheram-se ramos das seguintes arvores com galhas E. rudis, E. camaldulensis, E.

tereticornis, E. viminalis e E. globulus.

2.3.2 Comparacdo do numero de galhas por folha entre trés locais de

Portugal

Para comparar o nimero de galhas por folha entre trés locais distintos, realizaram-se
colheitas de ramos (com 50cm a 1m de comprimento) em ambos os locais. Em
Outubro de 2014, fez-se uma recolha de ramos de E. globulus no Arboreto do ISA, em
gue se contou o numero de galhas por folha adulta. Na Mata Nacional do Escaroupim,
a recolha foi feita durante o més de Outubro e no més de Abril. Em Valongo,
recolheram-se ramos durante os meses de Novembro, Dezembro e Janeiro do clone

TUGA. Para todos os locais foi contado o nimero de galhas em cada folha adulta.

2.4 Utilizacéo de E. globulus como espécie hospedeira de Ophelimus sp.

2.4.1. Diferencas intraespecificas - Clones (TUGA e G74) em folhas juvenis

Foi realizada uma comparacéo entre dois clones de E. globulus de um local, para se
testar a hipétese de existirem diferencas no desenvolvimento do insecto em fungéo da
arvore hospedeira, ao nivel intraespecifico. Foram amostradas arvores de dois clones
de E. globulus denominado TUGA e G74. As amostras foram recolhidas em Valongo
em povoamentos que sdo propriedade da Soporcel.

Para esta amostragem, mediram-se 60 galhas de 10 folhas jovens do clone TUGA e
60 galhas de 10 folhas jovens do clone G74. Em Fevereiro de 2014, as galhas
apresentam-se em desenvolvimento, 0 que permitiu medir as galhas e posteriormente
as larvas que se encontravam no seu interior. As larvas foram medidas apenas em
comprimento, enquanto as galhas foram medidas em largura e comprimento
assumindo que tém uma forma elipsoidal. Os dados foram registados no més de

Fevereiro.



2.4.2. Diferencas intraespecificas - E. globulus em dois locais (Valongo e
Arboreto do ISA)

O numero de galhas por tipo de folha (juvenil vs. adulta) foi registado em Fevereiro de
2014 para folhas provenientes de E. globulus, clone TUGA, recolhidas em Valongo e
de E. globulus recolhidas no arboreto do ISA. Nas amostras provenientes de Valongo
foram medidas 60 galhas para cada uma das duas arvores amostradas: 30 galhas em
5 folhas adultas e 30 galhas em 5 folhas jovens. Mediram-se as galhas e as larvas,
como foi descrito anteriormente. No Arboreto do ISA foram recolhidas folhas de uma
arvore de E. globulus para que fossem medidas 60 galhas. Amostrando-se 30 galhas
de 5 folhas jovens e 30 galhas de 5 folhas adultas.

2.5 Ciclo biolégico de Ophelimus sp.

O desenvolvimento de galhas e de larvas de Ophelimus sp. foi observado desde
Outubro de 2013 a Marco de 2014, de modo a determinar o ciclo biolégico desta
espécie no Norte e Sul do Pais. O desenvolvimento de galhas e larvas foi realizado em
dois locais diferentes (Valongo e Lisboa) para se poder fazer uma comparacdo de
duas zonas distintas do Pais com climas diferentes. As observacdes prolongaram-se
até se registarem emergéncias de individuos adultos, de modo a que fosse possivel
determinar o inicio das emergéncias dos insectos nos diferentes locais. Durante o
periodo em estudo acompanhou-se o crescimento das larvas, registando-se o seu
comprimento, forma e cor.

Com este objectivo, galhas de folhas recolhidas no Arboreto do ISA foram observadas
durante os meses de Outubro, Dezembro, Fevereiro e Marc¢o. As larvas foram medidas
durante estes meses, excepto no més de Outubro, uma vez que, as larvas ainda
tinham um tamanho muito reduzido para que fosse possivel serem medidas e, no més
de Marco por estas ja se encontrarem em pupa. As galhas foram observadas com
auxilio de lupa binocular, tal como descrito para os adultos.

Procedeu-se da mesma forma para os ramos recolhidos em Valongo durante os
meses de Novembro, Dezembro, Janeiro e Fevereiro. A partir desta altura verificou-se
que as galhas j4 ndo se desenvolviam mais, pelo que néo se efectuou mais nenhuma
medicao das galhas para além do més de Fevereiro. No caso das larvas, foi ainda
realizada a medicdo destas para 0 més de Marco, pois ainda se encontravam em

desenvolvimento.
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Com base nesta informacao determinou-se um ciclo biolégico hipotético de Ophelimus
sp. para cada um dos locais em estudo, Arboreto do ISA e numa propriedade em
Valongo.

2.6 Mortalidade larvar de Ophelimus sp. e mortalidade do pré-adulto em
clone TUGA

Com o objectivo de estudar a mortalidade da larva dentro da galha e determinar as
percentagens de mortalidade larvar e mortalidade pré-adulto, foram recolhidos ramos
do clone TUGA provenientes de Valongo, que continham galhas da geragéo anterior,
isto é, galhas em que os adultos emergiram em Marco-Abril de 2013. N&o foi possivel
aplicar este estudo ao clone G74, pois este s6 continha folhas jovens, onde nao se
registou a presenca de galhas da geracdo anterior. Foram feitas recolhas nos meses
de Novembro e Dezembro de 2013 e Janeiro de 2014.

