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CRIAÇÃO in vitro DE Trichogramma pretiosum RILEY, 1879 

(HYMENOPTERA: TRICHOGRAMMATIDAE): ASPECTOS 

NUTRICIONAIS E BIOQUÍMICOS 

RESUMO 

Autor: Silvia Monteil Gomes 

Orientador: Dr. José Roberto Postali Parra 

Co-orientador: Dr. Simon Albert Grenier 

A presente pesquisa teve como objetivo avaliar diferentes meios artificiais para 

criação e desenvolvimento de Trichogramma pretiosum Riley, 1879, estudar sua 

capacidade de assimilação de proteínas em meios artificiais, bem como o papel dos 

simbiontes do gênero Wolbachia na biologia destes parasitóides. Meios artificiais 

elaborados com holotecidos pupais de Mamestra brassicae L. foram mais adequados em 

relação àqueles elaborados com hemolinfa pupal, proporcionando maior emergência e 

dando origem a pupas de T. pretiosum com mais alto teor de proteínas. Meios 

elaborados com hemolinfa pupal suplementados com as proteínas caseína e 

soroalbumina bovina em diferentes concentrações também foram avaliados. A caseína 

foi adicionada à dieta nas concentrações de 1,6 e 3,2%. A emergência de T. pretiosum 
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foi maior quando a concentração desta proteína foi de 1,6%. A adição de 3,2% de 

caseína inibiu a oviposição do parasitóide e diminuiu a emergência, mas aumentou a 

produção de adultos normais e produziu parasitóides com maior quantidade de proteínas. 

A soroalbumina bovina foi adicionada ao meio artificial nas concentrações de 1,75 e 

3,5%. A oviposição foi maior em meio artificial suplementado com 1,75% desta 

proteína, mas a emergência foi maior em meio artificial contendo 3,5%. Grandes 

quantidades de adultos normais foram obtidas nos meios suplementados com a proteína, 

em relação ao meio elaborado com hemolinfa pupal. Insetos provenientes de meios 

contendo soroalbumina bovina apresentaram maior teor de proteínas. Análises da 

composição em aminoácidos de pupas provenientes de todos os meios artificiais 

apresentaram semelhanças qualitativas, porém foram observadas diferenças 

quantitativas. Utilizando o princípio da diluição isotópica, desenvolveu-se uma 

metodologia através da qual foi possível demonstrar que T. pretiosum assimila as 

proteínas dos meios artificiais, suplementados ou não com as proteínas caseína e 

soroalbumina bovina nas diferentes concentrações. O papel dos simbiontes do gênero 

Wolbachia foi também estudado, graças ao desenvolvimento de uma metodologia de 

eliminação deste simbionte com apenas um tratamento antibiótico, adicionado ao meio 

artificial de desenvolvimento do parasitóide. Deste modo foi possível a obtenção de 

quatro linhagens livres do simbionte que, por possuírem o mesmo genoma da linhagem 

de origem, permitiram o estudo da influência do simbionte na fecundidade do 

parasitóide. Fêmeas infectadas por Wolbachia apresentaram maior capacidade de 

parasitismo em relação às f:emeas livres do simbionte. Fêmeas infectadas pelo simbionte, 

provenientes de dieta artificial, embora de menor tamanho em relação a uma linhagem 

livre de Wolbachia, apresentaram maior fecundidade. 



ln vitro REARING OF Trichogrammapretiosum RILEY, 1879 

(HYMENOPTERA: TRICHOGRAMMATIDAE): NUTRITIONAL 

AND BIOCHEMICAL ASPECTS 

SUMMARY 

Author: Silvia Montei! Gomes 

Adviser: Dr. José Roberto Postali Parra 

Co-adviser: Dr. Simon Albert Grenier 

Toe goal of this research was to evaluate different artificial media for 

Trichogramma pretiosum Riley, 1879 rearing and development, to study its protein 

assimilation ability in artificial media, as well as the role of Wolbachia symbionts in the 

biology of these parasitoids. Artificial media elaborated with pupal holotissues of 

Mamestra brassicae L. were more adequate in relationship with those elaborated with 

pupal hemolymph, providing higher emergence and originating higher protein content 

pupae. Media elaborated with pupal hemolymph and supplemented with casein and 

bovine serum albumin proteins at different concentrations were also evaluated. Toe 

casein was added to the diet at concentrations of 1.6 and 3.2%. Toe T. pretiosum 

emergence was higher when the concentration of that protein was 1.6%. Toe addition of 

3 .2% casein inhibited the oviposition of the parasitoid and decreased the emergence, 

however, increasing the production of normal adults and producing parasitoids with a 
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higher amount of proteins. The bovine serum albumin was added to the artificial 

medium at concentrations of 1.75 and 3.5%. The oviposition was higher in the artificial 

medium supplemented with 1.75% of that protein, however, the emergence was higher 

in the artificial medium at 3.5%. Large amounts of normal adults were obtained from the 

media supplemented with that protein in relationship with the one elaborated with pupal 

hemolymph. Toe insects deriving from bovine serum albumin media showed higher 

protein content. Amino acids composition analyses of pupae deriving from every 

artificial media showed qualitative similarities, although quantitative differences were 

observed. Through the isotopic dilution principie, one developed a methodology capable 

of showing that T. pretiosum assimilates the artificial media proteins, supplemented or 

not with casein and bovine serum albumin proteins at different concentrations. The role 

of genus Wolbachia symbionts was also studied, through the development of a 

methodology of elimination of such symbiont with a single antibiotic treatment, added to 

the artificial parasitoid development medium. This way four symbiont-free strains were 

achieved, allowing the study of the symbiont influence on the biological aspects of the 

parasitoid, since they had the sarne genome as the original strain. Wolbachia-infected 

females had higher parasitism ability in relationship with symbiont-free females. Toe 

females deriving from the symbiont-infected artificial diet, although of lesser size in 

comparison with a Wolbachia-:free strain, had higher fecundity. 



1 INTRODUÇÃO 

Insetos do gênero Triclzogramma são os parasitóides de ovos mais estudados 

em todo o mundo, devido ao sucesso de diversos programas de Controle Biológico já 

relatados com este agente de controle (Li, 1994; Parra, 1997). Para que possam ser 

utilizados nestes programas, são necessárias técnicas de produção massal para a 

obtenção de grande número de parasitóides a um custo reduzido. No caso de 

Trichogramma, sua produção requer a criação de um hospedeiro, e normalmente são 

utilizadas pragas de grãos armazenados tais como Sitotroga cerealella (Oliv .), Anagasta 

kuehniella Zeller e Corcyra cephalonica (Stainton). Técnicas de criação deste 

parasitóide nestes hospedeiros vêm sendo desenvolvidas desde o início do século 

passado (Flanders, 1930; Parra et ai., 1989). Atualmente, procuram-se técnicas de 

criação em dietas artificiais (in vitro ), onde não é exigida a produção de um outro inseto. 

Deste modo, são suprimidas várias etapas do processo de criação, simplificando o 

processo de produção do parasitóide. Apenas a China domina esta técnica de produção 

em larga escala, permitindo a liberação de insetos em áreas extensas para o controle de 

diversas pragas (Cônsoli & Parra, 1997a, 1999). 

Além de ser utilizada para criação e produção massal de Trichogramma, a 

criação em meio artificial pode facilitar pesquisas básicas em biologia, fisiologia e 

comportamento (Grenier, 1994, 1997). Para que seja viável a utilização desta técnica de 

criação, são ainda necessários muitos estudos básicos tais como o aprimoramento de 

dietas artificiais, bem como o estudo da nutrição destes parasitóides em meios artificiais. 
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Sem dúvida, o domínio da técnica de criação de Trichogramma in vitro trará 

grandes avanços na produção e utilização para liberação em campo destes parasitóides. 

Os estudos propostos neste trabalho objetivam permitir avanços em técnicas de 

criação in vitro para a produção de Trichogramma pretiosum Riley, 1879, a fim de 

auxiliar no desenvolvimento de meios artificiais mais eficientes para a multiplicação 

destes parasitóides e sua utilização no controle de pragas. O assunto foi abordado através 

do estudo da fisiologia do desenvolvimento de Trichogramma em meios artificiais, 

envolvendo o estudo de aspectos de sua biologia em diferentes meios artificiais, aspectos 

da assimilação de proteínas pelos parasitóides e do papel dos simbiontes do gênero 

Wolbachia na fecundidade dos parasitóides. 



2 REVISÃO DE LITERATURA 

2.1 Criação de parasitóides in vitro.

A técnica de criação in vitro de parasitóides tem sido pesquisada para várias 

espécies de insetos, obtendo-se sucesso parcial ou total em muitos casos (House, 1954; 

Yazgan & House, 1970; Hoffman et ai., 1973; Grenier et al., 1978; Thompson, 1980, 

1981; Strand & Vinson, 1985; Bratti & Monti, 1988; Bratti & Nettles Jr., 1988; Cônsoli 

& Parra, 1994, 1996a, 1997a; Thompson & Hagen, 1999, Fanti & Vinson, 2000). Esta 

técnica vem sendo largamente estudada em alguns países, principalmente nos EUA (Xie 

et ai., 1986ab), Itália (Bratti, 1990), França (Grenier et ai., 1974, 1975, 1978, 1993) e 

China (Li et al., 1988; Li, 1989), sendo que o Brasil é o único país na América Latina a 

desenvolver pesquisas na área de produção de inimigos naturais in vitro (Cônsoli & 

Parra, 1997a). 

Estudos visando ao crescimento e desenvolvimento de parasitóides em meios 

artificiais vêm sendo intensamente realizados com várias espécies das Ordens Diptera e 

Hymenoptera (Thompson & Hagen, 1999). No entanto, são ainda necessários muitos 

estudos básicos da fisiologia, biologia e nutrição de insetos para que os resultados 

obtidos possam ser melhorados, visando sua aplicação prática na produção de inimigos 

naturais para utilização em campo. 

Para a grande maioria dos insetos estudados, ainda é necessária a adição de 

componentes de insetos tais como hemolinfa, homogeneizado de ovos ou holotecidos 

pupais, o que não elimina a necessidade de criação de outro inseto. Estes componentes 

são ricos em aminoácidos livres, açúcares, proteínas, lipídeos, hormônios e fatores de 

crescimento, essenciais para o metabolismo do inseto (Strand & Vinso� 1985; Xie et al., 



4 

1986a; Bratti & Nettles Jr., 1988; Strand et ai., 1988; Volkoff et ai., 1992; Guerra et ai., 

1993; Hu et al., 1998). 

Consideráveis avanços têm sido obtidos, inclusive com a liberação de 

parasitóides produzidos em dieta artificial em condições de campo. Um exemplo muito 

conhecido é o da utilização de espécies de Trichogramma no controle de diversas pragas 

da Ordem Lepidoptera na China, onde este parasitóide vem sendo multiplicado em 

dietas artificiais em sistemas de criação massais (Dai et al., 1991; Liu et al., 1992, 

1995a). 

Em pesquisas realizadas no Texas, EUA, Guerra et al. (1993) desenvolveram 

dieta artificial sem componentes de insetos para a criação de Catolaccus grandis (Burks) 

e Bracon mellitor Say, dois ectoparasitóides do bicudo-do-algodoeiro, Anthonomus 

grandis Boheman. Posteriormente, Morales-Ramos et al. (1998) demonstraram a 

possibilidade do uso de C. grandis produzido in vitro para liberações em campo. Os 

parasitóides produzidos em dieta artificial foram eficientes na redução da população da 

praga no campo e apresentaram parâmetros biológicos importantes, tais como 

capacidade de busca e dispersão, semelhantes àqueles criados in vivo. 

2.1.1 Aspectos f"JSiológicos das relações hospedeiro - parasitóide 

O conhecimento dos mecanismos de adaptações fisiológicas e metabólicas dos 

parasitóides em relação aos hospedeiros são de suma importância para o 

desenvolvimento de dietas artificiais eficientes, já que estes insetos são adaptados para 

sobreviverem e se desenvolverem em hospedeiros vivos (Thompson, 1986). Apesar do 

limitado conhecimento da fisiologia do inseto parasitóide e da interação fisiológica 

durante a associação inseto parasitóide-hospedeiro, sucesso considerável tem sido 

alcançado na criação de várias espécies em dieta artificial (Grenier et al., 1986). Deste 

modo, estudos sobre a digestão, respiração e dependência de hormônios do hospedeiro 

devem ser realizados para uma melhor compreensão das exigências nutricionais e fisicas 

destes insetos (Grenier, 1994). 
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Com relação à eficiência digestiva, em larvas de himenópteros parasitóides, 

esta é influenciada pelo seu modo de excreção. Em muitas espécies o mesêntero não se 

liga ao proctodéu até a fase de pupa, evitando assim a contaminação do meio em que a 

larva está se desenvolvendo por material fecal, que é eliminado após a pupação. Além 

disso, os mecanismos de aquisição de nutrientes também variam, podendo serem 

absorvidos pela cutícula ou por ingestão oral (Thompson, 1986). 

Segundo Hu & Vinson (1998) a respiração pode ser um fator crítico para o 

desenvolvimento in vitro da larva, já que pode ser realizada através do tegumento ou por 

espiráculos. Assim, os primeiros estágios larvais de espécies de himenópteros respiram 

principalmente por difusão cutânea (Grenier et ai., 1975), podendo então serem 

utilizados meios líquidos para seu desenvolvimento (Grenier, 1994). No entanto, nos 

estágios terminais, a larva vive em um meio relativamente seco e as trocas gasosas 

passam a ser realizadas pelas traquéias. Deste modo, uma dieta aquosa pode não ser 

adequada para um endoparasitóide completar o seu desenvolvimento e dietas semi­

gelatinosas parecem ser mais adequadas (Nettles Jr. et ai., 1980; Grenier et ai., 1994). 

Assim, em trabalho realizado por Hu & Vinson (1997) o desenvolvimento do 

endoparasitóide larval Campoletis sonorensis (Cresson) um endoparasitóide larval de 

Heliothis virescens (Fabricius), em dietas mais aquosas foi somente até o terceiro ínstar 

larval. Em trabalho posterior, Hu & Vinson (1998) conseguiram o desenvolvimento 

deste mesmo parasitóide até a fase de prépupa em ambientes mais secos e com maior 

pressão de Oi. Já para ectoparasitóides, a respiração pode não ser um fator limitante para 

criação in vitro, pois o seu ambiente de desenvolvimento in vivo permite uma relativa 

troca direta de gases pelas traquéias. 

Para a dependência de hormônios, estudos com endoparasitóides demonstraram 

que há uma sincronização do desenvolvimento do hospedeiro e do parasitóide. 

