Plano de Acdo Nacional para o Controlo do inseto Dryocosmus kuriphilus Yasumatsu

Procedimentos para a realizagao das largadas do parasitoide Torymus
sinensis e sua monitorizacao

Documento elaborado pelo INIAV e IPB

| - Como se deve proceder nas largadas de Torymus sinensis?

I.1 - Quando podem ser feitas largadas de Torymus sinensis?
e Apenas quando a praga (vespa-das-galhas-do-castanheiro) esta presente.
e Averificacdo da presenca da praga é feita por uma analise visual de sintomas:
o presenga de galhas secas de anos anteriores; e
o presenca de galhas verdes, em quantidade suficiente, que s6 sdo visiveis apds o
abrolhamento dos gomos dos castanheiros.

1.2 — Em que altura do ano devem ser feitas as largadas de Torymus sinensis?

e A largada deve ser realizada no inicio da rebentagdo do castanheiro e apds a formacdo das
galhas;

e Para se ter uma indicacdo do melhor momento para a largada, é aconselhavel acompanhar
o desenvolvimento vegetativo do castanheiro nas areas previamente identificadas para a
introducdo do parasitoide, realizando levantamentos fenolégicos semanais nos
castanheiros, na altura da rebentagdo. Segundo Bellini et al. (2006), as largadas devem ser
feitas quando cerca de 40% dos gomos estdo nas fases c/d (ver figuras 1 e 2);
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Figura 1- Estados fenoldgicos do castanheiro (Bellini, 2006).
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Figura 2- Aspeto de desenvolvimento fenoldgico das galhas no momento em que devem ser realizadas as largadas.

e O estado fenoldgico “c/d” nos castanheiros, varia de local para local e em cada local com
as variedades de castanheiro existentes, mas normalmente entre meados de abril e
meados de maio;

e Aslargadas devem ser efetuadas, preferencialmente em dias quentes e sem vento.

1.3 — Em que locais devem ser feitas as largadas de Torymus sinensis?

e A ndo mobilizacdo dos soutos é fundamental para o estabelecimento de T. sinensis em
ambiente natural, pois os parasitoides durante a fase adulta necessitam de se alimentar de
polen e néctar (provenientes de flores da vegetacdo espontanea), pelo que devem ser
evitadas a realizacdo de largadas em soutos com mobilizacdo do solo;

e N3o devem ser realizados tratamentos fitossanitarios entre marco a fim de junho,
nomeadamente de inseticidas, em todos os castanheiros infetados pela vespa e nos quais
foi introduzido o parasitoide T. sinensis. O uso de pesticidas quimicos também afeta
inevitavelmente o parasitoide.

1.4 — Qual a populagao de Torymus sinensis a utilizar nas largadas?

O parasitoide T. sinensis tem uma vida média de 30 dias. As emergéncias na natureza, dependente
das condigbes climaticas do ano, comegam geralmente em margo, quando a temperatura média
diaria sobe acima de 13°C. Apds o acasalamento, a fémea deposita os ovos dentro das galhas
recém-formadas, no corpo da larva da vespa ou na sua vizinhanga. Cada fémea pode depositar em
média 70 ovos.

e Os resultados mostram que as pequenas largadas (100 fémeas e 50 machos) sao tao
eficientes como as grandes (com maior quantidade de insetos) para o estabelecimento e
multiplicacao de populagdes de T. sinensis (Borowiec et al., 2017).76
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I.5 - Como devem ser feitas as largadas com Torymus sinensis?

1.5.1 - Distancia entre largadas

Os pontos de largada podem estar separados de 1 a 2 Km até um maximo de 4 km.
(Borowiec, et al., 2017);

Cada largada, composta por 130 fémeas e 70 machos, realizando a libertacdo dos insetos
em quatro a cinco arvores préximas.