Uma vez recolhidos os ramos, estes foram levados para laborat6rio onde se registou o
namero total de galhas presentes nas folhas e desse valor, registou-se o nimero total
de galhas que se encontravam fechadas, ou seja, em que ndo houve emergéncias do
insecto adulto, e galhas com furos de emergéncia. Ao abrir as galhas da geragéo
anterior que ainda estavam fechadas, foi possivel identificar trés situacdes distintas: i)
galhas que se encontravam com o interior vazio; ii) galhas com larvas mortas; iii)
adultos mortos que n&o chegaram a emergir. A primeira (i) corresponde possivelmente
a uma mortalidade embrionéria ou a uma mortalidade numa fase larvar muito inicial,
enquanto as restantes (ii e iii), correspondem a uma mortalidade das larvas e dos pré-

imagos.

2.7 Sobrevivéncia dos adultos de Ophelimus sp. em laboratério a

diferentes temperaturas

Realizou-se um ensaio para determinar a sobrevivéncia de individuos adultos de
Ophelimus sp., quando sujeitos a diferentes temperaturas e a diferentes regimes
alimentares. Para tal, capturam-se insectos emergidos de folhas com galhas
recolhidas no Arboreto do ISA das seguintes espécies: E. cypellocarpa (3 arvores), E.
globulus (3 arvores) e E. cinerea (3 arvores).

Os insectos foram colocados dentro de caixas em trés diferentes temperaturas: 5°C,

15°C e 25°C. Para cada temperatura, foram colocadas 3 caixas em diferentes
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situac@es: i) auséncia de alimento ou &gua (controlo); ii) insectos alimentados apenas
com algoddo embebido em &gua; iii) insectos alimentados com algoddo embebido
numa solucéo a base de dgua e mel (50%).

As caixas foram colocadas em camaras com condi¢cfes controladas. Diariamente, foi
registado o nimero de insectos mortos de modo a que fosse possivel determinar a
sobrevivéncia ao longo do tempo e os efeitos da alimentagdo na sua longevidade.
Finalizado o ensaio, todos os insectos foram recolhidos e identificados de modo a

verificar que apenas se encontravam Ophelimus sp. no interior das caixas.

2.8 Andlise Estatistica

A determinacao das diferencas das médias da area das galhas em varios hospedeiros
de O. maskelli e Ophelimus sp. foi realizada através de uma ANOVA a um factor
(espécies).

Para a determinacao de diferencas no numero de galhas por folhas entre espécies de
hospedeiros usados por O. maskelli foi utilizado uma analise por modelos lineares
generalizados (GLM) considerando-se a distribuicdo Binomial Negativa. O mesmo se
fez para as espécies de hospedeiros usadas por Ophelimus sp. nos locais: Arboreto
do ISA e Mata Nacional do Escaroupim. De modo a determinar as diferencas entre
locais no nimero de galhas por folha em E. globulus proveniente do Arboreto do ISA,
Mata Nacional do Escaroupim e Valongo, utilizou-se igualmente a distribuicdo Binomial
Negativa.

Para a determinagdo de diferengas intraespecificas no uso de E. globulus por
Ophelimus sp., relativamente a area das galhas utilizou-se uma ANOVA, com o factor
clone. A mesma analise foi usada para determinar diferencas entre as areas de galhas
e o0 comprimento de larvas para E. globulus de dois locais (Arboreto do ISA e Valongo)
utilizando uma ANOVA com dois factores: local e tipo de folha (jovem e adulta). Os
pressupostos de normalidade e homogeneidade de varidncias foram avaliados
previamente a ANOVA, utilizando os testes de Kolmogorov-Smirnov e de Levene,
respectivamente.

A sobrevivéncia de individuos adultos de Ophelimus sp., sujeitos a diferentes
temperaturas e a diferentes regimes alimentares, foi analisada através de curvas de
sobrevivéncia.

Todas as andlises estatisticas efectuadas para este estudo foram realizadas com o

auxilio do software SPSS versédo 21.0.
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3. RESULTADOS

3.1 Dados biométricos de O. maskelli e Ophelimus sp.

3.1.1 Galhas de O. maskelli e Ophelimus sp.

As galhas de O. maskelli assemelham-se a pequenas pontuagcdes que crescem
simultaneamente para os dois lados da folha. Comecam por ser esverdeadas e
gradualmente podem obter uma coloracdo rosada, até atingirem o crescimento
méximo (Fig. 3: A e B).

Fig. 3: Folhas de Eucalyptus rudis com galhas de Ophelimus maskelli: A - presenca de galhas

abertas e em desenvolvimento; B — presenca de galhas desenvolvidas.

As galhas de Ophelimus sp. crescem apenas numa das faces da folha. Inicialmente,
apresentam uma cor rosada que gradualmente vai ficando acinzentada ao atingir o

seu crescimento maximo (Fig. 4: A e B).