Endoparasitóides larvais estão continuamente sujeitos à variação hormonal de seus 

hospedeiros (Beckage, 1985) e raramente têm sido relatados casos de desenvolvimento 

de dietas artificiais para estes insetos (Hu & Vinson, 1998). Alguns parasitóides não se 

desenvolvem, ou param seu desenvolvimento até que o hospedeiro tenha alcançado um 

determinado estágio (Grenier et al., 1986). Por exemplo Beckage & Riddiford (1982) 
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demonstraram que a última ecdise e a emergência de Apanteles congregatus (Say) de 

larvas de Manduca sexta (L.) é regulada por níveis hormonais do hospedeiro. 

Trabalho realizado in vitro por Hu & Vinson (1997) demonstrou que a adição 

de 20-hidroxiecdisônio em meio artificial aumentou a porcentagem de ecdise, e 

diminuiu o tempo de desenvolvimento de larvas de C. sonorensis. Nakahara et ai. (2000) 

relataram que este mesmo hormônio foi essencial para a ecdise larval de Venturia 

canescens (Gravenhorst) porém quando adicionado à dieta artificial em concentrações 

maiores que 1 µg/mg, as larvas apresentaram deformações. Níveis insuficientes de 

ecdisteróides na dieta artificial causaram alta mortalidade larval do ectoparasitóide pupal 

Diapetimorpha introita (Cresson) (Gelman et ai., 2000). 

Outros fatores, tais como os aspectos fisicos do meio também estão 

relacionados aos mecanismos de adaptações fisiológicas e metabólicas dos parasitóides 

em relação aos hospedeiros. Entre estes fatores estão o pH e a pressão osmótica, que 

podem estar intimamente ligados a aspectos fisiológicos. De maneira geral, as dietas 

empregadas para a criação in vitro de parasitóides apresentam pH por volta de 4,5-5,0 

(Grenier, 1994). No entanto, Arthur et al. (1972) determinaram o efeito do pH na 

oviposição de ltoplectis conquisitor (Say) (Hymenoptera: Ichneumonidae), utilizando 

soluções de 1-serina e 1-arginina e verificaram que a faixa de pH ideal para a oviposição 

encontrava-se entre 6,5-9,0. Em estudos realizados por Strand & Vinson (1985) a 

viabilidade ovo-adulto do parasitóide de ovos de Trichogramma pretiosum Riley foi 

elevada quando o pH da dieta foi ajustado entre 6,6 e 6,8. Para esta mesma espécie de 

parasitóide, Nettles Jr. et al. (1985) obtiveram desenvolvimento em dietas com pH que 

variaram entre 6,5 e 9,0, embora os melhores resultados tenham sido obtidos em dietas 

com pH próximo de 7,0. Também Zhong & Zhang (1989) verificaram o efeito do pH no 

desenvolvimento e crescimento de T. confusum Viggiani em meio artificial. Estes 

autores utiliz.aram dieta composta de holotecidos pupais de Antherea pemyi Guérin­

Meneville (30%), gema-de-ovo (30%), solução de leite em pó (10%) e água destilada 

(30% ). Os resultados obtidos em dieta com pH ajustado para 6, 70-6,95 foram 30% 

superiores aos relatados em dieta com pH de 6,40, com 89-92% de parasitismo dos ovos 
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artificiais, com uma taxa de pupação de 79-80%. Assim, pode-se inferir que as espécies 

de parasitóides variam quanto à faixa de pH na qual podem se desenvolver. 

A pressão osmótica do meio artificial é importante principalmente para 

endoparasitóides, que podem sofrer hipo ou hipertrofia dos tecidos se estiverem em 

meios hiper ou hipotônicos, respectivamente (Cônsoli & Parra, 1997b). Valores 

próximos àquele encontrado na hemolinfa de larvas de Lepidoptera (350 müsm) 

parecem ser ideais para o desenvolvimento de parasitóides, já que diversos autores 

r�lataram que meios com osmolaridade entre 300 e 400 müsm foram apropriados para o 

desenvolvimento de Phryxe caudata (Rondani), Lixophaga diatraeae (Townsend), 

Microplites croceipes (Cresson), Cotesia marginiventris (Cresson), Telenomus 

heliothidis Ashmead e Pachycrepoideus vindemiae (Rondani) (Grenier et ai., 1974, 

1975, 1978; Greany, 1986; Thompson et al., 1983; Strand et al., 1988). No entanto, 

Grenier et al. (1994) comentam que a incorporação de aminoácidos livres em dietas 

artificiais pode aumentar a pressão osmótica do meio, e para reduzi-la a níveis mais 

aceitáveis, podem ser utilizadas proteínas hidrolisadas ou não, desde que sejam solúveis 

em água (Hu & Vinson, 1997), como suprimento de parte dos aminoácidos necessários 

ao desenvolvimento do inseto. 

2.1.2 Aspectos da nutrição de parasitóides 

O estudo das exigências nutricionais de parasitóides é de fundamental 

importância para que sejam elaborados meios artificiais adequados para seu crescimento 

e desenvolvimento in vitro. Através destes estudos, foi possível o desenvolvimento 

destes insetos em diferentes meios artificiais. Em numerosas pesquisas, as dietas 

continham sempre elementos derivados de insetos, tais como o conteúdo do ovo 

hospedeiro, hemolinfa e holotecidos pupais, provenientes principalmente de insetos da 

Ordem Lepidoptera. 

Parasitóides são insetos carnívoros, que necessitam de dietas com elevado teor 

de proteínas, além de fontes de energia, como carboidratos e lipídeos (Grenier, 1994, 
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1997). Estudos da análise do alimento exigido pelas larvas (hospedeiro ou parte dele), do 

próprio parasitóide ou análises da digestão e metabolismo podem ser muito úteis para a 

definição de meios artificiais (Grenier et al., 1986). Às vezes, faz-se necessário a 

combinação destes dois métodos para melhor entendimento da relação nutricional do 

parasitóide com o hospedeiro, sendo importantes algumas informações básicas sobre a 

biologia do inseto, a fim de se ter uma idéia precisa de seu alimento (Grenier et ai., 

1993). 

Para endoparasitóides não é fácil realizar a análise do alimento, mas uma 

melhor determinação do suprimento alimentar pode ser conseguida analisando-se o 

próprio parasitóide. O acúmulo dos componentes no corpo do parasitóide em 

crescimento pode levar a uma boa estimativa global de suas necessidades nutricionais 

(Grenier et ai., 1986). Desta mane� necessidades mínimas poderão ser de:fmidas 

qualitativa e quantitativamente, podendo ser modificadas, em função do metabolismo do 

parasitóide, no sentido de uma otimização da dieta. Por exemplo, Grenier & Bonnot 

(1988) utilizaram um meio para desenvolvimento de Trichogramma baseado em análises 

do ovo do hospedeiro alternativo, Anagasta kuehniella Zeller. Barrett & Schmidt (1991) 

avaliaram as necessidades em aminoácidos e encontraram semelhanças na composição 

entre adultos de T. minutum Riley e o hospedeiro no qual foi criado. Cônsoli & Parra 

(1996b), compararam a composição da hemolinfa e holotecidos pupais de alguns 

lepidópteros, utilizadas em dietas artificiais para criação de T. pretiosum e T. galloi 

Zucchi e observaram diferenças quantitativas, porém a composição qualitativa se 

mostrou semelhante. 

2.1.2.1 Proteínas 

Aminoácidos livres são componentes básicos de muitas dietas artificiais, sendo 

que alguns parasitóides são capazes de se desenvolver em dietas compostas apenas com 

este componente (Thompson, 1986). A adição de aminoácidos em dietas artificiais tem 

mostrado melhorar o crescimento de diversos parasitóides (Greany, 1986), mas podem 
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ser prejudiciais se sua concentração for muito alta ou desbalanceada em relação à 

pressão osmótica do meio artificial (Grenier, 1994; Grenier et al., 1994). Hu & Vinson 

(1997), adicionando lactoalbumina no meio artificial utilizado para C. sonorensis, 

obtiveram um aumento do número de indivíduos que atingiram o segundo ínstar. Alguns 

dípteros parasitóides necessitam do aminoácido fenilalanina para o escurecimento da 

cutícula (Grenier et ai., 1994). 

Muitos parasitóides necessitam dos dez aminoácidos essenc1a1s ( arginina, 

histidina, isoleucina, leucina, lisina, metionina, fenilalanina, treonina, triptofano e 

valina) para seu desenvolvimento (Thompson, 1981; Grenier, 1994), sendo os outros 

sintetizados a partir destes (Parra, 1991). Porém, muitas espécies não conseguem se 

desenvolver em meios compostos somente destes dez aminoácidos e necessitam de 

aminoácidos não essenciais para seu desenvolvimento (Grenier et ai., 1994; Thompson, 

1986). A incorporação de proteínas nas dietas ao invés de aminoácidos, pode evitar 

efeitos deletérios que podem ocorrer quando são utilizados altos níveis de aminoácidos 

livres, tais como a alta pressão osmótica, além de contribuir para a consistência fisica da 

dieta (Grenier et ai., 1986, 1994). 

As proteínas mais comumente usadas (hidrolisadas ou não) são a caseína, 

lactoalbumina, soroalbumina e extrato de soja. Extratos e hidrolisados de diferentes 

leveduras também são comuns em dietas (Bratti, 1990). Os hidrolisados são muito ativos 

no aumento da pressão osmótica e hidrolisados enzimáticos são menos ativos que os 

hidrolisados ácidos (Grenier, 1994). 

Nettles Jr. (1986) realizou estudos do efeito da omissão de aminoácidos para a 

determinação das exigências nutricionais de Eucelatoria bryani Sabrosky e comprovou 

que a asparagina é um aminoácido essencial para o desenvolvimento e crescimento deste 

taquinídeo em meio artificial. Quando a asparagina foi retirada da dieta, ocorreu 

mortalidade de 71 % das larvas de 2º ínstar e não houve formação de pupas. Mesmo 

quando substituída por ácido aspártico, a sobrevivência larval foi muito baixa. O autor 

argumentou que, através da evolução da relação hospedeiro : parasitóide, E. bryani 

sofreu mutações que acarretaram uma redução ou perda total da atividade de enzimas do 
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tipo asparagina sintetase e de suas peptidases, responsáveis pela transformação das 

proteínas ou polipeptídeos em aminoácidos. 

Em estudo complementar, Nettles Jr. (1987) verificou a necessidade de E.

bryani quanto a 1 O aminoácidos livres. Quando a prolina foi retirada da dieta artificial, 

houve mortalidade larval de 97%. Os aminoácidos glicina e tirosina foram benéficos ao 

crescimento deste parasitóide, já que promoveram o aumento do número de pupas e 

adultos formados. 

2.1.2.2 Lipídeos 

Além de servirem como fonte de energia, os esteróis são necessários para um 

grande número de parasitóides. O colesterol é adicionado especialmente em meios 

artificiais desprovidos de gema de ovo. Os ácidos graxos podem ser apresentados como 

ácidos graxos livres ou triglicérideos, mas em todos os casos, na ausência de gema de 

ovo é necessária a utilização de agentes emulsificantes, tais como o Tween 20 ou 80, 

lauril sulfato e lecitina, para que ocorra uma boa dispersão de lipídeos na dieta (Grenier, 

1994). De um modo geral, a adição de ácidos graxos nas dietas artificiais aumenta a 

produção de adultos e a fecundidade (Grenier et ai., 1986). 

A gema de ovo de galinha é utilizada em muitos meios artificiais, em 

quantidades que variam entre 1 O e 40%. Este componente é dificil de ser substituído por 

uma mistura de ácidos graxos, colesterol e fosfolipídeos. Além disso, a gema de ovo é 

uma boa fonte de proteínas, aminoácidos, lipídeos, fosfolipídeos, vitaminas e muitos 

minerais. Grenier & Bonnot (1988) utilizaram a gema de ovo como única fonte de 

lipídios em dieta artificial para T. brassicae Bezdenko, obtendo altas porcentagens de 

larvas e adultos. Nakahara et al. (2000) obtiveram bons resultados ao acrescentar 

lipoforina, uma mistura de lipídios que contém diacilglicerol, colesterol e fosfolipídios 

em dieta artificial para o endoparasitóide larval V. canescens. 
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2.1.2.3 Carboidratos 

Os carboidratos também servem como fonte de energia para parasitóides 

(Grenier, 1994; Hu & Vinson, 1997). Alguns estudos de nutrição de parasitóides têm 

sido realizados na tentativa de determinar quais carboidratos são melhor utilizados pelos 

insetos (Nettles Jr. et ai., 1980; Greany, 1986). A glucose é um importante componente 

em muitas dietas artificiais, servindo como fonte primária de energia. Thompson (1980, 

1986) demonstrou que a glucose acrescentada à dieta artificial aumentou o crescimento 

larval de Brachymeria intermedia (Nees). Hu & Vinson (1997), ao adicionar 1% do 

dissacarídeo trealose em dieta artificial para C. sonorensis, conseguiram 100% de 

eclosão e larvas de primeiro ínstar com maior peso. 

Carboidratos podem melhorar o crescimento, sendo a glucose, frutose 

(monossacarídeos) e sacarose (oligossacarídeo) os mais comuns em dietas artificiais 

(Grenier, 1994). 

O leite de vaca também é um componente muito comum em meios artificiais, 

em quantidades que variam de 15-20%, sendo fonte de carboidratos, mas também de 

lipídeos, proteínas, sais minerais e vitaminas. No entanto, as necessidades em vitaminas 

são muito dificeis de serem estudadas (Grenier et al., 1986) 

2.1.3 Criação in vitro de Trichogramma 

A grande importância dos parasitóides do gênero Trichogramma em programas 

de Controle Biológico justifica a busca incessante de obtenção de técnicas de criação in 

vitro eficientes para sua produção em larga escala. 

A primeira dieta artificial utilizada para a criação de Trichogramma foi 

composta de plasma de hemolinfa de lagartas de Helicoverpa zea Boddie (Hoffi:nan et 

al., 1975), sendo posteriormente desenvolvidas dietas mais completas, como meios 

semi-sintéticos ou merídicos (Strand & Vinson, 1985; Grenier & Bonnot, 1988), ou 

simplesmente dietas que continham compostos como gema de ovo, suspensão de leite 
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em pó e anticontaminantes (Gao et ai., 1982; Nettles Jr. et al., 1985; Xie et ai., 1986ab; 

Dai et al., 1988; Grenier & Bonnot, 1988; Qin & Wu, 1988; Li, 1989). 

Vários estudos foram realizados visando a obtenção de polímeros plásticos 

(silicone-carbamatos, polietileno, polipropileno), permitindo a obtenção de "ovos 

artificiais" para o acondicionamento da dieta e completo desenvolvimento do parasitóide 

(Morrison et al., 1983; Li et al., 1988; Grenier & Bonnot, 1988; Li, 1989). Os estudos de 

utilização de estimulantes de oviposição para obtenção de postura diretamente nos ovos 

artificiais (Rajendram, 1978ab; Nettles Jr. et ai., 1982, 1983, 1985; Wu & Qin, 1982; 

Xie et al., 1986b; Qin & Wu, 1988; Grenier et al., 1993; Han et al., 1994), associados à 

utilização de anticontaminantes adequados (Grenier & Liu, 1990), possibilitaram a 

criação de várias espécies de Trichogramma. Intensos estudos da fisiologia, biologia, 

comportamento e nutrição destes parasitóides foram também imprescindíveis para o 

crescimento e desenvolvimento completo destes parasitóides em meios artificiais . 

