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Introducao

Inimigos naturais sado utilizados em mais de 30
milhdes de hectares em todo o mundo para o con-
trole de pragas agricolas (Lenteren et al., 2018), e a
cada ano a agricultura evolui para o uso de tecnolo-
gias mais sustentaveis, com atencao para os proble-
mas ambientais, estando no centro das discussdes
as influéncias decorrentes das mudancgas climaticas
do planeta (Almeida, 2024).

No Brasil, a multiplicagcdo desses organismos
em biofabricas tem impulsionado o controle biolo-
gico, e seu sucesso tem se ampliado, principalmen-
te, pela liberagao dos inimigos naturais por meio de
drones (Almeida et al., 2021; Almeida; Silva, 2023).

Entre os mais estudados, o parasitoide de ovos
da espécie Trichogramma pretiosum Riley, 1879
(Hymenoptera: Trichogramatidae) (Figura 1) tem
sido liberado principalmente para o controle de
lepidopteros-praga de importancia agricola, cuja efi-
cacia depende de uma produgéo artificial em grande
escala e de alta qualidade (Gongalves, et al., 2003;
Para; Zucchi, 2004; Almeida, 2020).

Nesse sentido, um programa de controle de
qualidade da producao de agentes biocontroladores
nas biofabricas € uma atividade primordial e obri-
gatéria para garantir a eficiéncia desses inimigos
naturais. O éxito no controle de populagdes de in-
setos-praga no campo dependera da manutengao
das caracteristicas intraespecificas do parasitoide,

1879

Figura 1.
(Hymenoptera: Trichogramatidae)

Trichogramma pretiosum Riley,

responsaveis por sua efetiva agdo como agente de
controle biolégico.

Nesta circular técnica, € disponibilizado um pro-
tocolo para avaliagdo da qualidade do parasitoide
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Trichogramma pretiosum Amipa (registro N° 40517)
(Brasil, 2025) criado em condi¢des de laboratdrio.
As caracteristicas bioecoldgicas desse parasitoide fo-
ram avaliadas durante a realizag&o do projeto de coo-
peracao entre a Embrapa Algodao e a Associagao Mi-
neira de Produgéo de Algodao (Amipa) (Almeida et al.,
2023). Esta publicagéo esta alinhada a agenda 2030
por meio do Objetivo de Desenvolvimento Sustentavel
(ODS) 2 - Fome Zero e Agricultura Sustentavel.

Protocolo de avaliagao da qualidade

As caracteristicas biologicas dos inimigos natu-
rais criados em grande escala podem sofrer deterio-
ragao (Lenteren, 2003) e, segundo a Organizagéo
Internacional para o Controle Bioldgico (IOBC), o de-
sempenho das espécies de Trichogramma depende
de requisitos de qualidade (Kazmer; Luck, 1995).

Segundo Lenteren (2003), o controle de qualida-
de visa identificar e quantificar a qualidade do insumo
bioldgico (IB).

Assim, a qualidade de T. pretiosum produzida em
biofabricas deve ser avaliada periodicamente para
preservar as caracteristicas de alto desempenho em
campo (Leppla; Fisher, 1989; Bigler, 1994; Hassan,
1994), evitando falhas no controle biolégico aplicado
(Bigler, 1994).

Condigoes de laboratério e caracteristicas
bioecolégicas de T. pretiosum
para avaliagao da qualidade

A qualidade de T. pretiosum em laboratério deve
ser avaliada sob condi¢cbes controladas, em sala
apropriada, a temperatura de 25,0 + 2,0 °C, umida-
de relativa do ar de 70,0 + 5,0% e fotoperiodo de
12 h:12 h (fotofase: ecotofase).

A caracteristicas bioecoldgicas — reprodutivas,
morfolégicas e de voo — devem ser medidas em
trés etapas (Almeida, 2020; Almeida et al., 2023,
2024; Almeida; Vieira, 2024).