Fig. 4: A - Folha jovem de Eucalyptus globulus colhida em Valongo, com galhas de Ophelimus
sp. em desenvolvimento. B- Folha adulta de Eucalyptus globulus de Valongo, com presenca de

galhas desenvolvidas de Ophelimus sp.
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Para ambas as espécies observaram-se diferencas na dimensao das galhas maduras
em funcdo das espécies hospedeiras. Verificou-se a existéncia de diferencas
significativas na area das galhas de O. maskelli (F1=15,43; p< 0,001). A média da
area das galhas (+ erro padréo) foi maior em E. camaldulensis (1,32 + 0,039) do que
em E. rudis (1,11 + 0,039). Relativamente a Ophelimus sp., verificou-se que existem
diferencas significativas entre espécies do Arboreto (Fs120=133,60; p< 0,0001). As
galhas de E. cypellocarpa tém uma média da area superior a todos 0s outros
hospedeiros avaliados (Tabela 2), enquanto E. macarthurii e E. cinerea tém dimensdes
mais pequenas e bastante semelhantes. Entre os clones de E. globulus, TUGA e G74
presentes em Valongo, existe uma diferenca significativa entre as dimensdes das
areas das galhas (F159=19,56; p< 0,0001), sendo que no clone G74 estas apresentam-
Se mais pequenas para a mesma altura do ano (Tabela 2). Comparando os dois locais,
verifica-se que as galhas em E. globulus presentes no Arboreto eram maiores que as

de Valongo.

Tabela 2: Média e desvio padréo da area de galhas de Ophelimus sp. no seu desenvolvimento
maximo para Eucalyptus cypellocarpa, Eucalyptus globulus, Eucalyptus macarthurii e
Eucalyptus cinerea do Arboreto do ISA, e clones de Eucalyptus globulus (TUGA e G74) de
Valongo. Dentro de cada local, os valores com letras diferentes séo significativamente
diferentes P<0.05.

Ophelimus sp.
Arboreto Valongo
. . E. globulus | E. globulus
E. cypellocarpa| E. globulus | E. macarthurii | E. cinerea (TUGA) (G74)
Area 134a 0,90 b 0,63 ¢ 0,63 ¢ 0,72 a 0,59 b
(mm°)
Erro
~ 0,029 0,029 0,029 0,029 0,022 0,02
Padréo

3.1.2 Diferengas morfologicas entre os individuos adultos de O. maskelli e
Ophelimus sp.

Os adultos das duas espécies de Ophelimus quando observados a lupa binocular
mostraram-se visualmente idénticos. Em ambas as espécies os adultos tém um corpo
castanho-escuro, as antenas semelhantes, as coxas e os fémures de coloracao
castanha, a tibia de coloracéo branca e os tarsos de coloragéo castanha (Fig. 5 A e B).
Contudo, foi possivel verificar que o individuo adulto de O. maskelli € um pouco maior
(0.99 + 0.11mm) que o individuo adulto de Ophelimus sp. (0.88 + 0.08mm).
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Fig. 5: A - Individuo adulto de Ophelimus maskelli (Fonte: Protasov et al., 2007a); B - Individuo
adulto de Ophelimus sp. (Foto: Autora).

Em concordéncia com Protasov et al. (2007a), verificAmos que O. maskelli apresenta
apenas um pélo setadceo na membrana submarginal da asa anterior (Fig. 6A) enquanto
gue Ophelimus sp. tem dois a quatro pélos setaceos na membrana submarginal da
asa anterior (Fig. 6B). Actualmente, esta é a Uunica forma de distinguir
morfologicamente as duas espécies, sem recorrer a analises comparativas de ADN.
Dos insectos recolhidos durante os ensaios nunca foram observados machos, tendo-

se recolhido apenas fémeas.
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Fig. 6: A - Asa de Ophelimus sp. apresentando quatro pélos setaceos (Foto: André Garcia); B -

Asa de Ophelimus maskelli, apresentando um pélo setaceo (Foto: André Garcia).

3.2 Parasitismo de O. maskelli e Ophelimus sp.

Para Ophelimus sp., o0 parasitismo foi nulo, pois nunca se encontrou nenhum
parasitoide entre os adultos recolhidos das caixas de E. cinerea, E. globulus e E.
cypellocarpa (Tabela 3). No caso dos adultos recolhidos que emergiram nas caixas de

E. camaldulensis e E. rudis, apenas se encontrou C. chamaeleon (Tabela 3).
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Tabela 3: Nimero de insectos galicolas parasitoides emergidos em galhas de O. maskelli

Ophelimus sp., em funcéo do hospedeiro vegetal.

. . . . Insectos
EspeC|e_ N Ophellmqs Ophelimus Parasitéides N30
Hospedeiro maskelli sp. :
emergidos

E. camaldulensis 60 0 - 770 366
E. rudis 60 0 - 20 115

E. cinerea 60 - 677 0 629

E. globulus 10 - 351 0 130

E. cypellocarpa 40 - 4151 0 1178

3.3 Espécies hospedeiras usadas por O. maskelli e Ophelimus sp.

3.3.1 Espécies hospedeiras em dois locais de Portugal

Das 30 espécies de eucaliptos presentes no Arboreto do ISA, s6 duas espécies
apresentavam galhas de O. maskelli nas suas folhas: E. camaldulensis e E. rudis.
Relativamente a estas duas espécies hospedeiras registaram-se diferengas
significativas (Z =66,9; p <0,0001) (Fig. 7), sendo que E. rudis apresentou um maior

namero de galhas de O. maskelli comparativamente a E. camaldulensis (Fig. 7).

0,35 - b
0,3 -
0,25 -
0,2 -
0,15 - a
0,1 -
0,05 -

Numero de galhas/ folha

Eucalyptus camaldulensis Eucalyptus rudis
Espécies

Fig. 7: Espécies hospedeiras de Ophelimus maskelli presentes no Arboreto do ISA. Os valores
representam a média de galhas por folha + erro padréo. Letras diferentes indicam a existéncia

de diferencas significativas (P <0,05).

