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Introducgao

Uma criagdo bem-sucedida de inimigos naturais
depende, entre muitos aspectos, da utilizacdo de
hospedeiro que favoreca o desenvolvimento e re-
producgao dos insetos e, ao mesmo tempo, que suas
caracteristicas bioldgicas e ecoldgicas sejam seme-
Ihantes as condi¢cdes encontradas na natureza, de
forma a exercer o controle biolégico eficientemente
(Lenteren et al., 2003).

De preferéncia, para criagdo dos parasitoides,
devem-se escolher hospedeiros comumente en-
contrados como suas presas nos agroecossiste-
mas. Entretanto, esses hospedeiros nem sempre
sao faceis de serem criados em condigbes labo-
ratoriais, quer seja por nao se encontrarem os re-
cursos alimentares prontamente disponiveis e em
quantidade adequada para suprir as necessidades
nutricionais, quer ainda pela dificuldade de ma-
nipulacdo e uso intenso de mao de obra exigida
para sua producdo. Assim, a utilizagdo de dietas
artificiais (Parra, 2012) em substituicdo as dietas
naturais pode atender esse requisito por assegu-
rar, em varios casos, a facilidade de manipulagao,
assepsia e qualidade nutricional, para o desenvol-
vimento adequado do inseto hospedeiro e conse-
quentemente dos parasitoides.

Na cultura algodoeira, o bicudo Anthonomus
grandis Boheman, 1834 (Coleoptera: Curculionidae)
€ o principal inseto-praga no Brasil desde seu sur-
gimento em 1983, podendo atingir altos niveis de
infestagdo e causar, consequentemente, sérias in-
jurias e perdas de produgéo, culminando em prejui-
zos econdmicos capazes de inviabilizar a lavoura
(Barbosa et al., 1983; Araujo et al., 1990; Ramalho;
Santos, 1994; Almeida, 2000).

A fim de evitar tais prejuizos, agricultores tém
feito uso principalmente de medidas de contro-
le quimico, que nem sempre respondem com efi-
cacia desejada, podendo induzir a ocorréncia
de efeitos indesejados, tais como a resisténcia a
moléculas inseticidas, desequilibrio bioldgico por
eliminagcao de inimigos naturais, ressurgéncia de
insetos-praga e surgimento de pragas secundarias
(Almeida, 2000; Ramalho et al., 2000; Almeida et al.,
2008).

Entre os parasitoides do bicudo-do-algodoeiro,
despontam por sua importancia Jaliscoa grandis
Burks, 1954 (=Catolaccus grandis) (Hymenoptera:
Pteromalidae) (Gibson, 2013) e Bracon vulgaris
Ashmead, 1894 (Hymenoptera: Braconidae) (Cate
et al., 1990; Morales-Ramos; Cate, 1992a; Araujo
etal., 1993; Pierozzi Junior; Habib, 1993a; Wanderley;
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Ramalho, 1996; Ramalho; Dias, 2003; Wanderley et al.,
2007; Cardoso et al., 2009; Ramalho et al., 2011; Alves
et al., 2015), cuja ocorréncia foi registrada no Brasil na
década de 1980 (Pierozzi Junior et al., 1985; Ramalho
et al., 1986; Bleicher; Broglio-Micheletti, 1988).

Esses himendpteros parasitam as larvas do bi-
cudo-do-algodoeiro em botbes florais e/ou magas,
reduzindo a taxa de emergéncia dos insetos adultos
na lavoura (Cross; Mitchell, 1969; Ramalho; Silva,
1993; Summy et al., 1997; Ramalho et al., 2000)
e se constituem em uma das principais causas de
mortalidade do inseto-praga (Pierozzi Junior; Habib,
1993b; Ramalho et al., 1993; Cardoso et al., 2009),
com potencial de serem utilizados de forma simulta-
nea e complementar (Ramalho et al., 2007).

Com a utilizagdo de drones — ou veiculo aéreo
nao tripulado (Vant) — e sua aplicacao na liberagcéao
de inimigos naturais (Almeida, 2020; Almeida et al.,
2021), o controle biolégico aplicado tem se consoli-
dado como uma ferramenta indispensavel nos pro-
gramas de manejo integrado de pragas (MIP), as-
sumindo a verdadeira importancia, que havia sido
relegada ha pelo menos quatro décadas, apesar de
ser reconhecido como uma das taticas mais impor-
tantes do MIP. Além disso, o controle bioldgico pode
ser considerado um dos principais componentes in-
dutores da manutencéo do equilibrio bioldgico dos
agroecossistemas.