Espera-se uma taxa de dispersdo do parasitoide de 1 Km/ ano no inicio, como aconteceu
no Japao, (Moriya et al., 2003).
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1.5.2 — Cuidados a ter nas largadas

Deve ter-se em atencdo os ventos dominantes, pois a dispersdo do parasitdide é favorecida
no mesmo sentido;

Desde a origem ao local das largadas, os parasitoides vdao acondicionados numa arca com
acumuladores de frio, embora sem estarem em contacto direto com estes, para que nao
sofram choques térmicos que podem causar mortalidade.
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Insetos adultos de Torymus sinensis a sair do tubo de transporte

Retira-se a tampa dos tubos com a abertura virada para cima, préoxima de galhas e
aguarda-se que os insetos saiam.

Nos locais onde as arvores forem de grande porte e ndo haja ramos baixos, os insetos
podem ser largados no tronco do castanheiro, sobretudo se tiverem rebentos na base.

N3o deixar os tubos nas arvores ou no chao, recolhé-los e confirmar que os insetos sairam
todos.

Durante a largada nunca colocar os tubos no chdo, nem os deixar abandonados, pois as
formigas e outros insetos predadores podem destruir o Torymus, que é um inseto fragil, de
reduzidas dimensdes.

1.6 - Como se da o estabelecimento de Torymus sinensis?

O estabelecimento inicial de T. sinensis é importante que ocorra, em primeiro lugar, na
area de largada, para depois se dispersar naturalmente.

Apds o estabelecimento de T. sinensis sé se verifica uma reducdo da taxa de infestagao por
D. kuriphilus, 4-5 anos ap0ds (Moriya et al., 1989).

Em Franca (Borowiec et al., 2017), Italia (Gehring et al., 2018) e Japdo (Moriya et al., 1989)
o controlo efetivo de T. sinensis na populagdo de D. kuriphilus verificou-se ao fim de 3 a 4
anos apos a primeira largada.
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Il - Como se deve proceder para a monitorizacao de Torymus sinensis?

E importante existir uma forma simples e pratica de estimar com confianca a presenca de T.
sinensis apds a sua largada e monitorizar a evolucdo das taxas de parasitismo.

Para o efeito é necessario colher galhas secas no inverno num determinado n? de locais onde
estas tenham sido realizadas largadas (para coeréncia estatistica).

Este trabalho terd que ser feito sob condi¢cdes controladas e de acordo com a metodologia
descrita a seguir.
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1.1 - Como deve ser feita a recolha das galhas?

11.1.1 - Onde colher as galhas

e Selecionar locais representativos de toda a drea de largadas do ano anterior, no sentido de
avaliar o eventual efeito da data de largada.

e Selecionar locais de largadas que incluam castingais e soutos.

e Selecionar locais com diferente intensidade de ataque de Dryocosmus kuriphilus.

11.1.2 - Como colher as galhas
e Colher 200 galhas/local de largada (Gehring et al., 2018).
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e Recolher galhas de 5 ou 6 arvores, exterior e interior da copa, em todas as direcbes e
também da sua parte superior e inferior (até 8 m de altura na copa) (Gehring et al., 2018).
e As galhas colhidas tém de ser devidamente etiquetadas por local e por data
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11.1.3 - Quando colher das galhas
e Colher as galhas de preferéncia antes de meados de fevereiro (de preferéncia na auséncia

de chuva), de forma a garantir que ainda ndo se iniciou a emergéncia dos adultos de T.
sinensis.

1.1.4 - Qual a dimensao da amostra

e 1 a2 anos apds a largada - Monitorizar 2 25% dos locais de largada, para determinar o
estabelecimento de T. sinensis e observar a taxa inicial de parasitismo.

e 3 ou mais anos apds a largada - Monitorizar 2 25% dos locais monitorizados no 12 ano apos
a largada, para acompanhar a evolucao das populacdes de T. sinensis e evolugao da taxa de
parasitismo.
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11.1.5 — Como validar a presenca de T. sinensis

A presenca do parasitoide por ser validada através de um dos seguintes métodos:

Obtencao de insetos adultos - As galhas secas tém que ser limpas de raminhos, folhas e
eventuais predadores (aranhas, formigas, outros artrépodes) e colocadas em “caixas de
emergéncia” (com a garantia de ndao estarem molhadas para nao se desenvolverem fungos
indesejaveis).