No Brasil, Parra & Cônsoli (1992) iniciaram os estudos para criação in vitro de 

Trichogrammma. Os primeiros resultados foram obtidos com T. pretiosum, porém com 

obtenção de baixa viabilidade e um grande número de adultos deformados. Estudos 

subseqüentes procuraram aprimorar as técnicas de criação, obtendo resultados 

promissores inclusive para outra espécie, T. galloi (Cônsoli & Parra, 1996a, 1997a, b). 

As dietas desenvolvidas apresentam em sua composição componentes 

provenientes de insetos, tais como hemolinfa, homogeneizado de ovos ou holotecidos 

pupais. Em muitos casos, essas dietas, devido à dificuldade de obtenção de certos 

componentes, tomam impraticável a criação do parasitóide em meio artificial (Grenier et 

al., 1995). O desenvolvimento de dietas holidicas ( compostas por soluções de 

aminoácidos livres, carboidratos, ácidos graxos vitaminas e sais minerais) é :fundamental 

para o sucesso desse método de criação, sendo adequadas para uso em sistemas de 

criação massal (Nordlund et al., 1997). Para o desenvolvimento desses meios artificiais 

são necessários estudos sobre a composição química do hospedeiro e do inimigo natural, 

os mecanismos de digestão dos diferentes componentes do meio de criação e as 

alterações da composição química do inimigo natural quando criado em diversos 

substratos (Yazlovetsky, 1992). 
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Deste modo, o próximo passo para a utilização prática da criação in vitro de 

Trichogramma, principalmente nos países ocidentais, é o desenvolvimento de meios 

artificiais sem componentes de insetos. Vários autores obtiveram o desenvolvimento de 

espécies de Trichogramma nestes meios. Meios artificiais desprovidos de componentes 

de insetos foram testados por Qin & Wu (1988) para T. deruirolimi Matsumura. O meio 

artificial utilizado foi composto de gema de ovo, extrato de embrião de galinha, leite de 

vaca e peptona, e permitiu a obtenção de adultos, porém com baixo rendimento ( apenas 

16%). Posteriormente, Grenier et ai. (1995) obtiveram considerável sucesso com duas 

espécies de Trichogramma. Utilizando uma dieta composta de caseína, hidrolisado de 

levedura, hidrolisado de caseína, gema de ovo, leite de vaca, sais inorgânicos e 

vitaminas foram obtidas altas porcentagens de emergência e de adultos normais. Xie et 

al. (1997) testaram diversas dietas sem componentes de insetos para T. minutum e T. 

brassicae Bezdenko e obtendo 94% de pupas e 28% de adultos. 

Atualmente, busca-se a substituição da hemolinfa utilizada em dietas artificiais 

por culturas de células de insetos, que são de fácil manutenção em condições de 

laboratório, apresentam alta qualidade e podem ser produzidas em quantidade, com a 

utilização de bioreatores (Notarte & Merritt, 2001). Estes mesmos autores substituíram 

com sucesso a hemolinfa de uma dieta artificial utilizada para criação de T. australicum 

Girault por células de H zea multiplicadas em meio de cultura. Foram obtidas maior 

emergência e elevada proporção de adultos normais. Além disto, fêmeas provenientes 

desta dieta foram mais fecundas em relação às fêmeas criadas em dieta elaborada com 

hemolinfa. O desenvolvimento deste tipo de dieta artificial, poderá revolucionar o modo 

de produção do parasitóide, permitindo a introdução de sistemas automatizados de 

produção massal (Nordlund et al., 1997). 

A multiplicação de Trichogramma em meio artificial por várias gerações 

sucessivas é também um fator relevante. Na China, Gao et ai. (1982) conseguiram criar 

T. deruirolimi em dieta artificial por 35 gerações e Liu et ai. (1995b) relataram a criação

de T. minutum por 5 gerações em meio artificial. No ocidente, Nordlund et ai. (1997) 

criaram esta mesma espécie de Trichogramma por dez gerações sucessivas em dieta 
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artificial com componentes de insetos. No entanto, os adultos obtidos em todas as 

gerações apresentaram mais deformações em relação aos obtidos in vivo. 

A utilização da criação in vitro em sistemas de produção massa} de 

Trichogramma para liberações inundativas de parasitóides produzidos in vitro, tem sido 

dominada exclusivamente pelos chineses, que já desenvolveram técnicas para 

liofilização do meio artificial (para armazenamento por longos períodos) e sistemas 

semi-automatizados de produção (Dai et ai., 1991; Liu et ai., 1992, 1995a). O sucesso na 

criação desses parasitóides na China está associado à facilidade de obtenção de 

componentes de insetos hospedeiros, tais como hemolinfa, homogeneizado de ovos ou 

holotecidos pupais, que são componentes indispensáveis nas dietas oligídicas utilizadas 

na criação in vitro de Trichogramma (Xie et ai., 1986b; Strand & Vinson, 1985). 

Dai et ai. (1991) relataram que a produção diária de Trichogramma in vitro na 

China pode atingir 30 a 43 milhões de indivíduos de T. dendrolimi e de 17 a 23 milhões 

de T. chi/anis Ishii, com um custo 50% menor que em sistemas de criação 

convencionais. Estes parasitóides foram liberados em 1300 hectares, com parasitismo 

superior a 80%. 

Para visualizar o sucesso da criação in vitro destes parasitóides na China, Zhang 

& Cao (1993) utilizaram pupas de Trichogramma provenientes de dieta artificial na 

criação de ácaros predadores fitoseídeos. Após duas gerações, estes ácaros foram 

eficientes no controle de Panonychus citri (McGregor) em pomares de citros. 

2.2 Considerações sobre o simbionte do gênero Wolbachia

Wolbachia é uma alfa - proteobactéria gram negativa pertencente à Familia 

Rickettsiaceae, que está presente principalmente nos tecidos reprodutores de seus 

hospedeiros (ovários e testículos) (Werren, 1997a). A disponibilidade de técnicas 

moleculares, tais como a reação de polimerase em cadeia (PCR) acelerou rapidamente os 

estudos com este simbionte extremamente disseminado entre os artrópodos (Stouthamer 

et ai., 1999). Estudos realizados por Werren et ai. (1995) indicaram que cerca de 16% 
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das espécies da Ordem Insecta estariam infectadas por Wolbachia. No entanto, estudos 

recentes, utilizando nova técnica de PCR para detecção deste simbionte, indicaram que 

76% das espécies de artrópodos testados estavam infectados, incluindo 12 ordens de 

insetos (Jeyaprakash & Hoy, 2000). Estes simbiontes também estão presentes em 

crustáceos e ácaros (Rousset et ai., 1992; Johanowicz & Hoy, 1996), além de várias 

espécies de nematóides do grupo das filárias (Bandi et ai., 1998). Esta ampla 

distribuição de Wolbachia despertou o interesse da comunidade científica mundial na 

última décad� já que este simbionte pode estar envolvido em processos de rápida 

especiação (Breeuwer & Werren, 1990; Werren, 1997a; Rokas, 2000), além de auxiliar 

estudos básicos da reprodução de seus hospedeiros (Stouthamer & Kazmer, 1994). 

Também preconiza-se utilização prática de Wolbachia no Controle Biológico de Pragas, 

visto que a reprodução telítoca poderia aumentar o rendimento de criações massais e 

permitiria a liberação em campo somente de indivíduos eficientes no controle da praga 

alvo (Stouthamer, 1993) e até mesmo utilizar estes simbiontes como vetores para 

modificação genética em populações de insetos (Sinkins & O'Neill, 2000). 

2.2.1 Biologia dos simbiontes do gênero Wolbachia

Os efeitos da infestação por Wolbachia em seus hospedeiros estão sempre 

relacionados com a reprodução (Werren, 1997a). Os dois principais incluem a 

incompatibilidade citoplasmática (Breeuwer & Werren, 1990) e a indução de 

partenogênese telítoca (Stouthamer, 1993). Estes simbiontes podem causar ainda 

efeminação de machos em crustáceos isópodos (Rousset et al., 1992) e morte de machos 

("male-killing") em coccinelídeos (Hurst et al., 1996). Estes simbiontes são herdados 

pela progênie através do citoplasma do ovo (Stouthamer et ai., 1994). 
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2.2.1.1 Partenogênese telítoca 

No caso de Trichogramma a infestação por Wolbachia está relacionada com a 

partenogênese telítoca, observada em diversas espécies de himenópteros parasitóides 

(Stouthamer, 1993; Stouthamer & Werren, 1993). Estes insetos são haplo-diplóides, ou 

seja, os machos têm n cromossomos (haplóides ), enquanto as :fêmeas são 2n ( diplóides ), 

e apresentam, em sua maioria, reprodução bissexuada. Deste modo, um ovo não 

fecundado dá origem a macho e um ovo fecundado dá origem a :fêmea e portanto, 

:fêmeas acasaladas apresentam os dois sexos em sua descendência, enquanto :fêmeas 

virgens dão origem somente a machos. No entanto, existem espécies que apresentam 

partenogênese telítoca, onde uma fêmea virgem dá origem somente a :fêmeas, devido a 

um fenômeno de diploidização, freqüentemente associado à presença de Wolbachia 

(Stouthamer & Kazmer, 1994). Quando infectados com o simbionte, ocorre uma mitose 

anormal nos ovos não fecundados e há uma falha no momento da anáfase da primeira 

divisão mitótica e assim, ovos haplóides tomam-se diplóides e se desenvolvem 

transformando-se em remeas telitocas (Stouthamer & Kazmer, 1994). 

Estudos realizados por Cabello & Vargas (1985) demonstraram que a criação 

da espécie telítoca T. cordubensis V argas & Cabello em temperaturas mais elevadas, 

induziam o aparecimento de machos na descendência. Posteriormente, Stouthamer et al. 

(1990) obtiveram resultados semelhantes com outras espécies de Trichogramma, 

submetendo-as não só a tratamento térmico, como também a antibióticos (tetraciclina e 

rifampicina), o que indicou que a telitoquia destas espécies estaria ligada a um 

microorganismo, provavelmente de natureza microbiana Trabalhos subseqüentes 

revelaram a associação com Wolbachia (Stouthamer et al., 1993). 

Pintureau et al. (1999) demonstraram que estes simbiontes podem se adaptar a 

altas temperaturas, explicando em parte a sua distribuição entre diversas populações 

hospedeiras, mesmo em países de clima tropical. Recentemente, Ciociola Jr. et al. 

(2001), detectaram a presença de Wolbachia em uma população brasileira de T. 

atopovirilia Oatman & Platner. 
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2.2.1.2 Incompatibilidade citoplasmática {IC) 

A incompatibilidade citoplasmática (IC) é o efeito mais comumente encontrado 

na reprodução de artrópodos (Werren, 1997b; Stouthamer et ai., 1999). Ela pode ser 

encontrada de duas formas, denominadas uni e bidirecional. A incompatibilidade 

citoplasmática unidirecional ocorre em cruzamentos entre machos infectados pelo 

simbionte e fêmeas não infectadas, resultando na morte do zigoto { em espécies 

diplóides) ou na produção de machos {em espécies de reprodução �aplodiplóide). Todos 

os outros tipos de cruzamentos são compatíveis (Hoffinann et al., 1990). A 

incompatibilidade citoplasmática bidirecional ocorre quando um macho e uma femea 

abrigam tipos diferentes de Wolbachia e o cruzamento é incompatível {Breeuwer & 

Werren, 1990). A infecção por Wolbachia pode ser múltipla, isto é, diferentes tipos de 

Wolbachia no mesmo hospedeiro, e neste caso populações da mesma espécie que 

abrigam diferentes tipos de Wolbachia podem ser incompatíveis (Werren, 1997a; 

Dobson et ai., 2001 ). 

O mecanismo de ação é desconhecido, mas há evidências de que a expressão da 

incompatibilidade citoplasmática seja devida a uma inadequada condensação dos 

cromossomos patemais durante a mitose {Breeuwer & Werren, 1990). Os cromossomos 

patemais são eliminados, o que implica no aparecimento de embriões haplóides. Assim, 

em espécies diplóides, estes embriões podem morrer, e em espécies de reprodução 

haplodiplóide, se desenvolverem como machos {Stouthamer et ai., 1999). 

A presença de Wolbachia causa uma modificação nos espermatozóides e o 

mesmo tipo de Wolbachia deve estar presente no ovo para que esta modificação seja 

anulada {Werren, 1997b). A densidade de infestação por Wolbachia está correlacionada 

à expressão da incompatibilidade citoplasmática. Breeuwer & Werren (1993) relataram 

que em indivíduos parcialmente livres do simbionte, através de tratamento antibiótico, a 

incidência da incompatibilidade citoplasmática decresceu em relação a indivíduos que 

não foram submetidos ao tratamento. 
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2.2.2 Implicações do uso de linhagens telítocas de Trichogramma no Controle 

Biológico 

A reprodução telítoca em Trichogramma pode ser uma vantagem para o 

Controle Biológico, visto que as femeas são as responsáveis pela eliminação de espécies 

de pragas (Stouthamer & Luck, 1993). Além disso, a utilização de linhagens infectadas 

por Wolbachia pode ser mais adequada para o controle de pragas, já que todos os 

descendentes produzidos são fêmeas (Stouthamer et al., 1999). A liberação inicial de 

linhagens telítocas proporciona uma redução rápida da população da praga e favorece o 

estabelecimento da população do parasitóide em campo. Liberações posteriores de 

linhagens de reprodução sexuada são recomendadas para restaurar a variabilidade 

genética da população já estabelecida (Aeschlimann, 1990). 

Stouthamer (1993) relacionou algumas vantagens do uso de linhagens telitocas 

de Trichogramma: i) rápido crescimento populacional da população, ii) redução no custo 

da produção, pois não ocorre desperdício para a produção de machos e iii) fácil 

estabelecimento no campo, já que populações arrenótocas devem acasalar para que 

ocorra a produção de femeas. Quando a população do parasitóide é baixa, o 

acasalamento entre machos e femeas pode ser dificultado. Fêmeas que apresentam 

reprodução telítoca continuam a se reproduzir mesmo em baixas populações 

hospedeiras. 

Em estudos realizados em casa-de-vegetação, Silva (1999) e Meer (1999) 

concluíram que linhagens telítocas de T. cordubensis e T. deion Pinto & Oatman foram 

mais eficientes no parasitismo que linhagens de reprodução arrenótoca. 