A eficacia de J. grandis sobre infestagbes do bi-
cudo em algodoeiros foi demonstrada no Mississippi
(Johnson et al., 1973), Texas central (Cate et al., 1990),
Alabama (Morales-Ramos et al., 1994), regiao do Bai-
xo0 Vale do Rio Grande (Summy et al., 1992, 1994; King
et al.,, 1995a,b) e sul do Texas (Summy et al., 1995,
1997). Liberagbes semanais de 1.250 fémeas aca-
saladas por hectare, por seis semanas consecutivas,
foram suficientes para obter um excelente controle do
bicudo, eliminando seus danos econdémicos (Coleman
etal., 1996; King et al., 1995a, b; Summy et al., 1995).
No Brasil, liberagdes de J. grandis reduziram a infes-
tacéo do bicudo-do-algodoeiro em até 83% (Ramalho
et al., 2000).

Na metodologia de produgcédo dos parasitoides
J. grandis e B. vulgaris aqui apresentada, se utilizou
como hospedeiro o bicudo-do-algodoeiro, criado em
dieta artificial. Neste trabalho, os procedimentos foram
gerados a partir de adaptagdes/desenvolvimento de
processos de producdo dos parasitoides/hospedeiro,
com a realizagdo do projeto de coopera¢cdo Embrapa
Algodao / Associagdo Mineira dos Produtores de
Algodao (Amipa) (Almeida et al., 2023). A publicagao
esta alinhada a agenda 2030 por meio do Objetivo de
Desenvolvimento Sustentavel (ODS) 2 - Fome Zero e
Agricultura Sustentavel.
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Producao do bicudo-do-algodoeiro

Para a criagdo e multiplicagdo do bicudo-
do-algodoeiro A. grandis Boheman (Coleoptera:
Curculionidade), recomenda-se a utilizagdo de dieta
artificial. Quatro etapas devem ser consideradas para
sua criagao, descritas a seguir:

Etapa 1. Preparo de dieta artificial para
criagao de bicudo (larvas e adultos)

O preparo é baseado na dieta descrita por Mon-
nerat et al. (2000) e Shmidt et al. (2001), com al-
gumas modificagdes. O procedimento consiste, ini-
cialmente, na pesagem dos ingredientes, que sao
depositados na sequéncia de 1 a 6 (Tabela 1) em
saco de plastico termorresistente para utilizagdo em
autoclave. Devem ser utilizados dois sacos sobre-
postos para prevenir o vazamento da dieta em caso
de perfuracdo de um dos sacos.

Em seguida é adicionada agua destilada confor-
me o montante desejado. Os sacos com os ingre-
dientes devem ser fechados e acondicionados em
um becker para ser autoclavado (processo de cozi-
mento da dieta).

Para esterilizagcao dos ingredientes, deve-se uti-
lizar, de preferéncia, autoclave com programacao
automatica. Caso contrario, fazer a regulagem da
autoclave para: (1) pressao de 1 ATM; (2) tempe-
ratura: 120 °C; e (3) duragdo de 20 minutos apos
ser atingida a temperatura de esterilizagdo. O tem-
po para finalizacdo da esterilizacdo tem duragao de
cerca de 1 hora e 45 minutos.

Ao término da esterilizacao, os sacos contendo
os ingredientes sdo retirados da autoclave e agita-
dos, para dissolver os grumos e homogeneizar a
dieta liquida cozida. Em seguida, a dieta é transfe-
rida para o béquer. Os acidos ascorbico e sérbico,
os sais de Wesson e o metil paraidroxibenzoato
(nipagin) sao adicionados aos ingredientes no bé-
quer e misturados com colher de pau, para disso-
lugdo. Antes de serem adicionados a dieta liquida,
0s acidos ascorbico e soérbico, ja pesados, podem
ser acondicionados no mesmo recipiente, mas os
sais de Wesson e o nipagin devem ser mantidos
individualizados antes de mistura-los. O nipagin &
dissolvido separadamente em alcool etilico 92,8°
(10,0 mL) para facilitar sua incorporagéo na dieta.