De igual modo, observou-se a presenca desta vespa galicola em E. camaldulensis, E.

tereticornis e E. rudis no arboreto da Mata do Escaroupim. Registaram-se diferencas
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significativas no numero de galhas entre as diferentes espécies de hospedeiros
(Z=840,9; p <0,0001) (Fig. 8). A presenca de galhas de O. maskelli foi superior em E.
rudis quando comparada com E. camaldulensis e E. tereticornis (Fig. 8).

Zjll

Eucalyptus camaldulensis Eucalyptus tereticornis Eucalyptus rudis

R N N W W b D
v O uu O U O un
I I I I I I )

Nimero de galhas/ folha
=
o

Espécies

Fig. 8: Espécies hospedeiras de Ophelimus maskelli presentes na Mata do Escaroupim. Os
valores representam a média de galhas por folha + erro padréo. Letras diferentes indicam a
existéncia de diferencas significativas (P <0,05).

Das 30 espécies de eucaliptos presentes no Arboreto da Tapada avaliou-se a
intensidade de galhas de Ophelimus sp. em duas: E. globulus e E. cinerea. Verificou-
se que existiam diferengas significativas entre os dois hospedeiros (Z=655,27; p
<0,0001) com maior numero de galhas em E. globulus do que em E. cinerea (Fig. 9).

b

2,5 -

0,5 - a

Numero de galhas/ folha

Eucalyptus cinerea Eucalyptus globulus

Espécies

Fig. 3: Espécies hospedeiras de Ophelimus sp. presentes no Arboreto do ISA. Os valores
representam a média de galhas por folha + erro padréo. Letras diferentes indicam a existéncia

de diferencas significativas (P <0,05).

Observou-se a presenca de Ophelimus sp. apenas em E. globulus e E. viminalis no

arboreto da Mata Nacional do Escaroupim (Fig.10). Registaram-se diferencas
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significativas entre as diferentes espécies (Z= 845,29;p <0,0001) (Fig. 10). A presenca
de galhas de foi maior em E. viminalis do que em E. globulus. (Fig. 10).

. b

Numero de galhas/ folha
OFRP NWPMOUIONOWO

Eucalyptus globulus Eucalyptus viminalis

Espécies

Fig. 40: Espécies hospedeiras de Ophelimus sp. presentes na Mata Nacional do Escaroupim.
Os valores representam a média de galhas por folha + erro padréo. Letras diferentes indicam a

existéncia de diferencgas significativas (P <0,05).

3.3.2 Comparacdo do numero de galhas por folha entre trés locais de

Portugal

Comparando o numero de galhas de Ophelimus sp. por folha recolhidas de ramos de
E. globulus provenientes de trés locais diferentes, observaram-se diferengas
significativas entre locais (Z =3062,03, p<0,001) sendo Valongo, no Norte do Pais, o

local com maior incidéncia de galhas (Fig.11).

30 -
25
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5 4 a
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Escaroupim Arboreto Valongo

Numero de galhas/ folha

Locais

Fig. 11: Comparagédo do nimero de galhas de Ophelimus sp. por folha (adultas) de E. globulus
em trés locais. Os valores representam a média do nimero de galhas por folha + erro padrao.

Letras diferentes indicam a existéncia de diferencas significativas (P <0,05).
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3.4 Utilizac&o de E. globulus como espécie hospedeira de Ophelimus sp.

3.4.1 Diferencas intraespecificas - clones (TUGA e G74) em folhas juvenis

Ao nivel intraespecifico registaram-se diferencas significativas na dimensdo das
galhas presentes em folhas juvenis nos dois clones estudados de E. globulus,
recolhidas em Fevereiro (F; 110=6,127; p=0,015). As galhas do clone TUGA foram
maiores (0,83mm % 0,72mm) que as galhas observadas no clone G74 (0,59mm =+
0,090mm).

3.4.2 Diferencas intraespecificas - E. globulus em dois locais (Valongo e
Arboreto do ISA)

Comparando a area das galhas de folhas adultas e jovens presentes em E. globulus
no Arboreto do ISA e em Valongo no més de Fevereiro, ndo se registaram diferengas
significativas entre os dois locais (F1210=3,816; p=0,052). No entanto observaram-se
diferencas significativas entre os dois tipos de folhas (F;210=3,923; p=0,049) (Fig. 12).
A é&rea das galhas das folhas jovens foi superior nos dois locais comparativamente a
area de galhas presentes em folhas adultas (Fig. 12). Os valores registados sdo
ligeiramente superiores em Valongo relativamente aos registados no Arboreto do ISA
(Fig. 12).

1 -
b
b a T
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Fig. 5: Area (média + erro padrdo) de galhas de Ophelimus sp. em folhas adultas e jovens em
Eucalyptus globulus de dois locais: Arboreto do ISA e Valongo. Letras diferentes indicam a

existéncia de diferencas significativas (P <0,05).
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Comparando o comprimento das larvas presentes em galhas de folhas adultas e
jovens presentes em E. globulus no Arboreto do ISA e em Valongo, verificou-se
diferencas significativas entre os dois locais (F118=15,80; p<0,001) mas néo entre 0s
dois tipos de folhas (F;210=0,561; p=0,455) (Fig. 13). Quando comparado o tipo de
folha por local, o comprimento das larvas foi superior nas folhas jovens do arboreto
enquanto que em Valongo, as larvas eram maiores nas galhas das folhas adultas (Fig.
13).