Caracteristicas bioecolégicas e metodologias
para avaliagéo de T. pretiosum

Etapa 01: Avaliacao do parasitismo,
emergéncia (sobrevivéncia), razdao sexual
e deformidade dos insetos adultos

Definigdo

1) Parasitismo: os ovos do hospedeiro alternativo
(Corcyra cephalonica Stainton, 1865 (Lepidoptera:
Pyralidae) tornam-se de coloracao preta, trés
a quatro dias apds a oviposicao das fémeas
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de T. pretiosum (Beserra; Parra, 2004; Aimeida
et al., 2024).

2) Emergéncia: os insetos adultos (machos e fé-
meas) emergem de ovos do hospedeiro parasi-
tados (Almeida et al., 1998; Soares et al., 2012;
Almeida et al., 2024).

3) Razao sexual: razdo que expressa a quantidade
de fémeas emergidas em relagdo ao numero to-
tal de insetos adultos (machos + fémeas) (Almeida,
2013; Almeida, 2020; Almeida et al., 2024).

4) Deformidade: os insetos adultos emergidos
apresentam deformidades nas asas; auséncia
delas ou nanismo — inseto de tamanho anor-
mal (Almeida et al., 1998; Moreira et al., 2009;
Almeida; 2013; Almeida et al., 2024).

Metodologia

A avaliacdo das caracteristicas de T. pretiosum
nessa etapa é feita utilizando-se ovos do hospedeiro
alternativo produzidos em laboratério, previamente
parasitados, para liberagdo no campo. O parasitis-
mo realizado por T. pretiosum deve ser realizado
sobre ovos do hospedeiro alternativo, dispersos a
granel, em gaiola de parasitismo, mantida em sala
climatizada. Apds o parasitismo, os ovos do hospe-
deiro alternativo serao depositados com auxilio de
peneira de malha fina sobre fitas adesivas de dupla
face (0,6 x 0,5 cm), coladas em uma das extremida-
des de cartdes (0,6 x 2,5 cm) confeccionados com
ficha pautada.

Uma vez preparados, os cartdes séo individua-
lizados em tubos de ensaio de vidro, medindo 15 cm
de comprimento x 1,5 cm de didmetro, e fechados
com algodao hidréfilo. Em cada tubo é colocada
uma gota de mel de plantas silvestres (100% puro)
(Almeida; Vieira, 2024; Almeida et al. 2024), com au-
xilio de seringa ultrafina (1 mL/cc).

Apds a emergéncia dos primeiros adultos do pa-
rasitoide, os cartdes sdo deixados em observagao
nos tubos de ensaio por até seis dias, para garantir
a emergéncia de todos os insetos.

O percentual de ovos parasitados (parasitismo)
€ calculado pela formula %P = OP/TOT - 100, em que
P é percentual de parasitismo; OP € o numero de
ovos parasitados; e TOT é o total de ovos testados.

O percentual de emergéncia é calculado pela for-
mula %E = AE/TOP - 100, em que E é a emergéncia;
AE é o numero de adultos emergidos (machos + fé-
meas); e TOP é o total de ovos parasitados (pretos).
A contagem de individuos emergidos (AE) pode ser
substituida pelo numero de orificios de emergéncia
dos insetos (Soares et al., 2012; Almeida et al., 2024).

Arazao sexual é obtida em fungédo do numero de
fémeas e de machos que emergiram de cada cartao.
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E calculada pela formula rs = n°2/An°? + n’3), em que
rs € a razéo sexual (Silveira Neto et al., 1976), e que
expressa a quantidade de descendentes fémeas em
cada cartdo avaliado. A separagao dos sexos é feita
com base no dimorfismo das antenas dos machos e
fémeas. As fémeas apresentam antenas com clava
apical, e os machos, cerdas flageliformes alongadas
sobre a superficie do flagelo (Querino; Zucchi, 2012)
(Figura 2).