Por dltimo, adiciona-se a solugéo vitaminica a
dieta, agitando-se novamente seu conteudo. A solu-
¢ao vitaminica somente devera ser adicionada a die-
ta quando ela estiver a uma temperatura abaixo de
60 °C. O preparo da solugao vitaminica é realizado
com os ingredientes descritos na Tabela 2, depen-
dendo do volume de agua destilada requerido.
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Tabela 1. Ingredientes (em g) da dieta artificial do bicudo-do-algodoeiro para trés volumes de agua destilada.

Agua destilada (mL)

Ingredientes

500 1.000 1.500
1 - Proteina de soja('? 33,33 66,67 100,00
2 - Germe de trigo-? 20,00 40,00 60,00
3 - Levedo de cerveja® 20,00 40,00 60,00
4 - Acucar cristal 20,00 40,00 60,00
5 - Agar 13,33 26,67 40,00
6 - Pharmamédia®™ 13,33 26,67 40,00
7 - Acido ascérbico 6,67 13,33 20,00
8 - Acido sérbico 0,80 1,60 2,40
9 - Sais de Wesson 3,33 6,67 10,00
10 - Nipagin® 0,67 1,33 2,00
N° de placas de Petri produzidas 20 40 60
(M Ingredientes conservados em geladeira.
@ |ngredientes triturados em moinho para homogeneizagéo antes de seu uso.
() Metil parahidroxibenzoato.
Tabela 2. Ingredientes (em g) para o preparo de solugéo vitaminica(®.
e Agua destilada (mL)
500 1.000 1.500
1 - Acido ascérbico 6,00 12,00 18,00
2 - Pantotenato de calcio 0,15 0,30 0,45
3 - Acido nicotinico (Niacina) 0,075 0,150 0,225
4 - Riboflavina 0,040 0,080 0,120
5 - Tiamina HCL 0,020 0,040 0,060
6 - Piridoxina HBC (B6) 0,020 0,040 0,060
7 - Acido félico 0,040 0,080 0,120

(WA solugdo vitaminica deve ser conservada em geladeira.

ApOds o preparo, a dieta sera utilizada para cria-
¢ao e multiplicacao de larvas (1) e de adultos (2)
do bicudo-do-algodoeiro. Em camara de fluxo lami-
nar (Figura 1A), a dieta, ainda em estado liquido,
mas resfriada, é vertida em placas de Petri (9,0 cm
de didmetro x 1,5 cm de altura) (Figura 1B) ou re-
cipientes de plastico (Figura 1C) para solidificagao.
A dieta contida nas placas de Petri e nos recipientes
de plastico sera destinada a criagdo de larvas e de
adultos do bicudo, respectivamente. Esses recipien-
tes devem estar devidamente limpos e higienizados
antes de receber a dieta.

Para conservacéao da dieta, tanto as placas de
Petri como os recipientes devem ser acondicionados
em refrigerador por um periodo maximo entre 30 e
40 dias. As placas com dieta devem ser mantidas

emborcadas, a fim de evitar a condensagéo de liqui-
dos sobre a dieta. Cada litro e meio de dieta produz
aproximadamente 60 placas de Petri (Tabela 1).

Etapa 2. Criagao e multiplicagao
do bicudo-do-algodoeiro
adulto em dieta artificial

A criacao e multiplicagdo do bicudo deve ser ini-
ciada com uma populagéo previamente adaptada a
dieta artificial e mantida no laboratério em condicdes
controladas. Os insetos adultos devem ser criados
em temperatura de 25,0 + 2,0 °C; umidade relativa
do ar de 70,0 + 5,0% e fotoperiodo 12h:12h (foto-
fase: escotofase). Nas salas climatizadas, devem
ser utilizados, caso necessario, umidificadores para



Fotos: Raul Porfirio de Aimeida
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Figura 1. Acondicionamento de dieta artificial utilizada para criagéo de larvas e adultos do bicudo-do-algodoeiro: camara
fluxo laminar (A); placas de Petri com dieta para larvas (B); recipientes com dieta para adultos do bicudo (C).

manter o ambiente nas condigdes ideais ao desen-
volvimento dos insetos.