0,7 - b

0,6 - a a

0,3 -

0,2 -

Comprimento das larvas (mm)

0 .
Adulta Jovem | Adulta Jovem |

E. globulus | Tuga |

Tipo folha/ Espécies hospedeiras

Fig. 63: Comprimento das larvas (mm) (média * erro padréo) de Ophelimus sp. em folhas
adultas e jovens presentes de Eucalyptus globulus em dois locais: Arboreto do ISA e Valongo.

Letras diferentes indicam diferengas significativas dentro de cada local (P <0,05).

3.5 Ciclo biologico de Ophelimus sp.

A medicdo da area das galhas de Ophelimus sp. ao longo de quatro meses permitiu
verificar um aumento linear até Janeiro, tendo-se verificado um ligeiro decréscimo em
Fevereiro (Fig. 14). Neste periodo as galhas medidas em folhas de TUGA foram

sempre maiores do que as galhas de E. globulus do Arboreto e de G74 (Fig. 14).
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Fig. 7: Evolucdo da area das galhas de folhas de dois clones de Eucalyptus globulus (G74 e
TUGA) recolhidas em Valongo e de folhas de E. globulus recolhidas no Arboreto do ISA ao

longo do tempo. Os valores correspondem a média + erro padréo.

No comprimento das larvas presentes em galhas nos clones G74 e TUGA, verificou-se
um aumento do tamanho das larvas até Fevereiro, sendo que as larvas presentes em
TUGA eram maiores do que as larvas presentes em G74.Nas duas medicdes

efectuadas no arboreto as larvas foram sempre maiores (Fig.15).
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Fig. 85: Evolucdo do comprimento das larvas de folhas de dois clones de Eucalyptus globulus
(G74 e TUGA) recolhidas em Valongo e de folhas de E. globulus recolhidas no Arboreto do ISA

ao longo do tempo. Os valores correspondem a média + erro padréo.
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As larvas de Ophelimus sp. apresentam uma cor esbranquicada (Fig.16 A). No inicio
do estado de pupa, surge uma coloracdo avermelhada onde futuramente estardo os
olhos do insecto e surgem saliéncias que irdo originar as patas (Fig.16 B e 17).

Fig. 16: Larva (A) e Pupa (B) de Ophelimus sp. de Eucalyptus globulus de Valongo. A escala

corresponde a 1mm entre 0 e 100.

Fig. 9: Pupa de Ophelimus sp. de Eucalyptus globulus em desenvolvimento. A escala

corresponde a 1mm entre 0 e 100.

Aquando do seu completo desenvolvimento, durante o més de Margo, 0 comprimento
das larvas de Ophelimus sp. variou entre espécies hospedeiras de eucaliptos, tendo-
se verificado, que as larvas eram menores em E. macarthurii do que as larvas nos
restantes hospedeiros (Tabela 4). Entre clones de E. globulus (Tuga e G74) com
origem de Valongo, também existiram diferencas na média do comprimento das

larvas, sendo que o clone TUGA atingiu para 0 mesmo més dimensdes maiores. Entre
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os dois locais avaliados, verificou-se que E. globulus presente no Arboreto do ISA
atingiu valores mais elevados relativamente ao comprimento médio da larva (Tabela
4).

Tabela 4: Média do comprimento das larvas medidas durante o més de Marco de Ophelimus
Sp. e o respectivo desvio padréo, no seu crescimento maximo em diferentes espécies

hospedeiros e locais.

Ophelimus sp.

Arboreto Valongo

E. globulus | E. macarthurii | E. cinerea | E. globulus (TUGA) | E. globulus (G74)

Comprimento

0,7 0,49 0,66 0,64 0,58
da larva (mm)

Desvio Padrdo 0,25 0,17 0,15 0,16 0,18

3.6 Mortalidade larvar e mortalidade do pré-adulto em clone TUGA

Nas trés amostragens de galhas que ficaram fechadas da geracéo anterior, observou-
se a existéncia de mortalidade na fase larvar (Fig. 18 A) e de mortalidade na fase de
imago antes da emergéncia (Fig. 18 B). A mortalidade larvar variou entre 14 e 25% e
foi sempre superior a mortalidade dos pré-adultos (Tabela 5). No total a mortalidade foi
de 22% a 34%.

Tabela 5: Mortalidade larvar e pré-adulta registada em trés observacdes para galhas do clone

TUGA. Os valores apresentados correspondem a média + erro padréo.

Mortalidade larvar total Mortalidade pré-adulto

(Média + erro padrao) (Média + erro padrao)
Novembro 0,25 + 0,028 0,09 £+ 0,048
Dezembro 0,16 + 0,019 0,08 + 0,006
Janeiro 0,14 + 0,019 0,08 + 0,005
Média Global 0,18 + 0,007 0,08 + 0,002
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Fig. 18: A - Larva morta no interior da galha; B - Pré-adulto morto no interior da galha. Ambas

as galhas séo do clone TUGA de E. globulus.

Nas larvas mortas foi com frequéncia encontrado o micélio de um fungo, ndo foi no
entanto possivel determinar se este seria um fungo patogénico das larvas,

eventualmente um mutualista da planta, ou um fungo saprofita.

3.7 Ciclo biolégico hipotético de Ophelimus sp.

Como Ophelimus sp. revelou ligeiras diferengas no desenvolvimento larvar entre os
dois locais em estudo, Arboreto do ISA (Lisboa) e huma propriedade em Valongo,
determinou-se um ciclo bioldgico hipotético do insecto para cada um dos locais, de
acordo com os registos de aparecimento de galhas, larvas, pupas e adultos, ao longo
do tempo.