As caixas terdo de ser estanques de cartdo ou de esferovite, devidamente seladas, cada
uma com dois tubos, funcionando como tubos coletores de insetos emergentes seguindo a
metodologia de Quacchia et al. (2008).

Colocar as caixas de emergéncia em condi¢Ges climdticas muito préximas das naturais, até
ao inicio da emergéncia de T. sinensis.

Quando os insetos adultos emergem, eles sdo atraidos pela luz e movem-se para os tubos
de falcon. Nestas situacdes os tubos sdo recolhidos e substituidos por novos.

Os insetos serdo recolhidos para separacdo por espécie e contagem e as recolhas
registadas em ficha prépria (Anexo 1 - Ficha de recolha de parasitoides)

Os parasitoides serdo separados por morfotipo, identificados e armazenados em alcool a
70%.

No final do periodo de emergéncia, as caixas serdao abertas para remover parasitoide ou
outros artropodes ndo-alvo.

Nesta fase, deve ser retirada uma amostra de 20 galhas representativa, as quais sdo
dissecadas para contabilizar o nimero médio de camaras por galha e eventuais
parasitoides ou D. kuriphilus mortas por fungos ou compressao mecanica.

Os insetos emergidos devem ser enviados aos laboratérios especializados, identificados
pela DGAV, para sua posterior identificacao

Identificacdo por métodos moleculares - As larvas e pupas sdo extraidas de 20 galhas
secas, ap6s a andlise morfoldogica de parasitoides (Chalcidoidea), sdo repartidas por
morfotipos. De cada grupo, uma a duas larvas ou pupas sdo congeladas em azoto liquido
para extracdo de DNA com o kit DNeasy Blood & Tissue (Qiagen). O DNA obtido é
guantificado utilizando o NanoDrop 2000 UV-Vis Spectrophotometer e amplificada a regido
do gene da subunidade citocromo c oxidase | (COIl) com os primers LCO 1490 e HCO 2198,
seguindo-se os protocolos referidos em PM 7/129 (1), EPPO, Bulletin OEPP/EPPO Bulletin
(2016) 46 (3), 501-537).

11.1.6 — Como elaborar o relatorio

O relatdrio deve identificar os locais de largadas no concelho em estudo no ano “n”, bem
como registar as datas de largadas.

De igual modo a monitorizacdo nos anos “n+1” e sucessivos deve ser quantificada e
georreferenciada. Deve haver evidencias de cumprimento dos critérios estipulados para
fins de monitorizacao.

O relatdrio deve conter dados sobre a presenca de T. sinensis e sobre a percentagem de
parasitismo, no minimo por concelho.

O célculo da taxa de parasitismo deve ter em conta o numero total de cdmaras de
Dryocosmus kuriphilus nas 200 galhas (necessario abrir uma subamostra de galhas (n=20) e
determinar o numero médio de camaras das galhas desse local (N2 médio de camaras = 3
n? de camaras por galha/n? de galhas abertas) (Anexo 2 — Ficha de calculo do n2 de
camaras/galha)
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e Cdlculo da taxa de parasitismo - % de parasitismo = (nUmero de T.S/ total de cdmaras das
200 galhas) x 100.
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Anexo 1 - Ficha de recolha de parasitoides

VESPA DAS GALHAS DO CASTANHEIRO - Estudo e Monitorizacdao de Torymus sinensis

ANO ----—--
Caixa de CONCELHO | FREGUESIA | LOCAL | Coordenadas | DATA
emergéncia N.2 Geograficas COLHEITA
campo
Caixa de Datas N.2 insetos
emergéncia N.2 Eclosdo

Anexo 2 - Ficha de calculo do n? de camaras/galha

VESPA DAS GALHAS DO CASTANHEIRO - Estudo e Monitorizagao de Torymus sinensis

Numero de camaras por galhas

CONCELHO

FREGUESIA

LOCAL

Coordenadas
Geograficas

DATA COLHEITA

N.2 DA GALHA
OBSERVADA

N.2 CAMARAS
ENCONTRADAS
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