Os insetos devem ser criados em unidades de
produgao, ou seja, gaiolas (Figura 2A), que séo cons-
tituidas por dois recipientes de plastico, medindo
27,5 cm de comprimento, 17,0 de largura e 9,5 cm
de altura, sendo um sem fundo, substituido por tela
de plastico (Mesh 80) para passagem de ovos e ex-
crementos do bicudo; e outro com fundo, de igual
tamanho, que recebe o primeiro, para recepgéo dos
ovos e excrementos (Figura 2B).

Um saco de tecido do tipo voile, medindo 31,0 cm
de comprimento e 48,0 cm de largura, é utilizado
para revestir os dois recipientes mencionados aci-
ma. Esse saco é fechado com a utilizagéo de ligas
de borracha (duas), para evitar o acesso a insetos
oportunistas (dipteros), possibilitando, como conse-
quéncia, a contaminagao por microrganismos. Cada
gaiola deve conter 750 casais. O dimorfismo sexual
do bicudo deve ser verificado pela avaliagdo da

genitalia de machos e fémeas na parte final ventral
do abdémen (Figuras 2C e 2D).

Para dificultar a saida dos bicudos das gaiolas,
deve-se utilizar vaselina sélida (Figura 2E) aplicada
com pincel, com uma faixa de 1,0 a 2,0 cm de largu-
ra na parte mediana interna da parede do recipiente
com tela.

Antes da montagem de novas gaiolas para criagéo
e multiplicagao do bicudo, estas devem ser previamen-
te limpas com hipoclorito de sodio (10%), enxaguadas
e deixadas para secar antes de serem utilizadas.

Para alimentagao dos bicudos adultos, sao colo-
cados dois filetes de dieta (17,0 cm de comprimento
x 1,0 cm de largura x 1,5 cm de altura) (Figuras 2F
e 2G). A cada 2-3 dias, os filetes devem ser substi-
tuidos por outros novos, para evitar que os insetos
figuem sem alimento, prejudicando sua longevidade
e reproducgdo. Os insetos sdo mantidos em postura
nas gaiolas de criagdo por um periodo de 40,0 + 5,0
dias.
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Figura 2. Criagdo e sexagem de adultos do bicudo-do-algodoeiro: gaiolas de criagdo do bicudo (A); recipientes consti-
tuintes da gaiola (B); genitalia da fémea do bicudo (C); genitalia do macho do bicudo (D); vaselina solida (E); gaiolas com
filetes de dieta artificial (F e G).

Fotos: Raul Porfirio de Aimeida



Etapa 3. Coleta, assepsia e inoculagao
de ovos do bicudo em dieta artificial

A cada 2 dias, ovos do bicudo-do-algodoeiro
sdo coletados de cada gaiola de criagdo e multi-
plicagdo de adultos, conjuntamente com os restos
de dieta, fezes e partes do corpo dos insetos even-
tualmente mortos. Com auxilio de pisseta, os ovos,
restos de dieta e parte do corpo do inseto sao re-
movidos da gaiola com agua destilada (opcional)
e transferidos para um béquer (Figura 3A). Em se-
guida, todo o conteudo é transferido para peneira
(abertura 600 micros) sobreposta em uma outra
peneira (abertura 300 micros), para recepgado dos
ovos do bicudo (Figura 3B). A primeira peneira re-
tém as particulas maiores (restos de dietas, fezes
e partes de insetos mortos), enquanto a parte mais
fina (residuos), juntamente com os ovos, ficara re-
tida na segunda peneira. O contetdo da segunda
peneira é submetido a agua corrente para dissolver
parte da dieta ainda nao dissolvida. Com auxilio de
pincel e com movimentos suaves, os grumos da dieta
sao dissolvidos, restando os ovos do bicudo-do-algo-
doeiro, porém, com uma menor quantidade de im-
purezas (Figura 3C).

O material da peneira (abertura 300 micros) &,
entdo, transferido com agua destilada para outro
béquer (Figura 3D), para decantacao e separagao
das impurezas localizadas na porgédo sobrenadante.
As impurezas sao retiradas com pipeta de Pasteur
ou simplesmente despejadas, € na medida que o
volume de agua diminui € completado com agua
para facilitar a retirada das impurezas. Durante esse
procedimento, deve-se ter o cuidado para nao eli-
minar os ovos que se encontram no fundo do reci-
piente, juntamente com a parte que nao foi dissol-
vida. Esse processo devera ser repetido algumas
vezes até eliminar a maior quantidade de impurezas
sobrenadantes.