Pressupfe-se que a ecloséo das larvas de Ophelimus sp. se inicia entre Setembro e
Outubro (observagbes em campo), com 0 aparecimento de pequenas galhas que
durante todo o Inverno se foram desenvolvendo (Fig. 19). Estas foram ganhando uma
forma mais saliente a medida que a cor também comecou a alterar-se. As larvas foram
crescendo até se transformarem em pupa em Marco. Durante o més de Abril,
emergiram os primeiros adultos, tendo-se iniciado de imediato a oviposi¢do, formando
novas galhas nas folhas dos hospedeiros, e comecando uma nova geracdo destes
insectos galicolas (Fig. 19).
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Fig. 1910: Ciclo biolégico hipotético de Ophelimus sp. em Eucalyptus globulus do Arboreto do
ISA

O ciclo biolégico de Ophelimus sp. em Valongo foi iniciado um pouco mais tarde,
tendo-se verificado que as primeiras pupas apareceram apenas no inicio de

Abril, com a emergéncia de adultos no fim de Abril, inicio de Maio (Fig. 20).
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Fig. 11: Ciclo biolégico hipotético de Ophelimus sp. em E. globulus de Valongo.

3.8 Sobrevivéncia dos adultos de E. globulus em laboratério a diferentes

temperaturas

A sobrevivéncia de adultos de Ophelimus sp. a uma temperatura de 5°C e sem
qualquer alimento (controlo), foi maior em adultos que emergiram de galhas de E.
cypellocarpa recolhidas no Arboreto do ISA, sobrevivendo até aos 28 dias (Fig. 21 C),
enquanto os individuos com origem em E. globulus de Valongo, sobreviveram apenas
até ao 17° dia (Fig. 21 A).
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Fig. 2112: Sobrevivéncia de individuos adultos provenientes de galhas de Eucalyptus globulus
(A), Eucalyptus cinera (B) e Eucalyptus cypellocarpa (C), colocados a 5°C e na auséncia de

qualquer alimento ou agua.

A uma temperatura de 15°C, os insectos morreram mais rapidamente que o0s
individuos colocados a 5°C. Os insectos provenientes de E. cypellocarpa foram
aqueles que sobreviveram mais tempo, nomeadamente os insectos alimentados com
agua e mel que viveram até 13 dias (Fig. 22 C). No entanto a sobrevivéncia média
deste grupo foi de 6 dias. Os adultos provenientes de E. globulus e alimentados

apenas com agua, sé sobreviveram um dia (Fig. 22 A).
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Fig. 13: Sobrevivéncia de individuos adultos de Eucalyptus globulus (A), Eucalyptus cinerea
(B) e de Eucalyptus cypellocarpa (C), colocados a 15°C e em trés diferentes situacoes:
auséncia de alimento ou 4gua (controlo); algodao embebido em agua; algoddo embebido numa

solugdo a base de agua e mel (50%).

Quando colocados a 25°C, é possivel observar que os insectos das trés espécies tém
uma mortalidade muito semelhante e muito mais elevada quando comparando com as
outras temperaturas estudadas (Fig. 23 A, B e C). Os individuos adultos provenientes
de folhas de E. globulus tiveram a sobrevivéncia mais baixa, apenas 3 dias (Fig. 23 A).
Nos insectos originarios dos hospedeiros E. cinerea e E. cypellocarpa, a partir do 4°

dia ja ndo existiam individuos vivos (Fig. 23 B e C, respectivamente).
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Fig. 14: Sobrevivéncia de individuos adultos de Eucalyptus globulus (A), Eucalyptus cinerea
(B) e de Eucalyptus cypellocarpa (C), colocados a 25°C em trés regimes alimentares diferentes:
auséncia de alimento ou 4gua; algodao embebido em agua; algodao embebido numa solugéo a

base de 4gua e mel (50%).

29



4. DISCUSSAO

O género Ophelimus é ainda pouco conhecido, embora tenham sido até agora
descritas mais que 50 espécies (Protasov et al., 2007a). Até 2010, O. maskelli era a
Unica espécie do género presente na Europa. No entanto, nesse ano e através de
testes moleculares, morfologicos e bio-ecolégicos, foi detectada a presenca de uma
nova espécie de Ophelimus em Franga, que até a data ainda ndo foi identificada
(Borowiec et al., 2012).

Em 2013, Ophelimus sp. foi detectada pela primeira vez em Portugal em Lisboa no
Arboreto do Instituto Superior de Agronomia (ISA) (Garcia et al., 2014) e também
numa plantacdo de eucaliptos em Valongo pertencentes ao centro de investigacao
RAIZ do grupo Portucel-Soporcel. Até a realizacdo deste estudo, muito pouco era
conhecido sobre a biologia desta nova espécie, tendo portanto este estudo sido
pioneiro a abordar varios aspectos da biologia e morfologia desta espécie até agora
desconhecidos.