A liberação de linhagens telítocas pode ser uma vantagem simplesmente porque 

sempre produzem femeas e não necessitam de machos para acasalamento para produzir 

descendentes, enquanto em populações arrenótocas a produção de femeas pode cair 

drasticamente quando a densidade do hospedeiro for baixa (Stouthamer, 1993; 

Stouthamer & Luck, 1993). Quando a liberação ocorrer com densidade alta de 

hospedeiros, a escolha entre uma linhagem telitoca ou arrenótoca deve depender da taxa 

de crescimento da população, adaptação ao ambiente e custos de produção (Stouthamer 
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et ai., 1999; Silva, 1999). Para liberações inundativas, a adaptação ao meio ambiente e a 

taxa de crescimento têm menor importância e preconiza-se a liberação de indivíduos de 

reprodução telítoca, devido ao menor custo de produção por fêmea (Stouthamer, 1993). 

Grenier et al. (1998b) mostraram ser possível a transferência de Wolbachia 

entre duas espécies de Trichogramma, visando a obtenção de linhagens telítocas para 

uso em Controle Biológico. Pupas de T. dendrolimi criadas in vitro receberam 

microinjeções de uma suspensão de Wolbachia preparada a partir de indivíduos 

infectados de T. pretiosum. Após três gerações da microinjeção, resultados positivos da 

infecção por Wolbachia foram obtidos para T. dendrolimi. No entanto, a expressão da 

telitoquia foi limitada, provavelmente devido a uma baixa densidade do simbionte nas 

linhagens microinjetadas ou por algum outro fator ligado ao genótipo do hospedeiro, 

linhagem de Wolbachia ou uma interação destes fatores. Posteriormente, Pintureau et ai. 

(2000) observaram uma baixa e decrescente infecção por Wolbachia na linhagem de T.

dendrolimi microinjetada, indicando uma possível eliminação progressiva do simbionte 

ao curso das gerações, devido a falta de adaptação simbionte-hospedeiro. 

2.2.3 Efeitos do simbionte Wolbachia em seus hospedeiros 

Os efeitos da infecção por Wolbachia em seus hospedeiros estão geralmente 

relacionados à sua reprodução (Johanowicz & Hoy, 1998). No entanto, os estudos 

realizados mostram resultados divergentes, mesmo em se tratando da mesma espécie de 

inseto. Por exemplo, Poinsot & Merçot (1997) não encontraram efeitos negativos da 

presença de Wolbachia em Drosophila simulans Sturtevant, contrariamente aos 

resultados obtidos para este mesmo inseto por Hoffinann et al. (1990). Estes autores 

encontraram em laboratório, mas não em campo, uma redução de 18% na fecundidade 

de fêmeas de D. simulans infectadas por Wolbachia. Em Nasonia vitripennis (Walker) 

Bordenstein & Werren (2000), após um rigoroso controle do "background" genético dos 

insetos, não encontraram evidências de efeito negativo do simbionte na fecundidade, 
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sendo que Stolk & Stouthamer (1996) relataram, para esta mesma espécie de parasitóide, 

diminuição da fecundidade de remeas infectadas. 

Em estudos realizados com Muscidifurax uniraptor Kogan & Legner e 

Encarsia formosa Gahan, Stouthamer et al. (1994) não encontraram diferenças na 

longevidade ou fecundidade de linhagens tratadas ou não com antibiótico para nenhuma 

das duas espécies. Para a primeira espécie de parasitóide Zchori-Fein et al. (2000) 

também não encontraram efeitos negativos na longevidade, fecundidade, e sobrevivência 

de linhagens com diferentes densidades de infecção pelo simbionte. 

W ang & Schmidt (1996) compararam duas populações de T. minutum, uma 

arrenótoca e outra telítoca, provenientes do mesmo hospedeiro. A população arrenótoca 

parasitou 1,9 vezes mais ovos de A. kuehniella em relação às femeas de reprodução 

telítoca. Os autores concluíram que esta diferença está relacionada ao número de ovos 

presentes nos ovários das femeas, visto que enquanto na população de reprodução 

arrenótoca este número aumentou de acordo com a idade do parasitóide, em remeas 

telítocas permaneceu estável. Stouthamer & Luck (1993) compararam a fecundidade de 

linhagens de T. pretiosum e T. deion infectadas e livres do simbionte através de 

tratamento antibiótico. Em ambas as espécies, remeas infectadas apresentaram 

fecundidade reduzida em relação às de reprodução arrenótoca. Contrariamente, Girin & 

Boulétrau (1995) determinaram que em T. bourarachae Pintureau & Babault, remeas 

infectadas pelo simbionte produziram quase duas vezes mais descendentes em relação a 

-fêmeas não infectadas. 

Em muitos casos citados, os experimentos foram realizados com diferentes 

linhagens de Wo/bachia presentes em diversos hospedeiros. Assim, o fato de diferentes 

linhagens de Wolbachia levarem a diferentes efeitos em hospedeiros proximamente 

relacionados sugere que estes efeitos são devidos mais ao tipo de simbionte do que à 

espécie hospedeira (Charlat & Merçot, 2000). 

Recentemente, Dobson et al. (1999) encontraram Wolbachia em outros tecidos 

de diversas espécies de insetos, além dos tecidos reprodutivos ( ovários e testículos), tais 

como cérebro, músculos torácicos, glândulas salivares, intestino, corpo gorduroso, 

túbulos de Malpighi, hemolinfa e asas. Estas infecções somáticas podem ser benéficas 
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aos simbiontes, favorecendo assim sua transmissão horizontal. Vavre et al. (I 999b) 

inferiram que parasitóides podem ser mais susceptíveis à transmissão horizontal de 

Wolbachia, visto que podem contrair os simbiontes de seus hospedeiros quando se 

desenvolvem como larvas e consomem o hospedeiro. A transferência de Wolbachia de 

parasitóides para seus hospedeiros é menos provável, pois hospedeiros parasitados não 

sobrevivem. 

Schilthuizen & Stouthamer (1997) compararam através de técnicas moleculares 

a filogenia de 20 linhagens diferentes de Trichogramma e as Wolbachia a elas 

associadas e observaram que espécies diferentes do parasitóide podem abrigar 

Wolbachia semelhantes. Deste modo, os autores sugerem que a transmissão do 

simbionte entre Trichogramma pode ocorrer em casos de parasitismo por mais de uma 

espécie de parasitóide. Esta hipótese foi confirmada por Huigens et ai. (2000) que 

relataram a transmissão de Wolbachia entre indivíduos de T. kaykai Pinto & Stouthamer 

que compartilharam o mesmo hospedeiro durante o desenvolvimento préimaginal. A 

possibilidade de transmissão vertical dos simbiontes adquiridos pelas femeas foi 

confirmada, e embora tenha sido ineficiente na primeira geração, a partir da terceira 

geração foi de 100%. O processo pelo qual as larvas de Trichogramma adquiriram 

Wolbachia é desconhecido, mas os autores apresentam algumas hipóteses. A 

transmissão pode ocorrer pelo contato entre hemolinfa de larvas através de feridas 

ocasionadas pelo contato larval dentro do ovo hospedeiro ou então, uma femea infectada 

pode injetar Wolbachia no momento da oviposição e as larvas podem adquirir o 

simbionte por ingestão ou pelas feridas anteriormente mencionadas. 

Um novo efeito do simbionte foi relatado por Dedeine et ai. (2001) em Asobara 

tabida Nees, um parasitóide de pupas de Drosophila. Nestes insetos, a infecção por 

Wolbachia é obrigatória, pois na sua ausência não ocorre a oogênese, indicando uma 

relação de mutualismo obrigatório, sem o qual não ocorre a reprodução da espécie. 



3 DESENVOLVIMENTO DE Trichogramma pretiosum RJLEY, 1879 EM MEIOS 

ARTIFICIAIS 

Resumo 

Este trabalho teve como objetivo avaliar o desenvolvimento biológico de 

Trichogramma pretiosum Riley, 1879 em diferentes meios artificiais. Foram avaliados o 

número de larvas por ovo artificial, as porcentagens de emergência e de adultos normais 

e também foram realizadas análises do conteúdo protéico das pupas provenientes dos 

meios artificiais. Foi estudado o efeito do componente de inseto (hemolinfa ou 

holotecidos pupais de Mamestra brassicae L.) utilizado na confecção do meio artificial . 

Também foram avaliados meios elaborados com hemolinfa pupal de M brassicae, 

enriquecidos com as proteínas caseína e soroalbumina bovina em duas concentrações 

fmais (1,6 e 3,2% para a caseína e 1,75 e 3,5% para a soroalbumina bovina). A 

utilização de holotecidos foi mais adequada em relação à hemolinfa, já que proporcionou 

maior emergência, bem como deu origem a pupas com maior conteúdo protéico. A 

adição de caseína na concentração mais elevada inibiu o parasitismo de T. pretiosum no 

meio artificial, afetando as taxas de emergência do parasitóide, no entanto, a produção 

de adultos normais foi maior. Na maior concentração de soroalbumina o parasitismo foi 

menor em relação ao obtido com a concentração de 1,75% da proteína. Além disto, a 

adição desta proteína proporcionou maiores taxas de emergência e de adultos normais. 

Independente da proteína adicionada ao meio artificial, a quantidade de proteínas 

presentes nas pupas originadas aumentou de acordo com o aumento da concentração 

utilizada. Os resultados das análises da composição de aminoácidos revelou semelhanças 
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qualitativas, mas houve diferenças quantitativas em pupas provenientes dos diferentes 

meios artificiais. 

PALAVRAS-CHAVE: criação in vitro, Trichogramma, parasitóide de ovos, análises 

bioquímicas, Controle Biológico, proteína 

Summary 

Toe goal of this work was to evaluate the biological development of 

Trichogramma pretiosum Riley, 1879 in different artificial media. Toe number of larvae 

per artificial egg, the emergence and normal adult percentages were evaluated and the 

protein content analyses of pupae deriving from the artificial media were performed. Toe 

effect of the insect component (hemolymph or pupal holotissues of Mamestra brassicae 

L.) used in the elaboration of the artificial medium was studied. One also evaluated the 

media elaborated with pupal hemolymph of M brassicae, enriched with casein and 

bovine serum albumin proteins at two final concentrations (1.6 and 3.2% casein and 1.75 

and 3.5% bovine serum albumin). The use of holotissues was more adequate than that of 

the hemolymph, since it provided higher emergence, and gave rise to higher protein 

content pupae. Toe addition of casein at higher concentration inhibited the parasitism of 

T. pretiosum in the artificial medium, affecting the emergence rates of the parasitoid,

however, the production of normal adults was higher. At the higher serum albumin 

concentration the parasitism was lower in relationship with that obtained with the 

addition of 1.75% ofthat protein. Moreover, the addition ofthat protein provided higher 

emergence rates and normal adults. Regardless of the protein added to the artificial 

medium, the amount of proteins found in the originated pupae increased as the 

concentration used increased. Toe results of the amino acid composition analyses 

showed qualitative similarities, although quantitative differences in pupae deriving from 

different artificial media occurred. 
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KEY WORDS: in vitro rearing, Trichogramma, egg parasitoid, biochemical analysis, 

Biological Control, protein 

3.1 Introdução 

Para programas de Controle Biológico Aplicado são necessárias criações 

massais de insetos, pois são exigidas liberações inundativas. Para que estes insetos sejam 

produzidos em quantidade suficiente é necessária a criação de outra espécie de inseto, o 

hospedeiro natural ou alternativo, o que aumenta os custos de produção, podendo 

inclusive inviabilizar a utilização destes agentes de controle (Grenier, 1994). Para 

simplificar o sistema de produção, muitos estudos apontam para o desenvolvimento de 

técnicas que permitam a criação de parasitóides em meios artificiais ( criação in vitro) 

(Grenier, 1994). Além desta aplicação prática, o domínio desta técnica permitirá avanços 

significativos em estudos nas áreas de biologia, fisiologia, comportamento (Grenier et 

ai., 1986, 1994) e até mesmo facilitar o desenvolvimento de populações de inimigos 

naturais resistentes a inseticidas (Grenier, 1997), para sua utilização em programas de 

manejo de pragas. 

Atualmente, tem sido grande o interesse no desenvolvimento de técnicas de 

produção de parasitóides in vitro, devido às suas aplicações práticas, principalmente a 

produção destes inimigos naturais em larga escala. Esta técnica de produção vem sendo 

muito estudada em alguns países, principalmente nos EUA (Xie et al., 1986ab), Itália 

(Bratti, 1990), França (Grenier et ai., 1993) e China (Li, 1989), sendo que o Brasil é o 

único país na América Latina a desenvolver pesquisas na área de produção de inimigos 

naturais in vitro (Parra & Cônsoli, 1992; Cônsoli & Parra, 1996a, 1997a). No Brasil o 

primeiro inseto a ser criado in vitro, foi o parasitóide de ovos de lepidópteros 

Trichogramma pretiosum Riley, porém com baixa viabilidade e grande número de 

adultos deformados (Parra & Cônsoli, 1992). 
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Embora a criação in vitro de parasitóides venha sendo objeto de muitos estudos, 

principalmente nas últimas décadas, ainda são muitas as dificuldades a serem superadas 

para obtenção do desenvolvimento completo de um parasitóide em dietas artificiais, 

sendo poucas as espécies criadas em tais meios (Grenier et al., 1986). 

Um exemplo de sucesso da utilização da criação in vitro no controle de pragas é 

Trichogramma dendrolimi Matsumura e T. chilonis Ishii, criados massalmente em dieta 

artificial e utilizados em liberações inundativas para o controle de lepidópteros pragas na 

China (Li, 1989). No entanto, as dietas utilizadas apesar de apresentare� grande 

proporção de componentes de inseto como ingrediente básico, ainda apresentam baixo 

valor protéico em relação ao encontrado em ovos hospedeiros (Grenier et al., 1995). 

Assim, o objetivo da presente pesquisa foi avaliar diferentes meios artificiais no 

desenvolvimento de Trichogramma pretiosum Riley, 1879. Para tanto, foram avaliados 

aspectos da biologia do parasitóide em meios artificiais elaborados com diferentes 

componentes de insetos (hemolinfa ou holotecidos de Mamestra brassicae L.) e 

estudou-se a possibilidade de aumentar o conteúdo protéico de meios artificiais através 

da adição das proteínas caseína e soroalbumina bovina. 

3.2 Material e Métodos 

3.2.1 Manutenção das linhagens de Trichogramma 

O trabalho foi desenvolvido no Laboratoire de Biologie Fonctionnelle, Insectes 

et Interactions, do Institut National des Sciences Appliquées de Lyon (INSA), em 

Villeurbanne, França, com Trichogramma pretiosum Riley, 1879, estudando-se 

parâmetros biológicos em diferentes meios artificiais. 