O percentual de parasitoides deformados é cal-
culado pela formula %D = YD/QE - 100, em que D é
a deformidade; 9D é o nimero de fémeas deforma-
das; e 9E é o total de fémeas que emergiram com e
sem deformidade.

Na computacéo dos dados sao estabelecidas 10
amostras (cartdes) para o céalculo de médias das ca-
racteristicas bioecologicas (Planilha 1).

Figura 2. Dimorfismo sexual de fémeas (9) e de machos
(&) de T. pretiosum com base nas antenas.

Etapa 02: Avaliacdo da longevidade,
fecundidade e do ciclo biolégico

Definigao

1) Longevidade: periodo em dias desde a emer-
géncia da fémea de T. pretiosum até a sua mor-
te (Moreira et al., 2009; Zart et al., 2012; Aimeida;
Vieira, 2024).

2) Fecundidade: numero de individuos (machos
e fémeas) gerados por fémea de T. pretiosum
(Lenteren, 2010; Almeida et al., 2010; Almeida
et al., 2023; Almeida; Vieira, 2024).

3) Ciclo Biolégico: duragao de uma geragéo, ou
seja, o periodo em dias desde a fase embrio-
naria até a emergéncia do inseto adulto (Bueno
et al., 2010; Almeida; Vieira, 2024).

Metodologia

A avaliagéo da longevidade, fecundidade e ciclo
biolégico de T. pretiosum se inicia com a preparagao
de cartdes contendo ovos esterilizados (lampada
ultravioleta — UV) do hospedeiro alternativo, néo pa-
rasitados (Azizoglu et al., 2011).

O tamanho do cartdo e o tubo de ensaio utiliza-
dos sé&o idénticos aos utilizados na etapa 1. Uma
gota de mel de plantas silvestres (100% puro) é
depositada no interior dos tubos de ensaio para ali-
mentacao dos parasitoides.

Fémeas do parasitoide, recém-emergidas de
ovos parasitados do hospedeiro alternativo, sao
mantidas em tubos de ensaio medindo 15 cm de
comprimento x 1,5 cm de didmetro conjuntamente
com machos, para garantir que tenham sido fecun-
dadas. Apos aproximadamente 24 horas de emer-
géncia, as fémeas, sem deformidade, séo introdu-
zidas individualmente em novos tubos de ensaio e
mantidas para postura por um periodo de 24 horas
e, em seguida a esse periodo, sdo descartadas dos
tubos de ensaio.

Com o inicio da emergéncia dos machos e das
fémeas descendentes, os cartbes devem ser trans-
feridos para outros tubos de ensaio por até cinco
dias, para possibilitar que todos os individuos emer-
gidos sejam contabilizados, visando determinar a
duragéo do ciclo biolégico — periodo da fase em-
brionaria a emergéncia dos adultos machos e fé-
meas. A duracdo do ciclo biolégico € computada
para machos e fémeas.

Ao mesmo tempo, sera avaliada a deformidade
dos insetos adultos, pela deteccdo de asas defor-
madas, individuos sem asas, ou apresentando na-
nismo. Nos casos em que as fémeas ndo emergi-
rem, a amostra (cartdo) sera descartada. A auséncia
de descendentes fémeas indicara que nao houve a
copula.

A longevidade é calculada pela média das
longevidades de todas as fémeas avaliadas.
Os valores para o calculo da longevidade (dias)
sao obtidos em relagdao aos individuos que so-
breviveram por pelo menos 10 dias apés a sua
emergéncia.

Afecundidade é calculada pelo somatério do nu-
mero de descendentes (machos + fémeas) produzi-
dos por fémeas por cartao.

O ciclo biolégico € calculado levando-se em
consideragdo a média geral em todos os dias em
que houve emergéncia de machos e fémeas.

As médias das caracteristicas bioldgicas séo de-
terminadas utilizando-se 10 amostras (Planilha 2).