A observacdo da morfologia das galhas de O. maskelli e de Ophelimus sp. permitiu
identificar algumas diferencas entre ambos. A morfologia exterior da galha difere entre
ambas em termos de coloracdo, sendo que as galhas de O. maskelli no inicio do seu
desenvolvimento sdo esverdeadas com tendéncia a ficarem rosadas a medida que
envelhecem, como observado por outros autores (Borowiec et al., 2012; Protasov et
al., 2007a), enquanto as galhas de Ophelimus sp., sdo inicialmente rosadas e
gradualmente vado-se tornando acinzentadas. Os individuos adultos de O. maskelli
induzem galhas em ambos os lados da folha (Protasov et al., 2007a), enquanto as
galhas de Ophelimus sp. crescem apenas em um dos lados. Por outro lado,
observdmos que as galhas induzidas por O. maskelli séo maiores que as galhas de
Ophelimus sp., tal como observado por Borowiec et al. (2012), excepto em E.
cypellocarpa, que apresentou galhas maiores que todos os outros hospedeiros. No
conjunto, estas caracteristicas permitiram diferenciar no campo as galhas das duas
espécies de Ophelimus. Todavia, as medi¢cdes do tamanho de galhas provenientes de
varias espécies hospedeiras, demonstraram que o tamanho das galhas para a mesma
espécie galicola varia em funcdo do hospedeiro, tal como ja havia sido referido no
estudo de Branco et al. (2009), pelo que a dimensdo da galha sé por si deve ser
considerada com precaucéo.

As caracteristicas morfolégicas dos individuos adultos de O. maskelli e Ophelimus sp.
sdo muito semelhantes. Segundo Protasov et al. (2007a), a caracteristica morfolégica

que permite distinguir O. maskelli relativamente a outras espécies do mesmo género, é
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a presenca de um Unico pélo setdceo na membrana submarginal. Neste estudo
constatou-se que Ophelimus sp. apresenta entre dois e quatro pélos setaceos, tal
como ja havia sido descrito por Borowiec et al. (2012), confirmando tratar-se de uma
espécie distinta.

Neste estudo, ndo se registou a emergéncia de nenhum parasitdide a partir das galhas
de Ophelimus sp. e segundo 0 nosso conhecimento ainda ndo foi detectado a
presenca de parasitdides em nenhum outro pais em que esta nova praga esteja
estabelecida fora da Australia. De todas as galhas de O. maskelli observadas, 100%
dos individuos que emergiram eram C. chamaeleon. Segundo Borowiec et al. (2012),
as taxas de parasitismo de C. chamaeleon sdo normalmente bastante elevadas,
muitas vezes superiores a 90%. A auséncia de parasitéides em galhas de Ophelimus
sp. pode ser explicada por uma elevada especializacdo de C. chamaeleon em relagéo
a O. maskelli (Protasov et al., 2007b) ou devido ao facto de o periodo de
disponibilidade das larvas de Ophelimus sp. ndo coincidir com o ciclo de vida do
parasitéide. Borowiec et al. (2012) referem que Ophelimus sp. possui somente um
periodo de reproducédo anual, enquanto que o ciclo de O. maskelli, contempla pelo
menos dois periodos de reprodugéo por ano, sendo que em Israel pode chegar a trés
ciclos anuais (Protasov et al., 2007a). No nosso estudo, pudemos verificar que a fase
larvar é a mais longa, desde Outubro até Abril. Os adultos vivem apenas de alguns
dias a trés semanas, dependendo do alimento, pelo que s6 estdo no campo durante o
inicio da Primavera. Deduzimos assim que a fase de ovo se prolongue de Abril a
Setembro/Outubro, suportada por um possivel periodo de diapausa estival.

Sendo importante conhecer as espécies de eucaliptos susceptiveis a Ophelimus sp.,
foram avaliados dois locais onde existem arboretos com varias espécies de eucaliptos.
Das trinta espécies de eucalipto que constituem o Arboreto do ISA, apenas se
observou a presenca de galhas de Ophelimus sp. em quatro: E. cinerea, E. globulus,
E. macarthurii, e E. cypellocarpa. Na Mata Nacional do Escaroupim (Salvaterra de
Magos), as galhas de Ophelimus sp. foram observadas em E. viminalis e em E.
globulus. Em Franca, registou-se a presenca de Ophelimus sp. em E. cinerea, E.
globulus, E. gunnii e E. parvula (Borowiec et al.,, 2012). Todas estas espécies
pertencem a sec¢do Maidenaria que sugere uma afinidade do insecto galicola por este
grupo taxonémico de eucaliptos.

Foi realizada também a monitorizagdo dos possiveis hospedeiros de O. maskelli no
nosso Pais. Apenas duas espécies do Arboreto do ISA apresentavam galhas desta
espécie: E. rudis e E. camaldulensis. Na Mata Nacional do Escaroupim, observaram-
se galhas em E. tereticornis e E. camaldulensis. Estes resultados estdo de acordo com

o estudo de Branco et al. (2014), que refere serem as espécies pertencentes a sec¢ao
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Exsertaria, série Exsertae, as mais susceptiveis a O. maskelli. Apesar de E. globulus
ser considerado um hospedeiro susceptivel a O. maskelli (Protasov et al., 2007a),
nunca foi detectada a sua presenca neste hospedeiro nos dois locais estudados neste
trabalho, Lisboa e Escaroupim. Segundo os estudos de Branco et al. (2009, 2014), E.
globulus possui menor susceptibilidade ao ataque de O. maskelli do que E.
camaldulensis.