Para a manutenção do parasitóide, ovos de Anagasta kuehniella (Zeller, 1879) 

(fornecidos pela Biotop®) inviabilizados em lâmpada germicida, eram colados com 
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goma arábica diluída em água (50%), sobre cartolina branca (8,0 x 12,0 cm). Os cartões, 

assim obtidos, eram fornecidos aos parasitóides em frascos de vidro (16,0 x 10,0 cm), na 

proporção de l parasitóide : 1 O ovos do hospedeiro. O parasitismo era permitido por 24 

horas em câmaras climatizadas, reguladas à temperatura de 23 ± ºC, Umidade Relativa 

de 75 ± 5% e fotofase de 16 horas 

3.2.2 Metodologia de criação in vitro de Trichogramma 

3.2.2.1 Confecção dos ovos artificiais, composição e preparo dos meios artificiais 

A metodologia para a criação de T. pretiosum in vitro foi baseada na de Grenier 

& Liu (1990) (Figura 1 ). Os ovos artificiais consistiam de cúpulas semi-esféricas, 

confeccionadas em filme de polietileno de 15 µm de espessura. Para a confecção destes 

ovos plásticos era utilizada uma matriz perfurada, onde os ovos eram moldados 

manualmente com a introdução de um bastão de vidro no filme plástico esticado sobre a 

matriz. As cúpulas semi-esféricas eram dispostas segundo uma matriz de 5 x 6, com 

capacidade para cerca de 5µ1 de dieta em cada ovo artificial. O filme plástico contendo 

os ovos artificiais assim confeccionados era esterilizado sob lâmpada germicida por duas 

horas de cada lado, para evitar a contaminação do meio artificial por agentes 

microbianos (fungos e bactérias). Para estimular a postura dos parasitóides no meio 

artificial, era depositada uma fina camada de álcool polivinil (PV A) na parte convexa de 

cada ovo artificial (Han et ai., 1994). Este filme era então transferido para placas 

plásticas de 5 cm de diâmetro, com a parte convexa voltada para baixo e as cavidades 

preenchidas com o meio artificial. Este conjunto era então oferecido ao parasitismo, 

sendo a parte superior da placa plástica utilizada para fechar o sistema. As placas eram 

acondicionadas dentro de caixas plásticas contendo uma solução saturada de NaCl, para 

manter a umidade em tomo de 75%, e levadas à temperatura de 23
°

C com fotofase 16h. 

Todos estes procedimentos eram conduzidos em condições estéreis, em câmara de fluxo 

laminar. 
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Figura 1 - Esquema para criação in vitro de Trichogramma (adaptado de Grenier & 

Liu, 1990) 

O meio artificial utilizado foi composto de 40% de componentes de insetos 

(holotecidos totais ou hemolinfa de pupas de Mamestra brassicae L.), 20% de gema de 

ovo de galinha, 20% de leite semi-desnatado, 10% de solução de sais de Neisenheimer e 

10% de água destilada. Após a mistura dos ingredientes, o meio artificial foi 

centrifugado a 2000g por 20 minutos à temperatura de 4
° 
C. O precipitado foi descartado, 

e o sobrenadante utilizado no sistema de criação. As proteínas caseína e soroalbumina 

bovina foram incorporadas à solução de sais de Neisenheimer, à água destilada e ao leite 

utilizados na preparação do meio artificial, de modo a obter meios artificiais com 

concentrações finais de 1,6 e 3,2% para a caseína e 1,75 e 3,5% para a soroalbumina 

bovina. Deste modo, foram elaborados 6 meios artificiais com as seguintes composições: 
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- Básico: 40% de hemolinfa pupal de M brassicae, 20% de gema de ovo de

galinha, 20% de leite semi-desnatado, 10% de solução de sais de Neisenheimer e 10% 

de água destilada; 

- Holotecidos: 40% de holotecidos pupais de M brassicae, 20% de gema de

ovo de galinha, 20% de leite semi-desnatado, 10% de solução de sais de Neisenheimer e 

10% de água destilada; 

- Caseína 1,6%: Básico+ 1,6% de caseína (concentração final);

- Caseína 3,2%: Básico+ 3,2% de caseína (concentração final);

- Soroalbumina 1,75%: Básico+ 1,75% de soroalbumina bovina (concentração

final); 

- Soroalbumina 3,5%: Básico+ 3,5 % de soroalbumina bovina (concentração

fmal); 

Para a coleta dos componentes de insetos utilizados nas dietas artificiais, pupas 

de M brassicae em diapausa (para evitar diferenças na composição deste componente 

devido à utilização de pupas de diferentes idades) foram lavadas em água corrente e em 

seguida esterilizadas superficialmente em solução aquosa de ácido bórico 3% por 10 

minutos. Após este período, as pupas foram submetidas a um tratamento térmico em 

banho-maria a 60 
° 

C por 6 minutos para a inativação das fenoloxidases (Shapiro & 

Ignoffo, 1973). Para a coleta de hemolinfa, foi realizada uma incisão na parte anterior 

das pupas que foram então pressionadas pela parte posterior, sendo a hemolinfa 

extravasada coletada em um frasco estéril e, a seguir, armazenada a -20
°

C. Para a coleta 

de holotecidos, as pupas foram espremidas em uma seringa plástica estéril com 

capacidade para 20 ml. O produto obtido foi centrifugado a 500g por 5 minutos à 

o . o 

temperatura de 4 C. O sobrenadante foi coletado e armazenado a -20 C. Todos os 

procedimentos de coleta foram realizados em condições estéreis, em capela de fluxo 

laminar. 
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3.2.3 Comparação de meios artificiais 

Foram estudados parâmetros de desenvolvimento de T. pretiosum (linhagem 

t191) nas dietas artificiais (item 3.2.2.1.). Primeiramente, comparou-se a utilização de 

holotecido ou hemolinfa pupal de M brassicae como componente derivado de inseto no 

meio artificial. Outros dois experimentos foram realizados, o primeiro para avaliar o 

efeito da adição da proteína caseína ao meio artificial, nas concentrações de 1,6 e 3,2%; 

e o segundo para avaliar o efeito da adição de soroalbumina bovina, nas concentrações 

fmais de 1,75 e 3,5%. Nos três experimentos foram realizadas 5 repetições para cada 

tratamento. 

Os parâmetros avaliados foram o número de larvas por ovo artificial 

(parasitismo) e as porcentagens de emergência e de adultos normais em cada tratamento. 

Para avaliar o parasitismo dos ovos artificiais, foram amostrados 60 ovos artificiais de 

cada tratamento. Após 48 horas do parasitismo as placas plásticas foram congeladas a 

uma temperatura de -20 ºC. Após o congelamento, o conteúdo de cada ovo artificial foi 

colocado sobre uma lâmina de microscopia e, após o descongelamento, o número de 

larvas por ovo artificial foi contado sob microscópio estereoscópico. Para avaliação das 

porcentagens de emergência e de adultos normais, 72 horas após o início da emergência, 

os indivíduos foram mortos por congelamento à temperatura de -20 ºC. Todo o 

conteúdo das placas foi colocado cuidadosamente em placa de Petri de 5cm de diâmetro. 

Foram realizadas 10 amostragens de 30 indivíduos cada, onde foram contados o número 

de pupas e o número de adultos (normais ou deformados). Os resultados obtidos foram 

submetidos à análise de variância, e as médias comparadas pelo teste de Tukey, ao nível 

de 5% de probabilidade. As pupas obtidas nestes ensaios foram analisadas quanto a sua 

composição em aminoácidos totais. 
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3.2.4 Análises em composição de aminoácidos. 

A composição de aminoácidos foi avaliada nas pupas dos parasitóides 

provenientes dos diferentes meios artificiais. Para tanto o material foi submetido a 

hidrólise ácida e as medidas foram realizadas em analisador Beckman 6300 (Grenier et 

al., 1995). 

As pupas de T. pretiosum destinadas à hidrólise foram pesadas em balança de 

alta precisão, em grupos de 20 em balanças calibradas e adequadas para amostragem de 

pequenas quantidades de material. A hidrólise foi realizada sob nitrogênio, em vapor de 

HCl a ll0ºC por 24 horas, utilizando coluna Pico-Tag Station (Waters, St Quentin Les 

Yvelines, France) contendo 2-mercaptoetanol (4%) para preservação de aminoácidos 

sulfúricos. Após a hidrólise, foi adicionado ácido glucosamínico como padrão interno. 

As amostras foram então evaporadas sob vácuo (Speed Vac) e em seguida foram 

adicionados l 00µ1 de tampão lítio-citrato 0,05 M, pH 2,2. 

Uma amostra de 50 µl foi submetida ao analisador de aminoácidos Beckman 

6300, no qual os aminoácidos foram detectados através de reação com nihidrina, 

identificados pelo tempo de retenção e taxa de comprimento de onda, e quantificados 

por sua absorção a 570 nm (440 nm para o aminoácido prolina). 

3.3 Resultados e Discussão 

3.3.1 Desenvolvimento de Trichogramma pretiosum Riley, 1879 em diferentes meios 

artificiais 

O meio artificial confeccionado com holotecidos pupais de Mamestra brassicae 

L. foi mais adequado nutricionalmente em relação ao meio que contém hemolinfa, visto

que proporcionou maior porcentagem de emergência de T. pretiosum. Embora não tenha 

havido diferença estatística, pelo menos numericamente houve uma tendência à 

formação de maior porcentagem de adultos normais (Tabela 1 ). Isto pode ter ocorrido 
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devido à presença de outros fatores, além da hemolinfa, que estão presentes nos 

holotecidos pupais, tais como proteínas, aminoácidos, carboidratos e lipídeos. Cônsoli & 

Parra (1996b) também obtiveram resultados mais promissores na criação de duas 

espécies de Trichogramma (T galloi Zucchi e T pretiosum) quando utilizaram 

holotecidos pupais de Bombyx mori L. como componente da dieta artificial. Estes 

autores obtiveram para T. galloi, 100% de mortalidade larval na dieta confeccionada a 

partir da hemolinfa de larvas de B. mori, enquanto na dieta contendo holotecidos pupais, 

os parasitóides se desenvolveram até a fase de pupa. Para T. pretiosum ocorreu o 

completo desenvolvimento na dieta preparada com holotecidos pupais. 

Tabela 1. Emergência(%) e indivíduos normais (%) de Trichogramma pretiosum 

criado em meio artificial confeccionado com hemolinfa ou holotecidos 

pupais de Mamestra brassicae. Temperatura 23 ± 0,5 ºC; Umidade 

Relativa 75 ± 5% e fotofase 16 horas. 

Meio Artificial Emergência (%) 

Holotecidos 80,67 ± 1,63 a 

Hemolinfa 68,37 ± 1,55 b 

Adultos Normais (%) 

25,20 ± 3,62 a 

19,78 ± 3,35 a 

* Médias seguidas pela mesma letra na coluna, não diferem entre si pelo teste de Tukey, ao
nível de 5% de probabilidade

As análises da composição de aminoácidos totais das pupas provenientes dos 

dois meios artificiais demonstraram que o meio artificial contendo holotecidos pupais é 

mais rico levando, como conseqüência, a uma maior adequação nutricional, visto que 

pupas desenvolvidas em meio artificial contendo holotecidos pupais apresentaram maior 

quantidade de proteína (83,77 µg/mg), enquanto pupas de insetos provenientes do meio 

contendo hemolinfa apresentaram valores menores (67,l µg/mg) de proteína (Figura 2). 

Na observação da análise mais detalhada, observou-se que há uma semelhança 

qualitativa dos aminoácidos encontrados nas pupas de T. pretiosum criadas nos dois 

meios artificiais, porém há diferença quantitativa para todos os aminoácidos analisados 

(Figura 3). 
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Figura 2 - Quantidade (µg/mg) total de aminoácidos presentes em pupas de 

Trichogramma pretiosum criadas em meio artificial confeccionado com 

hemolinfa ou holotecidos pupais de Mamestra brassicae 
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Figura 3 - Composição e quantidade (µg/mg) em aminoácidos de pupas de 

Trichogramma pretiosum criadas em meio artificial confeccionado com 

hemolinfa ou holotecidos de Mamestra brassicae. 
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No segundo grupo de dietas testado, observou-se que a adição de caseína ao 

meio artificial na concentração de 1,6% não afetou a taxa de parasitismo nos ovos 

artificiais, e quando a concentração desta proteína foi de 3,2% o número de larvas por 

ovo artificial decresceu (Figura 4). Esta diferença no parasitismo deve estar relacionada 

a diversos fatores que afetam a postura de Trichogramma em meios artificiais, tais como 

sais (Nettles Jr. et al., 1982, 1983), glucose, hidrolisados de proteínas e aminoácidos 

livres, pois estas substâncias, dependendo da concentração, podem inibir a oviposição 

(Nettles Jr. et al., 1985), o que provavelmente ocorreu quando da adição de caseína na 

concentração mais elevada. 
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Figura 4 - Parasitismo de Trichogramma pretiosum em meio artificial elaborado com 

hemolinfa de Mamestra brassicae (Básico) e com adição de caseína em duas 

concentrações. Temperatura 23 ± 0,5 ºC; Umidade Relativa 75 ± 5% e 

fotofase 16 horas. (Colunas seguidas pela mesma letra não diferem entre si, pelo 

teste de Tukey, ao nível de 5% de probabilidade) 
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No meio artificial enriquecido com caseína na concentração de 1,6%, ocorreu 

maior emergência em relação ao meio básico e naquele contendo caseína na 

concentração de 3,2% (Tabela 2). A menor emergência no meio artificial contendo 3,2% 

de caseína em relação ao meio com 1,6% desta proteína é explicada pela menor taxa de 

parasitismo ocorrida no meio contendo 3,2%, visto que o completo desenvolvimento dos 

parasitóides depende do número de ovos colocados por ovo artificial, já que as larvas de 

Trichogramma não conseguem regular a ingestão de alimento (Grenier et ai., 1995) e 

continuam a se alimentar enquanto houver meio artificial (Strand & Vinson, 1985). 

Assim, se o número de ovos for pequeno, pode ocorrer a formação de larvas muito 

grandes, que são incapazes de se transformar em pupas (Strand & Vinson, 1985; Grenier 

et ai., 1998a). Deste modo, o ajuste do número de ovos colocados nos ovos artificiais em 

relação à quantidade de meio artificial disponível para o desenvolvimento do parasitóide 

é importante neste tipo de estudo. As técnicas relatadas para a solução deste problema 

incluem o bombeamento do meio artificial restante logo após o término do 

desenvolvimento larval (Strand & Vinson, 1985; Cônsoli & Parra, 1997b), bem como a 

coleta de ovos do parasitóide em ovos artificiais ou de hospedeiros para posterior ajuste 

da quantidade de meio artificial a ser utilizada (Nordlund et al., 1997). No entanto, estas 

técnicas também possuem limitações. O bombeamento do meio artificial deve ser feito 

com muito cuidado, pois as larvas de Trichogramma são muito sensíveis e pode ocorrer 

mortalidade devido à manipulação; já a outra técnica descrita envolve técnicas de 

transferência dos ovos obtidos para o meio artificial em condições estéreis. 