Apos a retirada do maximo possivel de impu-
rezas, os ovos sdo transferidos novamente para
peneira (abertura 300 micros) para escoamento e
remogao da agua com papel-toalha (absorvente) re-
tido no fundo (parte externa) da peneira (Figura 3E).
Ainda na peneira e com auxilio de uma pisseta,
aplica-se uma solugéo de sulfato de cobre a 20% e
transfere-se para um novo béquer, adicionando-se
um pouco mais da solugéo (Figura 3F). Com essa
solugao, os ovos do bicudo migram para superficie
(sobrenadante), e a parte de dieta ndo dissolvida,
sedimenta. Os ovos séo vertidos juntamente com a
solucao de sulfato de cobre na peneira (abertura de
300 micros).
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A solugao de sulfato de cobre utilizada n&o deve
ser desprezada, podendo ser reutilizada para esse
procedimento por diversas vezes, até que comece a
perder suas propriedades para separagao dos ovos,
quando entdo devera ser descartada e substituida
por uma solugéo nova.

Na peneira, os ovos séo lavados com agua cor-
rente ou destilada para remover o residuo da solu-
¢ao de sulfato de cobre (Figura 3G). Em seguida,
transferem-se os ovos com agua destilada para um
béquer ou outro recipiente e, com uma pipeta de
Pasteur, s&o retirados os detritos que persistiram
(Figura 3H).

Para dimensionar o numero de placas de Petri
a serem inoculadas com ovos do bicudo, deve-se
medir o volume do liquido coletado com auxilio de
uma proveta de 10,0 mL (Figura 3I). O volume obti-
do desse liquido, composto por ovos e agua destila-
da dividido por 0,15 (mL), correspondera ao numero
de placas de Petri com dieta que serdo necessarios
para inoculagdo dos ovos e desenvolvimento das
larvas do bicudo. Apés a medicdo do volume, os
ovos sao separados do liquido em peneira (abertura
300 micros) e lavados com solugdo de cloreto de
benzalcénico a 0,3% (Figura 3H), sendo transferi-
dos para um béquer (50 mL) até completar 15 mL
dessa solugao (Figura 4A). Os ovos devem perma-
necer nessa solugao por um periodo minimo de 30
minutos para desinfeccao.

Antes de inocular os ovos do bicudo na dieta
contida nas placas de Petri, estas devem ficar em-
borcadas, ou seja, com a tampa voltada para baixo,
para evitar a formacao de umidade sobre a dieta du-
rante o processo de resfriamento (Figura 4B).

Com todas as placas de Petri na posigcao corre-
ta, as tampas séao retiradas. Com escova de plastico
(masculina), séo feitas perfuragdes na dieta, giran-
do-se a placa para que os orificios sejam feitos de
forma homogénea em toda a superficie da dieta
(Figura 4C). Isso facilita a penetragdo dos ovos na
dieta e, consequentemente, das larvas ao eclodirem.

A inoculagao dos ovos do bicudo na dieta deve
ser feita em camara de fluxo laminar, para evitar
contaminagdo com microrganismos (Figura 4D).
Uma aliquota (1,0 mL) de ovos + cloreto de benzal-
cbnio é depositada na superficie da dieta com uma
pipeta de Pasteur.

Com movimentos de inclinagdo e rotacdo da
placa de Petri, os ovos na solugdo séo espalhados
e distribuidos em toda a superficie da dieta conti-
da na placa. A solugcao excedente (ovos + cloreto
de benzalcdnio) deve ser utilizada na placa seguin-
te e assim sucessivamente. Caso necessario, po-
de-se adicionar mais solugéo pura para facilitar a



Produg&o de Jaliscoa (Catolaccus) grandis e Bracon vulgaris (Hymenoptera), parasitoides do bicudo-do-algodoeiro 7

Figura 3. Coleta e assepsia de ovos do bicudo-do-algodoeiro em dieta artificial: coleta de ovos do bicudo (A); transferéncia
de ovos para peneira (B); dissolugao de dieta com pincel (C); transferéncia de ovos para béquer (D); remog&o do excesso
de agua dos ovos com papel-toalha (E); aplicagao de sulfato de cobre (F); remocéo de sulfato de cobre (G); remogéo de
detritos com pipeta de Pasteur (H); medigdo do volume de ovos (l); lavagem de ovos com cloreto de benzalconico (J).