Planilha 1

Parasitismo, emergéncia, deformidade e razao sexual
de Trichogramma pretiosum - Etapa 01
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Etapa 03: Avaliagao da capacidade de voo.

Definigao

1) Comportamento de voo: os insetos séo classi-
ficados como voadores, ndo voadores e cami-
nhadores (Prezotti et al., 2002; Rodrigues et al.,

2009; Almeida, 2020).

Na avaliagdo da capacidade de voo, é utilizado o
método baseado em Dutton e Bigler (1995); Prezotti
et al. (2002), com modificagdes.

O dispositivo para medicao da capacidade de
voo de T. pretiosum, consiste de um tubo de PVC
medindo 20,0 cm de altura e 10,0 cm de didmetro
(Figura 3). A parte interna do cilindro é revestida
por folha adesiva preta, presa com fita adesiva de
mesma cor no encontro da folha, na parte superior
e inferior do tubo. O fundo do tubo é vedado firme-
mente por um disco de isopor medindo 10,0 cm de
didmetro e 1,0 cm de altura, revestido em um dos
lados com folha adesiva preta, sendo este lado vol-
tado para o interior do tubo de PVC, visando impos-
sibilitar a penetragao de luz na parte interna do tubo.

Na parte inferior da folha adesiva preta que en-
volve o tubo de PVC, é pincelado um anel (5,0 mm)
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Figura 3. Dispositivo para realizagdo do teste de voo de
T. pretiosum.
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llustragdo: Raul Porfirio de Almeida.

de cola transparente para coleta dos parasitoides,
com o objetivo de criar uma barreira aos insetos
caminhadores, que se locomovem da parte inferior
para superior do tubo de PVC. O anel de cola deve
ser pincelado a 2,0 cm de altura acima de isopor de
vedacéao da base do tudo de PVC.

A abertura superior do tubo de PVC é vedada
com disco de vidro transparente medindo 4,0 mm de
espessura, preso por fita adesiva preta, na lateral do
tudo de PVC. A parte do disco de vidro, que fica vol-
tada para o interior do tubo, é pincelada também com
cola transparente para captura dos insetos voadores.

A avaliagdo do comportamento de voo inicia-se
com a introdugdo de um cartdo com aproximada-
mente 600 ovos do hospedeiro alternativo parasi-
tados por T. pretiosum, proximo a emergéncia da
progénie, em um tubo de ensaio de fundo chato,
medindo 2,5 cm de didmetro e 10,0 cm de compri-
mento, preso com fita adesiva dupla face na parte
inferior central do disco de isopor.

A sala para testar o comportamento de voo deve
permanecer iluminada por trés dias consecutivos,
sendo este o periodo estabelecido para possibilitar
a emergéncia do maximo possivel de individuos.

Parasitoides voadores sao coletados no disco de
vidro preso a cola fixados na parte superior interna
do tubo de PVC. Os néo voadores s&o coletados no
fundo do tubo, sobre o disco de isopor revestido com
folha preta adesiva. Os caminhadores sao coletados
do anel de cola na lateral inferior do tubo de PVC.

Aavaliagdo do numero de insetos machos e fémeas
é feita com microscoépio estereoscopio binocular e, em
seguida, s&o calculados os valores percentuais dos
parasitoides voadores, ndo voadores e caminhadores.

Para computagao dos dados sé&o utilizados quatro
dispositivos — tubos de PVC — para o calculo de mé-
dias das caracteristicas de voo da etapa 03 (Planilha 3).

Laudo técnico da qualidade de
T. pretiosum

O laudo técnico € um documento elaborado
para emissdo de parecer sobre a qualidade de
T. pretiosum, obtida sob condigdes de laboratério,
e é baseado no resultado das trés etapas da avalia-
¢ao da qualidade do parasitoide (Planilhas 1, 2 e 3).