A emergência também pode ser afetada por condições abióticas, principalmente 

a umidade relativa. Mesmo que esta umidade seja mantida por volta de 75% no local de 

criação, dentro das placas pode ocorrer variação, de acordo com a quantidade de meio 

restante nos ovos artificiais, fato este relacionado ao número de Trichogramma que aí 

estejam se desenvolvendo (Grenier et ai., 1995). Parra & Cônsoli (1992) e Cônsoli & 

Parra (1996a) também relataram influência negativa da alta umidade presente dentro dos 

recipientes, utilizados para criação in vitro, na emergência de T galloi e T. pretiosum. 

O meio enriquecido com 3,2% de caseína produziu maior porcentagem de 

adultos normais (Tabela 2), em relação aos meios básico e com 1,6% de caseína. As 
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análises de aminoácidos das pupas desenvolvidas nos meios artificiais mostraram um 

aumento do teor de proteína de acordo com o aumento da concentração de caseína 

adicionada ao meio artificial, sendo que pupas provenientes do meio com caseína na 

concentração de 1,6% apresentaram um teor protéico 8% maior em relação a pupas 

desenvolvidas no meio básico. Quando a concentração de caseína foi de 3,2% esta 

diferença foi de 18% (Figura 5). Estes resultados evidenciam a maior adequação 

nutricional de meios suplementados com a proteína caseína. 

Tabela 2. Emergência (%) e indivíduos normais (%) de Trichogramma pretiosum 

criado em meios artificiais confeccionados com hemolinfa de Mamestra 

brassicae (Básico) e enriquecidos de caseína em duas concentrações. 

Temperatura 23 ± 0,5 ºC; Umidade Relativa 75 ± 5%; fotofase 16 horas. 

Meio Artificial Emergência(%) Adultos Normais(%) 

Básico 37,73 ± 1,41 c 37,43 ± 2,55 b 

Caseína 1,6% 

Caseína 3,2% 

65,14 ± 1,56 a 

48,02 ± 1,78 b 

33,94 ± 1,96 b 

52,64 ± 3,15 a 

* Médias seguidas pela mesma letra na coluna, não diferem entre si pelo teste de Tukey, ao
nível de 5% de probabilidade

A visualização mais detalhada das análises realizadas nas pupas provenientes 

dos 3 meios artificiais mostraram uma semelhança qualitativa, porém houve diferenças 

quantitativas na composição de aminoácidos. Estas diferenças são mais evidentes para 

os aminoácidos ácido glutâmico, glicina, leucina e arginina, que estão presentes em 

maior quantidade em pupas provenientes do meio artificial enriquecido com 3,2% de 

caseína (Figura 6). 
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Figura 5 - Quantidade (µg/mg) total de aminoácidos presentes em pupas de 

Trichogramma pretiosum criado em meio artificial sem adição de 

proteína (Básico), e contendo caseína em duas concentrações. 
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Figura 6 - Composição e quantidade (µg/mg) de aminoácidos de pupas de 

Trichogramma pretiosum criadas em meio artificial elaborado com 

hem o linfa de Mamestra brassicae (Básico) e suplementado com caseína 

em duas concentrações. 
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A adição de soroalbumina bovina ao meio artificial afetou o parasitismo. No 

meio contendo 1,75% desta proteína o número de larvas por ovo artificial foi maior em 

relação ao meio contendo 3,5%, similarmente ao que ocorreu quando a caseína foi 

adicionada na concentração mais elevada (Figura 7). Além dos fatores descritos por 

Nettles Jr. et al. ( 1982, 1983, 1985), o parasitismo pode estar relacionado à quantidade 

de aminoácidos livres no meio artificial (Grenier et al., 1998a) e, deste modo, análises 

em aminoácidos livres dos meios artificiais podem fornecer subsídios para esclarecer 

quais fatores estariam envolvidos, como demonstraram Grenier et ai. (1998a) que 

obtiveram maior parasitismo de T dendrolimi em meio artificial contendo maior 

quantidade de aminoácidos livres. 

180 a 

160 ah 

ê 140

_; 120

,5, 100 

80 

60 

40 

20 

o 

Básico Soroalbunma 1,75% Soroalbunma 3,5% 

Meio artificial 

Figura 7 - Parasitismo de Trichogramma pretiosum em meio artificial elaborado com 

hem o linfa de Mamestra brassicae (Básico) e com adição de soroalbumina 

bovina em duas concentrações. Temperatura 23 ± 0,5 ºC; Umidade Relativa 

75 ± 5%; fotofase 16 horas. (Colunas seguidas pela mesma letra não diferem entre 

si pelo teste de Tukey, ao nível de 5% de probabilidade). 



38 

A emergência dos parasitóides foi maior nos meios artificiais enriquecidos de 

soroalbumina bovina. No meio artificial com maior concentração desta proteína a 

emergência foi de 73%, e no meio contendo 1,75%, tal emergência foi de mais de 50%, 

resultados significativamente maiores ao obtido para o meio básico de criação (Tabela 

3). Neste caso, apesar da oviposição ter sido menor no meio com maior concentração de 

proteína, o número de larvas por ovo artificial foi 24% maior em relação ao obtido na 

maior concentração de caseína. Por esta razão, não foi verificado o mesmo efeito 

negativo do baixo número de larvas por ovo artificial ocorrido quando a caseína foi 

adicionada na concentração de 3,2%. 

A produção de adultos normais também foi maior, embora não tenha diferido 

estatisticamente para este parâmetro entre o meio contendo 3,5% de soroalbumina 

bovina e o meio sem adição de proteína (Tabela 3). 

Tabela 3. Emergência (%) e indivíduos normais (%) de Trichogramma pretiosum 

criado em meios artificiais confeccionados com hemolinfa de Mamestra 

brassicae (Básico) e enriquecidos de soroalbumina em duas 

concentrações. Temperatura 23 ± 0,5 ºC; Umidade Relativa 75 ± 5%; 

fotofase 16 horas. 

Meio Artificial 

Básico 

Soroalbumina 1,75% 

Soroalbumina 3,5% 

Emergência (%) 

44,68 ± 2,39 c 

51,67 ± 1,02 b 

73,23 ± 0,78 a 

Adultos Normais(%) 

54,53 ± 3,82 b 

70,74 ± 2,22 a 

64,69 ± 2,27 ab 

* Médias seguidas pela mesma letra na coluna, não diferem entre si pelo teste de Tukey, ao 
nível de 5% de probabilidade

A soroalbumina bovina foi utilizada com sucesso por Strand & Vinson (1985) 

como suplemento protéico em meio artificial para T. pretiosum. Estes autores 

demonstraram ainda que a quantidade de hemolinfa utilizada no meio artificial foi um 

fator importante para a emergência dos parasitóides. Em meio contendo 20% de 
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hemolinfa a emergência foi de 17%, enquanto em meio elaborado com 30 a 40% de 

hemolinfa a emergência foi de 74 a 77%. Cônsoli & Parra (1996a, 1997b) obtiveram o 

desenvolvimento completo de T. pretiosum e T galloi utilizando soro fetal bovino em 

meios artificiais. 

Observou-se também um aumento do teor em proteínas de pupas provenientes 

de meio artificial suplementado com soroalbumina bovina, de acordo com o aumento da 

concentração de proteína no meio artificial (Figura 8). Este fato sugere uma maior 

adequação nutricional quando o meio apresenta maior quantidade de proteína em sua 

composição, à semelhança do que ocorreu com a adição de caseína no meio artificial. O 

aumento do teor de proteínas das pupas foi ainda maior que os obtidos para a caseína. 

Pupas provenientes do meio artificial enriquecido com 1,75% de soroalbumina 

apresentaram 31,5% mais proteínas que aquelas do meio básico, enquanto na 

concentração de 3,5% esta diferença foi de 42%. 
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Figura 8 - Quantidade (µg/mg) total de aminoácidos totais de pupas de Trichogramma 

pretiosum criado em meio artificial sem adição de proteína (Básico) e 

contendo soroalbumina bovina em duas concentrações. 
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Análises na composição em aminoácidos das pupas corroboram esta hipótese, 

pois houve aumento quantitativo de todos os aminoácidos avaliados nos meios artificiais 

enriquecidos com soroalbumina bovina (Figura 9). 
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Figura 9 - Composição e quantidade (µg/mg) de aminoácidos de pupas de 

Trichogramma pretiosum criadas em meio artificial confeccionado com 

hemolinfa de Mamestra brassicae (Básico) e enriquecidos com 

soroalbumina bovina nas concentrações de 1,75 e 3,5%. 

De um modo geral, os resultados obtidos na presente pesqmsa para as 

porcentagens de emergência e de adultos normais estão próximos aos relatados na 

literatura com meios artificiais elaborados com componentes de insetos (Strand & 

Vinson, 1985; Cônsoli & Parra, 1996a, 1997b; Grenier et ai., 1995, 1998a; Nordlund et 

ai., 1997). Grenier et ai. (1995) observaram variação no conteúdo protéico de pupas de 

Trichogramma provenientes de diferentes meios artificiais, sendo que a composição de 

aminoácidos também variou, à semelhança dos resultados obtidos na presente pesquisa. 
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A adição de soroalbumina bovina ao meio artificial foi mais adequada em 

relação a adição de caseína, visto que proporcionou um melhor parasitismo no meio 

artificial e a obtenção de maiores porcentagens de emergência e de adultos normais. 

Além disso, o meio artificial contendo soroalbumina bovina permitiu a obtenção de 

pupas com maior conteúdo protéico em maior proporção (de 31,5 a 42% maior em 

relação ao meio básico de desenvolvimento), enquanto as pupas provenientes de meio 

suplementado com caseína apresentaram um aumento do teor de proteínas entre 8 e 18% 

maior em relação ao meio básico. 

3.4 Conclusões 

1. Meios artificiais elaborados com holotecidos pupais de Mamestra brassicae L. são

mais adequados para criação in vitro de Trichogramma pretiosum Riley, 1879 em

relação a meios contendo hemolinfa pupal, proporcionando maior emergência e

permitindo a obtenção de pupas com maior teor protéico;

2. Há semelhanças qualitativas na composição de aminoácidos de pupas de T. pretiosum

provenientes de diferentes meios artificiais, mas há diferenças quantitativas;

3. A adição das proteínas caseína (nas concentrações finais de 1,6 e 3,2%) e

soroalbumina bovina (nas concentrações finais de 1,75 e 3,5%) ao meio artificial

elaborado com hemolinfa pupal de Mamestra brassicae L. proporciona um aumento

do teor protéico de pupas de T. pretiosum.

4. A proteína soroalbumina bovina é mais adequada para enriquecer meios artificiais em

relação à caseína.



4, ASSIMILAÇÃO DE PROTEÍNAS PELO PARASITÓIDE DE OVOS 

Trichogramma pretiosum RILEY, 1879 (HYMENOPTERA: 

TRICHOGRAMMATIDAE) 

Resumo 

O objetivo do trabalho foi desenvolver uma metodologia para estudos da 

assimilação de proteínas pelo parasitóide de ovos Trichogramma pretiosum Riley, 1879, 

visando auxiliar o desenvolvimento de novos meios artificiais ou melhorar os já 

existentes para sua criação. Para tanto, estes insetos foram criados em meio artificial 

composto de hemolinfa pupal de Mamestra brassicae L., gema de ovo de galinha, leite 

semi-desnatado, sais de Neisenheimer e água destilada, com ou sem adição de proteínas. 

As proteínas adicionadas ao meio foram a caseína e a soroalbumina bovina, nas 

concentrações finais de 1,6 e 3,2% e 1,75 e 3,5%, respectivamente. O método foi 

baseado na adição de uma mistura de aminoácidos livres marcados (14C) ao meio 

artificial utilizado para o desenvolvimento do parasitóide. A comparação da atividade 

específica dos aminoácidos totais das pupas de T. pretiosum com a atividade específica 

dos aminoácidos livres e totais do meio artificial utilizado para sua criação permitiu a 

determinação da utilização das proteínas existentes no meio artificial pelo parasitóide. 

PALAVRAS-CHAVE: Insetos entomófagos, nutrição, criação in vitro, proteínas 
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Summary 

This work was performed in order to develop a methodology for studies on 

protein assimilation by the egg parasitoid Trichogramma pretiosum Riley, 1879, as an 

aid to define new artificial media or improvement of the existing ones for its rearing. 

Toe insects were reared in an artificial medium comprising pupal hemolymph of 

Mamestra brassicae L., chicken egg yolk, semi-skimmed milk, Neisenheimer salt and 

distilled water, with or without protein addition. Toe proteins added to the medium were 

casein and bovine serum albumin at final concentrations of 1.6 and 3.2% and 1.75 and 

3.5%, respectively. Toe method was based on the addition of a mix of marked free 

amino acids (l 4C) into the artificial medium used to develop the parasitoid. Toe 

comparison between the specific activity of the total amino acids of T. pretiosum pupae 

and the specific activity of free and total amino acids of the rearing artificial medium 

allowed the determination of the use of the existing proteins in the artificial medium by 

the parasitoid. 

KEY WORDS: Entomophagous insect, nutrition, in vitro rearing, protein 

4.1 Introdução 

O conhecimento das exigências nutricionais de parasitóides é de :fundamental 

importância para que sejam elaborados meios artificiais adequados ao seu 

desenvolvimento. As necessidades nutricionais qualitativas básicas são semelhantes 

entre os insetos (Thompson & Hagen, 1999), enquanto suas necessidades quantitativas 

podem variar bastante, e estão correlacionadas aos seus hábitos alimentares (Dadd, 

1985). Os insetos necessitam basicamente de aminoácidos, vitaminas e sais minerais 

(nutrientes essenciais) e carboidratos, lipídeos e esteróis (nutrientes não essenciais), os 

quais devem ser adequadamente balanceados (Parra, 1991; House, 1974). Scriber & 

Slansky (1981) salientam que além destas exigências nutricionais básicas, é muito 
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importante a proporção de alimento ingerido, digerido, assimilado e convertido em 

tecidos de crescimento. Além disto, deve-se levar em consideração que a quantidade e a 

qualidade do alimento consumido na fase larval afetam a taxa de crescimento, o tempo 

de desenvolvimento, peso do corpo, sobrevivência, bem como a longevidade, 

fecundidade, movimentação e capacidade de competição dos adultos {Parra, 1991). 