Fotos: Raul Porfirio de Aimeida
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Figura 4. Inoculagéo de ovos em dieta artificial e assepsia de adultos do bicudo-do-algodoeiro para criagdo em laborato-
rio: transferéncia de ovos para béquer com cloreto de benzalconico (A); preveng¢do de umidade nas placas de Petri com
dieta (B); perfuracdo de dieta com escova de plastico (C); inoculagéo de ovos do bicudo em dieta (D); coleta de adultos
de placas de Petri (E); remocao de detritos de adultos do bicudo (F); remocéo do excesso de umidade dos adultos (G);
larvas do bicudo em dieta (H); adultos do bicudo em dieta (I).
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distribuicdo dos ovos nas placas. Os ovos devem
ser distribuidos uniformemente sobre a superficie
da dieta na placa de Petri.

Ao término do processo de distribuicdo dos
ovos do bicudo, o excesso de solugao nas placas
deve ser retirado, vertendo-se o conteudo em um
recipiente a ser descartado posteriormente. As pla-
cas devem permanecer destampadas na caémara
de fluxo laminar por cerca de 40-50 minutos para
a completa evaporagdo da solugdo sobre a dieta.
Por fim, as placas sao tampadas, datadas e arma-
zenadas em sala apropriada para criagao de larvas
do bicudo.

Etapa 4. Emergéncia, coleta e assepsia
de adultos do bicudo de placas de Petri

Os adultos do bicudo sdo coletados das pla-
cas de Petri apés o desenvolvimento das larvas,
pré-pupas e pupas na sala de criagdo e multiplica-
¢ao, com auxilio de pinga e depositados em reci-
piente (erlenmeyer ou béquer) (Figura 4E). No re-
cipiente, os adultos do bicudo séo lavados em agua
corrente para retirada de residuos (dieta + partes
do corpo dos insetos mortos) provenientes da dieta
em que foram criados. Esse procedimento deve ser
repetido alguns segundos depois, para em seguida
enxaguar os adultos com agua destilada (Figura 4F).
O excesso de agua € removido com papel-toalha,
pressionando-o ao fundo da peneira (Figura 4G).
Apods secagem, os insetos sao transferidos para as
gaiolas de criagdo, para acasalamento e postura.

Cada placa de Petri com dieta produz 180,0
20,0 larvas (Figura 4H) do bicudo-do-algodoeiro e
cerca de 45,0 + 5,0% dessas larvas emergem em
adultos (Figura 4l1). Trés placas de Petri suprem
aproximadamente 3,0 gaiolas de J. grandis e 9,0
com B. vulgaris em criagao por dia, ambas espé-
cies com 60 casais dos parasitoides por gaiola. Para
confecg¢do de uma gaiola para criagdo de adultos do
bicudo, sdo necessarias, aproximadamente, 18,0
placas com larvas (emergéncia de adultos de 45%).

Os equipamentos necessarios para compor a
infraestrutura minima para produgao de dieta do bi-
cudo sao: microscopio estereoscopico; balanga digi-
tal; cAmara de fluxo laminar; refrigerador; autoclave;
destilador; e moinho.

Producao de parasitoides
do bicudo-do-algodoeiro

Para a criagao dos parasitoides do bicudo-do-al-
godoeiro, J. grandis e B. vulgaris, as condigbes de

temperatura, umidade relativa do ar e luminosida-
de devem ser, respectivamente, de 25,0 + 2 °C,
70,0 = 5,0% com fotoperiodo 12h:12h (fotofase:
escotofase).

Larvas do bicudo criadas em dieta artificial sédo
encapsuladas em celas de parafilme (Parafiim M)
(Figura 5A) (Cate, 1987), onde séo depositados os
ovos dos parasitoides, possibilitando seu desenvol-
vimento o mais préximo da realidade sob condi¢des
de campo, ao parasitarem seu hospedeiro original
nas estruturas de frutificagao (botdes florais e ma-
¢as) das plantas de algodao (Morales-Ramos; King,
1991; Morales-Ramos; Cate, 1992a; Pierozzi Junior;
Habib, 1993; Ramalho; Wanderley, 1996).