Para se tentar perceber se existiam diferengas intraespecificas relativamente a
Ophelimus sp., foram comparados dois clones de E. globulus: Tuga e G74. Tanto a
dimensédo das galhas como das larvas, como os niveis de infestacao foram superiores
no clone TUGA, o que sugere existirem diferencas intraespecificas e, em particular,
uma maior susceptibilidade deste clone. Estes resultados sdo relevantes para a
seleccdo de materiais menos susceptiveis nas regides de maior risco. A area das
galhas foi também maior nas folhas jovens do que nas folhas adultas em ambos os
locais observados, sugerindo uma preferéncia do insecto galicola por este tipo de
folha. Assim, ao contrario de O. maskelli que mostra uma tendéncia para ovipositar
folhas adultas no seu estado inicial de desenvolvimento (Protasov et al., 2007a),
Ophelimus sp. parece preferir a folhas juvenis para ovipositar. O mesmo
comportamento foi registado para O. eucalypti (Protasov et al., 2007a).

Em Valongo verificou-se maior densidade de Ophelimus sp. em comparacdo com o
Arboreto do ISA, tal resultado pode dever-se por uma melhor adaptacdo da vespa
galicola a regibes mais frias, colocando-se, por hip6tese, uma possivel origem da
espécie galicola na regido da Tasménia, de onde é igualmente proveniente E.
globulus. Por outro lado pode também colocar-se como hipétese que Ophelimus sp. se
estabeleceu a mais tempo em Valongo do que no Arboreto.

Pelo desenvolvimento das galhas e das larvas foi possivel registar que a pupacéao de
Ophelimus sp. ocorre mais cedo em Lisboa do que em Valongo, possivelmente devido
ao clima mais ameno da primeira localidade. Segundo Borowiec et al. (2012), em
Franca, a emergéncia dos adultos ocorre no final de Maio, enquanto que em Portugal
se verificou que a emergéncia dos adultos ocorreu no inicio de Abril em Lisboa e no
final de Abril em Valongo.

Com o objectivo de estudar a mortalidade das fases imaturas, foram abertas galhas
das geracdes anteriores que nunca emergiram. Observou-se que a mortalidade larvar
foi maior que a mortalidade dos pré-adultos, possivelmente devido a presenga de um
fungo no interior da galha, ou devido & ac¢do de algum factor abiético como a
temperatura. Independentemente do factor, € de registar uma mortalidade natural, no
total de cerca de 25% a 35% que contribuird para diminuir o crescimento das suas

populacdes. Nao foi possivel determinar se os fungos presentes nas galhas eram
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entomopatogénicos, mutualistas ou saprofitas, 0 que sera interessante estudar num
trabalho futuro.

A sobrevivéncia de individuos adultos foi testada a diferentes temperaturas sob
diferentes regimes alimentares e com adultos provenientes de trés hospedeiros
diferentes. A sobrevivéncia foi bastante elevada quando os insectos foram colocados a
5°C, explicado por uma redugédo da taxa de metabolismo. A 25°C, os insectos ndo
sobreviveram mais de 4 dias, 0 que sugere que a essa temperatura os insectos terdo
poucos dias para encontrar um hospedeiro adequado e ovipositar. A 15°C, a
sobrevivéncia média foi de cerca de 6 dias, sendo esta temperatura proxima das
condicBes atmosféricas de campo na altura em que os adultos emergem. Tal como
esperado, os insectos sobreviveram mais dias no regime alimentar de agua e mel do
que s6 com agua ou no controlo, tal como observado para outras espécies de
parasitdides (Protasov et al., 2007b, 2008). A presenca de néctar ou meladas no
campo, permitir4, portanto, aumentar a sua sobrevivéncia. Os insectos recolhidos na
Tapada da Ajuda, em E. cypellocarpa, sobreviveram sempre mais que os recolhidos
em Valongo em E. globulus. Pensamos que este resultado se deveu ao transporte dos
segundos que demorou alguns dias, periodo que devera ter afectado a longevidade

futura dos adultos emergentes.
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5. CONCLUSAO

Neste estudo foi possivel diferenciar em termos morfoldgicos as galhas e individuos
adultos de O. maskelli e de Ophelimus sp. Foi ainda possivel determinar as espécies
hospedeiras mais susceptiveis, tendo-se constatado que as espécies pertencentes a
seccdo Maidenaria eram as mais atacadas por Ophelimus sp., em particular E.
cypellocarpa, E. globulus e E. viminalis. Verificou-se que para além das diferencas
entre diferentes espécies, existem também diferencas intraespecificas no
desenvolvimento das galhas, nomeadamente entre clones de E. globulus.
Relativamente ao ciclo bioldgico, constatou-se que as regifes mais frias no Norte do
Pais parecem ser mais favoraveis as populagdes, uma vez que apresentam uma maior
densidade de galhas por folha em diferentes espécies de hospedeiro
comparativamente as regibes mais a Sul. No entanto, também se registou um
pequeno atraso no periodo de emergéncias no Norte, com as larvas apenas a
emergirem no fim de Abril.

A existéncia de uma Unica geragdo anual e a elevada mortalidade larvar contribuem
para um crescimento mais lento das populagbes de Ophelimus sp. quando
comparadas com O. maskelli, o que indica que esta nova espécie podera ter um
menor impacto nas plantas hospedeiras que O. maskelli. Por outro lado, a auséncia
de um parasitéide de Ophelimus sp. em Portugal sera favoravel as suas populacdes.
O nosso estudo indica que C. chamaeleon serd um parasitoide especifico de O.
maskelli e ndo parasita Ophelimus sp.. Contudo, séo necessarios estudos laboratoriais
de exposicdo de Ophelimus sp. ao parasitdide C. chamaeleon para confirmar esta

hipbtese.
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