No caso de endoparasitóides o hospedeiro em que vivem são não só a fonte de 

alimento, mas também o meio em que vivem (Slansky, 1986). Assim, meios artificiais 

para estes entomófagos, devem oferecer além de condições nutricionais adequadas, 

características tisicas tais como consistência, pH e pressão osmótica compatíveis com 

seus processos fisiológicos (Cônsoli & Parra, 1997a; Grenier, 1997) e seu estágio de 

desenvolvimento (Grenier, 1994). Deste modo, a elaboração de meios artificiais para 

crescimento e desenvolvimento in vitro destes insetos apresenta um grande desafio. Os 

primeiros avanços foram obtidos quando estudos realizados com diversas espécies de 

entomófagos revelaram que estes insetos necessitam de dietas ricas em proteínas e/ou 

aminoácidos (Thompson, 1976, 1986), além de fontes de energia provenientes de 

carboidratos e lipídeos (Grenier, 1997). 

Nas últimas décadas, grandes avanços vêm sendo obtidos na criação e 

desenvolvimento de Trichogramma in vitro. No entanto, os meios artificiais existentes 

para a criação deste parasitóide apresentam baixo valor protéico em relação ao 

encontrado em ovos hospedeiros, apesar de apresentarem grande proporção de 

componentes de inseto como ingrediente básico (Grenier et al., 1995). 

Assim, o objetivo do presente trabalho foi desenvolver uma metodologia para 

estudos da assimilação de proteínas pelo parasitóide Trichogramma pretiosum Riley, 

1879, visando auxiliar no desenvolvimento de novos meios artificiais ou melhorar os 

meios já existentes para sua criação in vitro. 
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4.2 Material e Métodos 

4.2.1 Manutenção da linhagem de Trichogramma pretiosum Riley, 1879 

O trabalho foi desenvolvido no Laboratoire de Biologie Fonctionnelle, Insectes 

et Interactions, do Institut National des Sciences Appliquées de Lyon (INSA), em 

Villeurbanne, França. A linhagem telítoca de T. pretiosum estudada foi proveniente de 

Montevidéu, Uruguai e denominada t l9l. 

Para a manutenção da linhagem, ovos de Anagasta kuehniella (Zeller) 

(fornecidos pela Biotop®) inviabilizados em lâmpada germicida eram colados com goma 

arábica diluída em água (50%), sobre cartolina branca (8,0 x 12,0 cm). Os cartões, assim 

obtidos, eram fornecidos aos parasitóides em frascos de vidro (16,0 x 10,0 cm), na 

proporção de 1 parasitóide : 1 O ovos do hospedeiro. O parasitismo era permitido por 24 

horas em câmaras climatizadas, reguladas à temperatura , reguladas à temperatura de 23 

± ºC, Umidade Relativa de 75 ± 5% e fotofase de 16 horas 

4.2.2 Metodologia de criação in vitro de Trichogramma 

4.2.2.1 Confecção dos ovos artificiais 

Os ovos artificiais consistiram de cúpulas semi-esféàcas, confeccionadas em 

filme de polietileno de 15 µm de espessura. Para a confecção destes ovos plásticos foi 

utilizada uma matriz perfurada, onde os ovos foram moldados manualmente com a 

introdução de um bastão de vidro no filme plástico esticado sobre a matriz. As cúpulas 

semi-esféàcas foram dispostas segundo uma matriz de 5 x 6, com capacidade para cerca 

de 5 µl de dieta em cada ovo artificial. O filme plástico contendo os ovos artificiais assim 

confeccionados foi esteàlizado sob lâmpada germicida por duas horas de cada lado, para 
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evitar a contaminação do meio artificial por agentes microbianos (fungos e bactérias). 

Na parte convexa de cada ovo artificial foi depositada uma fina camada de polivinil 

álcool (PVA) para estimular a postura dos parasitóides no meio artificial (Han et al., 

1994). Este filme foi então transferido para placas plásticas de 5 cm de diâmetro, com a 

parte convexa voltada para baixo e as cavidades preenchidas com o meio artificial. Este 

conjunto foi então oferecido ao parasitismo, sendo a parte superior da placa plástica 

utilizada para fechar o sistema. As placas foram acondicionadas dentro de caixas 

plásticas �ontendo uma solução saturada de NaCI, para manter a umidade em tomo de 

75%, e levadas à temperatura de 24
°

C. Todos os procedimentos foram conduzidos em 

condições estéreis, em câmara de fluxo laminar. 

4.2.2.1.1 Composição e preparo do meio artificial 

O meio artificial básico utilizado foi composto de 40% de hemolinfa de pupas 

de Mamestra brasicae L., 20% de gema de ovo de galinha, 20% de leite semi-desnatado, 

10% de solução de sais de Neisenheimer e 10% de água destilada. Após a mistura dos 

ingredientes, o meio artificial foi centrifugado a 2000g por 20 minutos à temperatura de 

4 
° 

C. O precipitado foi descartado, e o sobrenadante utilizado no sistema de criação. Para 

a obtenção da hemolinfa utilizada nos meios artificiais, pupas de M brassicae em 

diapausa foram lavadas em água corrente e em seguida esterilizadas superficialmente em 

solução aquosa de ácido bórico 3% por 10 minutos. Após este período, as pupas foram 

submetidas a um tratamento térmico em banho maria a 60 
° 

C por 6 minutos para a 

inativação das fenoloxidases (Shapiro & Ignoffo, 1973). Para a coleta da hemolinfa, foi 

realizada uma incisão na parte anterior e as pupas foram então pressionadas pela parte 

posterior, sendo a hemolinfa extravasada coletada em um frasco esterilizado e, a seguir, 
o 

armazenada a -20 C, para posterior confecção do meio artificial. Todos os 
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procedimentos referentes ao meio artificial foram realizados em condições estéreis, em 

capela de fluxo laminar. 

Os estudos da assimilação de proteínas foram também realizados em meios 

artificiais enriquecidos de proteína. As proteínas utilizadas foram a caseína e a 

soroalbumina bovina, adicionadas na concentração fmal de 1,6 e 3,2% e de 1,75 e 3,5%, 

respectivamente (concentrações máximas conseguidas). Assim, foram elaborados 5

meios artificiais, cuja composição foi: 

1. Básico: 40% de hemolinfa pupal de M brassicae, 20% de gema de ovo de

galinha, 20% de leite semi-desnatado, 10% de solução de sais de Neisenheimer e 10% 

de água destilada; 

2. Básico+ 1,6% de caseína (concentração fmal);

3. Básico+ 3,2% de caseína (concentração fmal);

4. Básico+ 1,75% de soroalbumina bovina (concentração fmal);

5. Básico + 3 ,5 % de soroalbumina bovina ( concentração final);

Para a adição dos aminoácidos radioativos, 500 µl de solução de hidrolisado U-

14C ( contendo os aminácidos alanina, arginina, ácido aspártico, ácido glutâmico, glicina, 

lisina, fenilalanina, prolina, serina, tirosina e valina) foram colocados dentro de um tubo 

de microcentrífuga e, em seguida, esta solução foi evaporada sob vácuo (em Speed Vac). 

Após a completa evaporação da solução, foram colocados 240 µI do meio artificial a ser 

avaliado dentro do tubo de microcentrífuga, que foi submetido em seguida a uma forte 

agitação em vórtex. Para cada experimento foram realizadas três repetições, onde dos 

trinta ovos artificiais, apenas 4 foram preenchidos com o meio artificial contendo os 

aminoácidos radioativos, sendo os demais preenchidos com o meio artificial não 

radioativo (Figura 1 ). O parasitismo foi permitido por 24 horas. 
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Meio artificial não marcado 

Meio artificial marcado 

Figura 1 - Esquema da distribuição de meio artificial com e sem aminoácidos 

radioativos nos recipientes de criação de Trichogramma pretiosum in vitro. 

4.2.3 Estudos de assimilação de proteínas 

O protocolo para o estudo do papel· das proteínas e sua utilização (assimilação) 

foi desenvolvido para estudos com Trichogramma utilizando o princípio da diluição 

isotópica. Este método consiste na utilização de traçadores radioativos, oferecidos no 

meio artificial através de uma mistura de aminoácidos livres marcados (14C), juntamente 

com a proteína a ser avaliada quanto à digestibilidade. Pupas dos insetos provenientes de 

meio artificial contendo aminoácidos marcados foram analisadas em sua composição de 

aminoácidos totais, e a radioatividade medida com um contador de radioatividade de 

fluxo ( contador Packard). O próprio meio artificial marcado foi analisado quanto à sua 

composição em aminoácidos totais e livres. 

As análises visaram obter informações sobre proteínas e os produtos de 

digestão, peptídeos e aminoácidos e também sobre a composição dos insetos obtidos. A 

comparação das atividades específicas de aminoácidos livres e totais do meio artificial 

com a atividade encontrada nas pupas obtidas in vitro permitiu determinar o fluxo de 

assimilação de cada aminoácido pelos parasitóides. 
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Diversos experimentos preliminares foram conduzidos para ajustar as 

condições de estudo tais como a quantidade de aminoácidos radioativos a ser adicionada 

ao meio que permitisse o desenvolvimento normal de T pretiosum; o nível de 

radioatividade suficiente para ser detectado pelo contador de radioatividade de fluxo; 

quantidade de aminoácidos livres presentes no meio artificial; verificação da 

contaminação externa de pupas por aminoácidos radioativos, através de lavagens 

sucessivas e posterior contagem de radioatividade na água recolhida; análises do 

mecônio liberado por adultos de T pretiosum logo após a sua emergência, para 

verificação da presença de aminoácidos. 

A quantidade de aminoácidos livres radioativos (marcados) adicionada à dieta 

foi de 1 % da quantidade normalmente presente no meio. 

Todos os procedimentos para as análises de assimilação protéica foram muito 

precisos, exigindo a utiliz.ação de seringas e micropipetas calibradas e balanças de alta 

precisão, principalmente devido ao diminuto tamanho dos parasitóides. 

A atividade específica de cada aminoácido é definida como a atividade 

radioativa ( em cpm/mg) dividida pela concentração do aminoácido ( em nmol/mg). Se o 

parasitóide não assimila as proteínas do meio artificial (isto é, utiliz.a somente os 

aminoácidos livres do meio artificial), a atividade específica dos aminoácidos das pupas 

será igual à atividade específica dos aminoácidos livres do meio artificial. Se os 

parasitóides assimilam completamente as proteínas presentes no meio artificial, a 

atividade específica de cada aminoácido das pupas será igual à atividade específica dos 

aminoácidos totais do meio artificial. Por último, se ocorrer uma assimilação apenas 

parcial das proteínas do meio artificial, a atividade específica das pupas será 

intermediária, entre a atividade específica dos aminoácidos livres e totais do meio 

artificial (Figura 2). 
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Figura 2 - Esquema do princípio da diluição isotópica. 
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Após o desenvolvimento, as pupas dos parasitóides provenientes de cada meio 

artificial marcado foram pesadas, em 3 lotes de vinte, em balança de alta precisão, com 

sensibilidade para pesar microgramas de material. As pupas foram então submetidas à 

hidrólise para posterior contagem da radioatividade. 
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Primeiramente foi avaliada a utilização das proteínas do meio artificial básico 

utilizado para criação dos parasitóides, confeccionado com hemolinfa de M brassicae.

Em uma segunda etapa, avaliou-se a utilização de proteínas em outros 4 meios 

artificiais, enriquecidos de caseína (nas concentrações de 1,6 e 3,2%) ou soroalbumina 

(nas concentrações de 1,75 e 3,5%). 

4.2.4. Análises em composição de aminoácidos totais e livres. 

Tanto o meio artificial como os parasitóides produzidos ( em meio artificial 

marcado ou não com radioatividade) foram analisados em sua composição em 

aminoácidos totais. Para tanto, o material foi submetido à hidrólise ácida e as medidas 

foram realizadas em analisador Beckman 6300. 

O material destinado à hidrólise foi pesado em balança de alta precisão, 

utilizando micropipetas calibradas e adequadas para amostragem de pequenas 

quantidades de material. A hidrólise foi realizada sob nitrogênio, em vapor de HCI a 

ll0ºC por 24 horas, utilizando-se coluna Pico-Tag Station (Waters, St Quentin Les 

Yvelines, France) contendo 2-mercaptoetanol (4%) para preservação de aminoácidos 

sulfúricos. Após a hidrólise foi adicionado ácido glucosamínico como padrão interno. As 

amostras foram então evaporadas sob vácuo (Speed Vac) e em seguida foram 

adicionados 100µ1 de tampão lítio-citrato 0,05 M, pH 2,2. 

O meio artificial foi também avaliado quanto à sua composição em 

aminoácidos livres. Para tanto, 15  µl do meio artificial foram colocados sobre uma 

membrana Millipore (ultraface -MC) 10000. O material foi então centrifugado a 10000g 

por uma hora. Após a evaporação sob vácuo (Speed Vac ), foram adicionados 200µ1 de 

tampão lítio-citrato 0,05 M, pH 2,2. 

Três amostras de 10µ1 foram contadas para a radioatividade com 4,5 mi de 

Cintilador Ultima Gold®. Outra amostra de 50 µl foi submetida a analisador de 

aminoácidos Beckman 6300, no qual os aminoácidos foram detectados através de reação 
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com nihidrina, identificados pelo tempo de retenção e taxa de comprimento de onda, e 

quantificados por sua absorção a 570 nm (440 nm para o aminoácido prolina). O 

analisador foi acoplado a um detector de radioatividade de fluxo (Flowone/ Beta A200; 

Radiomatic Instruments, Flotec, La Queue les Yvelines, France) o que permitiu a 

detecção e quantificação dos aminoácidos radioativos. 

4.3 Resultados e Discussão 

A água recolhida da lavagem externa das pupas de Trichogramma pretiosum 

Riley, 1879 provenientes de meio artificial contendo aminoácidos livres radioativos 

demonstrou a ausência de contaminação externa das pupas, pois não foram encontrados 

aminoácidos radioativos. Além disso, as análises do mecônio emitido logo após a 

emergência demonstrou que sua composição é de apenas produto de excreção (NH3), 

não contendo aminoácidos. Estes resultados indicaram que os aminoácidos encontrados 

nas análises das pupas foram incorporados aos tecidos, sendo portanto resultado de 

catabolismo (degradação de proteínas) e posterior anabolismo (síntese de proteínas) 

realizado pelas larvas de T. pretiosum. 

A metodologia desenvolvida permitiu a avaliação da assimilação de proteínas 

por T. pretiosum. 

Tanto no me10 artificial normal de criação como nos meios artificiais 

suplementados com as proteinas caseína (a 1,6 e 3,2%) e soroalbumina (a 1,75 e 3,5%) 

houve completa assimilação das proteínas presentes. Isto se verifica pela semelhante 

atividade específica entre os aminoácidos totais do meio artificial e das pupas neles 

desenvolvidas (Figuras 3, 4, 5, 6 e 7). Estes resultados são particularmente válidos para 

os aminoácidos essenciais que sofrem metabolismo reduzido e, além disso as 

interconversões entre estes aminoácidos é limitada (Grenier et ai., 1986). 
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Algumas vantagens da utilização desta metodologia são a possibilidade de 

utilização de quantidade mínima de aminoácidos marcados (1 % ), que não altera a 

composição do meio artificial de maneira significativa. Isto foi possível devido ao 

diminuto tamanho dos parasitóides ( com peso entre 20 e 30 µg). Além disso, houve a 

possibilidade de hidrólise e análise completa de muitos indivíduos. 