Para o encapsulamento das larvas do bicudo,
placas de aluminio (Figura 5B) (Ramalho; Mala-
quias, 2015) sao utilizadas para modelagem de
celas no parafiime. O tamanho das placas deve,
de preferéncia, se ajustar a largura do parafilme
(10 cm) e ter altura de 1,0 cm. A placa deve conter
orificios circulares distribuidos na largura da placa.
Cada orificio tem 0,9 cm de didmetro e profundidade
de 1,0 cm, ou seja, com vao de um lado ao outro
da placa. Os orificios sao equidistantes com 0,3 cm
de distancia entre si. A placa pode ter comprimento
variavel para se ajustar a necessidade de confec¢ao
de cartelas de parafilme.

Para modelagem das celas, utiliza-se um bastao
de extremidade arredondada (Figura 5C), que sera
pressionado a uma profundidade de aproximada-
mente 0,5 cm sobre a folha de parafiime em cada
orificio da placa de aluminio. Essa profundidade é
suficiente para acondicionamento das larvas do bi-
cudo. O ajuste do orificio de cada cela pode ser
feito com as cerdas de um pincel redondo 121-04
(Figura 5D) por meio de movimentos circulares.

Outra forma de confeccionar as celas da cartela
de parafilme é utilizando-se uma placa de mesma
dimens&o com pinos, que é pressionada sobre a fo-
Iha de parafilme (Ramalho; Malaquias, 2015).

O processo de encapsulamento consiste inicial-
mente em colocar larvas do bicudo em celas, co-
brindo-as com outra folha de parafilme. As larvas do
bicudo a serem encapsuladas sao coletadas de pla-
cas de Petri com dieta artificial. Em média, as larvas
ficam aptas para o parasitismo apos 10 a 12 dias do
periodo de incubagédo dos ovos, respectivamente,
as temperaturas de 28 e 25 °C, o que correspon-
de a larvas do terceiro estadio (Cross et al., 1969;
Johnson et al., 1973; Wanderley; Ramalho, 1996;
Summy et al., 1997), que sao preferidas para mul-
tiplicacado dos parasitoides (Araujo; Azevedo, 1997;
Summy et al., 1997; Wanderley et al., 2007).
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Figura 5. Preparo de celas, assepsia e inoculagéo de larvas do bicudo-do-algodoeiro: parafilme (A); placas de aluminio
(B); bastao de plastico (C); ajuste do orificio das celas (D); ajuste do orificio das celas (D); limpeza de larvas do bicudo
(E); larvas em hipoclorito de sddio + agua destilada (F); remog&o do excesso de agua (G); introdugéo de larvas nas celas
de parafilme (H); larvas encapsuladas (1).



Produg&o de Jaliscoa (Catolaccus) grandis e Bracon vulgaris (Hymenoptera), parasitoides do bicudo-do-algodoeiro 1"

Antes da introdugédo das larvas nas celas na
cartela de parafilme, estas sao lavadas com agua
destilada sobre peneira para retirar os residuos da
dieta (Figura 5E). Apds serem lavadas, as larvas
sdo colocadas em recipiente com agua destilada
mais hipoclorito de sddio, na proporg¢ao de 9:1, por
um periodo de 10 minutos (Figura 5F). Posterior-
mente, as larvas sao transferidas para peneira,
enxaguadas com agua destilada e, em seguida,
depositadas sobre folhas de papel filtro, em ban-
deja de plastico por 30 minutos para retirada do
excesso de umidade (Figura 5G).

As larvas do bicudo s&o acondicionadas indivi-
dualmente em cada cela, com o auxilio de pinga de
ponta arredondada, para evitar que sejam danifica-
das por agado mecénica (Figura 5H). O fechamento
das celas é feito passando-se a extremidade de
uma pinga ou uma carretilha entre as celas na folha
sobreposta de parafilme para encapsulamento das
larvas do bicudo no seu interior (Figura 5I).