Na Planilha 4 é apresentado um modelo para
sua emissdo, conforme os resultados baseados em
valores de referéncia (Tabela 1), que s&o indices
das caracteristicas bioecoldgicas para classificagao
da qualidade de T. pretiosum (Almeida, 2020; Aimeida
et al., 2023).

Com a obtencao dos valores referentes as ca-
racteristicas bioecoldgicas em teste de laboratério, e
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Planilha 3
Comportamento de voo de Trichogramma pretiosum - Etapa 03
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™0 laudo técnico deve ser emitido conforme a qualidade do parasitoide, com base em trés categorias:
* Alta Qualidade - ndo ha necessidade de ajustes na criagdo em laboratério — nenhuma caracteristica bioecologica

apresenta indice inferior aos valores de referéncia);
* Mediana Qualidade - ha necessidade de averiguacédo / tomadas de medidas de ajustes —uma a trés caracteristicas

bioecoldgicas apresentam indices inferiores aos valores de referéncia;
» Baixa Qualidade - a criagdo deve ser renovada — mais de trés caracteristicas bioecoldgicas apresentaram indices

inferiores aos valores de referéncia.

Valores de Referéncia (= indices de referéncia das caracteristicas bioecoldgicoas):

1 - Parasitismo = 80%; 2 - Emergéncia = 85%; 3 - Deformidade < 2,0%; 4 - Raz&o Sexual = 0,5; 5 - Longevidade = 80%;
6 - Fecundidade = 45 + 10 descendentes; 7 - Ciclo Biolégico = 9,0 + 0,3 dias; 8 - Capacidade de voo = 80%.

Caso seja necessario, informagdes adicionais podem ser descritas.

Laudo técnico:
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comparacao com os valores de referéncia (Tabela 1),
a qualidade de T. pretiosum é definida com base em
trés categorias a seguir:

1. Alta Qualidade - ndo ha necessidade de ajus-
tes na criagdo em laboratério — nenhuma carac-
teristica bioecoldgica apresenta indice inferior aos
valores de referéncia;

2. Mediana Qualidade - ha necessidade de ave-
riguacado e tomadas de medidas de ajustes — trés a
cinco caracteristicas bioecoldgicas apresentam indi-
ces inferiores aos valores de referéncia;

3. Baixa Qualidade - a criagdo deve ser renovada
— mais de cinco caracteristicas bioecoldgicas apre-
sentaram indices inferiores aos valores de referéncia.

Caso seja necessario, informagdes adicionais/
complementares podem ser descritas no laudo técnico.

Tabela 1. Valores de referéncia para avaliagao da qualida-
de de T. pretiossum.

Caracteristicas Valores de
bioecolégicas referéncia

1. Parasitismo = 80%

2. Emergéncia = 90%

3. Deformidade <2,0%

4. Razdo Sexual 20,5

5. Longevidade > 80%

6. Fecundidade 2 40 descendente
7. Ciclo Bioldgico 2> 9,0 dias

8. Capacidade de voo 2 80%

Consideragoes finais

Nesta circular técnica, foram descritos procedi-
mentos para avaliagdo da qualidade de T. pretiosum
em laboratorio, com base em suas caracteristicas
bioecolégicas — reprodutivas, morfoldgicas e de
voo — e indices para determinagao da qualidade —
valores de referéncia —, com o objetivo de medir o
desempenho do referido parasitoide.

A determinagao dos indices de desempenho de
T. pretiosum €& primordial para o entendimento de
sua qualidade e para tomada de medidas de ade-
quagao da criagdo em tempo habil, caso necessario,
evitando-se, assim, sua deterioragéo.

Com esse protocolo é possivel determinar se
T. pretiosum esta se desenvolvendo adequadamente
em laboratorio e, consequentemente, em condigbes
de ser liberado em campo, visando sua utilizagdo em
programas de manejo integrado de insetos-praga /
controle bioldgico.
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