Na criagdo dos adultos, sao utilizadas gaiolas
(unidades de produgéo) de criagdo e multiplicagéo
dos parasitoides (30 cm de diametro maior x 25 cm
de didmetro menor x 27 cm de altura) (Figura 6A).
Essas gaiolas sao de plastico transparente, com
abertura feita pela parte inferior (tampa do reci-
piente). Isso facilita o manuseio dos parasitoides,
ao se colocar a parte superior voltada para a luz
artificial ou natural.

Na parte central da parte superior da gaiola, é
afixado um tubo de ensaio (2,5 cm de didmetro x
10,0 cm de comprimento) com a saida voltada para
baixo, preenchido com agua destilada e tamponado
com algodéo hidrdfilo, de modo a manter a umida-
de dentro da gaiola acima de 60% e fornecer agua
aos parasitoides (Morales-Ramos et al., 2000; Ra-
malho; Dias, 2003). Outro recipiente de plastico, do
tipo copo de café (50 mL), também com algodao
hidroéfilo umedecido, deve ser colocado no piso da
gaiola, para auxiliar na manutencdo da umidade
dentro da gaiola (Morales-Ramos; Cate, 1992b).

Para alimentagédo dos adultos, gotas de mel
(Araujo et al., 1997) silvestre puro (100%) (Wanderley
et al., 2004; Ramalho et al., 2011) devem ser deposi-
tadas, com auxilio de seringa de plastico descartavel
(10 mL), adaptada com ponteira (Tipo Universal Vol.
0-200 pL - Amarela) (Figura 6B), na parede da gaiola.

Nessas gaiolas, as cartelas de parafiime com
larvas do bicudo sdo afixadas nas paredes late-
rais, para o parasitismo de fémeas acasaladas de
B. vulgaris e, no piso da gaiola para fémeas de
J. grandis (Ramalho et al., 2007), por um periodo

de 24 horas. Os adultos, machos e fémeas, séo
coletados com auxilio de aspirador (Reyes-Rosas
et al., 2007) de insetos (Figura 6C) e introduzidos
nas gaiolas na proporgao de 1:1.

As cartelas com as larvas parasitadas sao
transferidas para caixas de emergéncia dos pa-
rasitoides, confeccionadas com acrilico transpa-
rente (39 cm de largura x 39 cm de comprimento e
28 cm de altura), com duas perfuragdes circulares
de 10 cm de diametro em um dos lados da caixa
(Figura 6D).

Para criagdao e multiplicagdo de J. grandis
(Figura 6E) é recomendado o fornecimento de
150 larvas do bicudo para 60 fémeas acasala-
das. Estima-se que essa proporgéo (2,5:1) pro-
piciara taxas de postura de, aproximadamente,
2,0 ovos do parasitoide por larva do bicudo, razéo
sexual de 0,5 e indices de emergéncia de adultos
de 50%. Para manuten¢ao continua da producéao
de J. grandis, 6% da produgéo por geragao deve
ser destinada a multiplicacdo da populagdo dos
parasitoides em laboratorio.

Para criacdo e multiplicagéo de B. vulgaris é re-
comendado o fornecimento de 60 larvas do bicudo
para 60 fémeas acasaladas. Estima-se que esta pro-
porgao (1:1) propiciara taxas médias de postura de,
aproximadamente, 1,0 ovo do parasitoide por larva
do bicudo, razédo sexual de 0,21 e indices de emer-
géncia de adultos de 62%. Para manutengéo con-
tinua da produgao de B. vulgaris, 6% da produgao,
por geragdo, devem ser destinados a multiplicagéo
da populacao dos parasitoides em laboratério.

llustragao das etapas da produgéo do bicudo-do-al-
godoeiro e dos parasitoides J. grandis e de B. vulgatris,
seguidas, respectivamente, de indicagao do controle
de qualidade, e da liberagcao dos parasitoides, sao
apresentadas em fluxograma (Figura 7).
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Figura 6. Criagao, coleta e emergéncia de adultos dos parasitoides do bicudo-do-algodoeiro: gaiola de criagdo dos parasi-
toides (A); deposicao de mel na parede das gaiolas (B); aspirador/coletor de insetos (C); caixa de emersdo de parasitoides
(D);gaiolas de criagéo dos parasitoides (E).
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