As proteínas utilizadas foram completamente assimiladas, porém as 

concentrações utilizadas foram baixas, visto que é muito dificil incorporar as proteínas 

em uma maior proporção. Esta dificuldade está relacionada a necessidade de utilização 

de um meio de dificil esterilização. Uma esterilização pelo calor foi descartada, pois 

provocaria a coagulação do meio artificial e consequentemente sua inadequação ao 

desenvolvimento de T pretiosum. Além disso, as proteínas já esterilizadas disponíveis 

no mercado apresentam-se em baixas concentrações. Apesar destas limitações a 

metodologia desenvolvida foi adequada para a determinação da utilização completa das 

proteínas do meio artificial. No entanto, para melhores interpretações, devem ser 

realizados experimentos com outras proteínas de mais dificil digestão ou em 

concentrações mais elevadas. 

A utilização desta metodologia permitirá avanços na elaboração de meios 

artificiais para criação de T pretiosum, através da determinação de proteínas mais 

adequadas a serem adicionadas ao meio artficial, permitindo assim a obtenção de meios 

mais ricos em proteína, que são ingredientes fundamentais em dietas para parasitóides 

(Grenier, 1994; Thompson & Hagen, 1999). 

As proteínas presentes nos meios artificiais foram completamente assimiladas 

pelos parasitóides, o que corrobora a hipótese de Slansky & Scriber (1985), de que os 

parasitóides devem ter elevada eficiência de utilização de alimento já que consomem 

alimentos aparentemente de alta qualidade nutricional, apresentam uma relativa 

inatividade dentro do hospedeiro e devido a uma possível seleção para uma assimilação 

eficiente de uma quantidade limitada de alimento 
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Figura 3 - Atividade específica (cpm/nmol) de aminoácidos livres e totais do meio 

artificial e de pupas de Trichogramma pretiosum, criado em meio artificial 

elaborado com hemolinfa pupal de Mamestra brassicae (Básico). 

Aminoácidos marcados com asterisco são essenciais. 
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Figura 4 - Atividade específica ( cpm/nmol) de aminoácidos livres e totais do meio 

artificial e de pupas de Trichogramma pretiosum, criado em meio artificial 

suplementado com caseína a 1,6%. Aminoácidos marcados com asterisco 

são essenciais. 
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Figura 5 - Atividade específica ( cpm/nmol) de aminoácidos livres e totais do mem 

artificial e de pupas de Trichogramma pretiosum, criado em meio artificial 

suplementado com caseína a 3,2%. Aminoácidos marcados com asterisco 

são essenciais. 
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Figura 6 - Atividade específica ( cpm/nmol) de aminoácidos livres e totais do me10 

artificial e de pupas de Trichogramma pretiosum, criado em meio artificial 

suplementado com soroalbumina a 1,75%. Aminoácidos marcados com 

asterisco são essenciais. 
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Figura 7 - Atividade específica ( cpm/nmol) de aminoácidos livres e totais do meio 

artificial e de pupas de Trichogramma pretiosum, criado em meio artificial 

suplementado com soroalbumina a 3,5%. Aminoácidos marcados com 

asterisco são essenciais. 

4.4 Conclusões 

1. A metodologia desenvolvida é adequada para estudos da assimilação de proteínas pelo

parasitóide Trichogramma pretiosum Riley, 1879;

2. T. pretiosum assimila completamente as proteínas do meio artificial, mesmo quando

este é enriquecido de caseína ou soroalbumina bovina nas concentrações finais de 1,6

e 3,2% e 1,75 e 3,5%, respectivamente.



5 UTILIZAÇÃO DA TÉCNICA DE CRIAÇÃO in vitro NA ELIMINAÇÃO DO 

SIMBIONTE Wolbachia PARA ESTUDOS DO SEU PAPEL NA 

FECUNDIDADE DE Trichogramma pretiosum Riley, 1879. 

Resumo 

Foi desenvolvida uma metodologia para eliminação do simbionte Wolbachia de 

Trichogramma pretiosum Riley, 1879, visando estudar o papel destes simbiontes na 

fecundidade dos parasitóides. Nela, o antibiótico tetraciclina foi incorporado ao meio 

artificial utilizado para desenvolvimento do referido parasitóide de ovos ( criação in

vitro ), permitindo que todos os indivíduos ingerissem a mesma quantidade de 

antibiótico. Obtiveram-se assim linhagens sem Wolbachia, sendo que a ausência do 

simbionte foi comprovada através de testes de reação de polimerase em cadeia (PCR) e 

também pela observação da descendência de :femeas virgens por 25 gerações depois da 

administração inicial do antibiótico. As linhagens obtidas ( 4) apresentaram menor 

fecundidade em relação à linhagem infectada por Wolbachia. Fêmeas provenientes de 

dieta artificial infectadas pelo simbionte embora tenham apresentado menor tamanho em 

relação a uma linhagem sem o simbionte, apresentaram maior fecundidade. 

PALAVRAS-CHAVE: Parasitóide de ovos, endosimbionte, criação in vitro. 
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Summary 

A methodology to eliminate symbiont Wolbachia of Trichogramma pretiosum 

was developed viewing the study of the role of these symbionts in the fecundity of the 

parasitoids. Antibiotic tetracycline was incorporated into the artificial medium used for 

the development of that egg parasitoid (in vitro rearing), allowing all individuais to 

ingest the sarne amount of the antibiotic. Wolbachía-free strains were thus obtained and 

the absence of the symbiont was verified through polymerase chain reaction tests and 

also by observing the virgin female offspring for 25 generations following the ínitial 

antibiotic dispensing. The strains achieved (4) were less fecund in relationship with the 

Wo/bachia-infected strain. Symbiont-infected females deriving from an artificial diet 

had higher fecundity, although the size was smaller in comparison to a non-symbiont 

strain. 

KEY WORDS: egg parasitoid, in vítro rearing, endosymbionts 

5.1 Introdução 

Wolbachía é uma alfa-proteobactéria simbionte que afeta a sobrevivência e 

reprodução de muitas espécies de artrópodes e também de nematóides (Rousset et ai., 

1992; Bandi et ai., 1998). Este simbionte é extremamente freqüente nos artrópodes, 

como demonstraram Jeyapakrash & Hoy (2000) que, através de uma nova técnica de 

PCR para detecção de Wolbachia, puderam encontrá-lo em 76% das espécies testadas. 

Os efeitos de Wolbachia em seus hospedeiros incluem a incompatibilidade 

citoplasmática, partenogênese telítoca, morte de machos ("male-killing") e efeminação 

de machos, que vêm sendo muito estudados na última década (O'Neill et al., 1997; 

Stouthamer et al., 1999). Entretanto, existem ainda muitas controvérsias com relação aos 
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efeitos de Wolbachia em seus hospedeiros. Para se testar o real efeito de Wolbachia, é 

necessário estabelecer uma comparação de uma linhagem infectada por esta bactéria 

com a mesma linhagem livre do simbionte. Tratamentos térmicos aplicados em adultos e 

estágios pré-imaginais são às vezes dificeis de serem realizados já que a temperatura 

para matar o simbionte está freqüentemente próxima ao limiar térmico de 

desenvolvimento do hospedeiro, e as Wolbachia presentes em diferentes espécies podem 

ser mais ou menos sensíveis às altas temperaturas (Pintureau et al., 1999� Pintureau & 

Bolland, 2001 ). A utilização de antibióticos continua sendo um bom método para 

eliminar o simbionte, mas sua adição no alimento do adulto ( diluído em mel) pode 

resultar em alta variabilidade da dose ingerida entre os indivíduos e assim poderia 

induzir a uma baixa população de Wolbachia nas gerações seguintes (Pintureau et al., 

1999). No caso de espécies de Trichogramma, esta metodologia nem sempre é eficiente, 

sendo que o tratamento deve ser repetido por algumas gerações (Stouthamer et al., 

1990). Alguns adultos que não se alimentem da mistura de mel e antibiótico podem 

escapar do tratamento e, de um modo geral, a termoterapia ou antibioterapia não produz 

linhagens permanentemente livres do simbionte (Pintureau et al., 1993). Por outro lado, 

a adição de antibióticos em uma dieta artificial obriga a ingestão uniforme por todas as 

larvas, levando à rápida eliminação do simbionte e, por conseqüência, à obtenção de 

uma linhagem arrenótoca bissexual. 

Deste modo, com base nesta hipótese, na presente pesquisa o antibiótico 

tetraciclina foi adicionado à dieta artificial utilizada para criação in vitro de 

Trichogramma pretiosum Riley, 1879, visando a eliminação de Wolbachia para avaliar 

seu efeito na fecundidade do parasitóide. 
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5.2 Material e Métodos 

5.2.1 Manutenção da linhagem de Trichogramma pretiosum Riley, 1879 

O trabalho foi desenvolvido no Laboratoire de Biologie Fonctionnelle, Insectes 

et Interactions, do Institut National des Sciences Appliquées de Lyon (INSA), em 

Villeurbanne, França. A linhagem telítoca de T. pretiosum estudada foi proveniente de 

Montevidéu, Uruguai e denominada tl 91. 

Para a manutenção da linhagem, ovos de Anagasta kuehníella (Zeller) 

(fornecidos pela Biotop®), inviabilizados em lâmpada germicida, eram colados com 

goma arábica diluída em água (50%), sobre cartolina branca (8,0 x 12,0 cm). Os cartões, 

assim obtidos, eram fornecidos aos parasitóides em frascos de vidro (16,0 x 10,0 cm), na 

proporção de 1 parasitóide : 10 ovos do hospedeiro. Os adultos eram alimentados com 

uma solução de mel diluído em água na concentração de 30%. O parasitismo era 

permitido por 24 horas em câmaras climatizadas, reguladas à temperatura , reguladas à 

temperatura de 23 ± ºC, Umidade Relativa de 75 ± 5% e fotofase de 16 horas 

5.2.2 Metodologia de criação in vitro de Trichogramma 

5.2.2.1 Confecção dos ovos artificiais 

Os ovos artificiais consistiram de cúpulas semi-esféricas, confeccionadas em 

filme de polietileno de 15 µm de espessura. Para a confecção destes ovos plásticos foi 

utilizada uma matriz perfurada, onde os ovos foram moldados manualmente com a 

introdução de um bastão de vidro no filme plástico esticado sobre a matriz. As cúpulas 

semi-esféricas foram dispostas segundo uma matriz de 5 x 6, com capacidade para cerca 

de 5µ1 de dieta em cada ovo artificial. O filme plástico contendo os ovos artificiais assim 

confeccionados foi esterilizado sob lâmpada germicida por duas horas de cada lado, para 

evitar a contaminação do meio artificial por microorganismos. Na parte convexa de cada 
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ovo artificial foi depositada uma fina camada de álcool polivinil (PVA) para estimular a 

postura dos parasitóides no meio artificial (Han et al., 1994). Este filme foi então 

transferido para placas plásticas de 5 cm de diâmetro, com a parte convexa voltada para 

baixo e as cavidades preenchidas com o meio artificial. Este conjunto foi então oferecido 

ao parasitismo, sendo a parte superior da placa plástica utilizada para fechar o sistema. 

As placas foram acondicionadas dentro de caixas plásticas contendo uma solução 

saturada de NaCl, para manter a umidade em torno de 75%, e levadas à temperatura de 

o 

24 C. Todos os procedimentos referentes ao meio artificial foram conduzidos em câmara 

de fluxo laminar. 

5.2.2.1.1 Composição e preparo do meio artificial 

O meio artificial utilizado foi composto de 40% de hemolinfa de pupas de 

Antheraea pernii Guérin-Méneville, 20% de gema de ovo de galinha, 20% de leite semi­

desnatado, 10% de solução de sais de Neisenheimer e 10% de água destilada. Após a 

mistura dos ingredientes, o meio artificial foi centrifugado a 2000g por 20 minutos à 
o 

temperatura de 4 C. O precipitado foi descartado, e o sobrenadante utilizado no sistema 

de criação. O antibiótico Tetracíclina (Merck Co.), eficiente para a eliminação do 

simbionte (Stouthamer, 1991) foi incorporado à solução de sais de Neisenheimer e à 

água destilada utilizadas na preparação do meio artificial. Foram preparados um meio 

artificial sem antibiótico (testemunha) e 3 meios artificiais contendo concentração final 

de tetraciclina de 0,002, 0,01 ou 0,02%. 

Para a coleta da hemolinfa utilizada nos meios artificiais, pupas de A. pernyii 

em diapausa foram lavadas em água corrente e em seguida esterilizadas superficialmente 

em solução aquosa de ácido bórico 3% por 10 minutos. Após este período, as pupas 

o 

foram submetidas a um tratamento térmico em banho-maria a 60 C por 6 minutos para a 

inativação das fenoloxidases (Shapiro & Ignoffo, 1973). Para a coleta da hemolinfa, foi 

realizada uma incisão na parte anterior e as pupas foram então pressionadas pela parte 
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posterior, sendo a hemolinfa extravasada coletada em um frasco esterilizado e, a seguir, 

armazenada a -20
°

C, para posterior confecção dos meios artificiais. Todos os 

procedimentos referentes ao meio artificial foram realizados em capela de fluxo laminar. 

5.2.3 Obtenção de linhagens livres do simbionte Wolbachia 

Em uma primeira etapa, foram oferecidos ovos do hospedeiro alternativo A.

kuehniella para :femeas adultas da linhagem telítoca de T. pretiosum (t191) oriundas dos 

meios artificiais contendo o antibiótico tetraciclina. Este procedimento foi necessário 

para obtenção de machos, visto que as fêmeas livres do simbionte apresentam 

reprodução arrenótoca. Em uma segunda etapa, os machos obtidos foram acasalados 

com remeas provenientes dos meios artificiais contendo tetraciclina. Deste modo, foram 

obtidas 3 linhagens, denominadas tl9lc-A, t19lc-B e t19lc-C, de acordo com a 

concentração de antibiótico presente no meio de desenvolvimento larval, ou seja, 0,002, 

0,01 e 0,02%, respectivamente. Após alguns meses esta mesma metodologia foi utilizada 

para a obtenção de uma quarta linhagem (t19lc-D), utilizando-se novamente 0,02% de 

tetraciclina. As linhagens passaram então a ser mantidas em ovos de A. kuehniella e 

foram testadas através de técnica de reação de polimerase em cadeia (PCR) (Werren et 

al., 1995), para verificação da eliminação do simbionte e também através de 

acompanhamento da descendência de :femeas virgens, por 25 gerações após o tratamento 

com antibiótico. 

5.2.4 Capacidade de parasitismo de linhagens com e sem Wolbachia 

Foi comparada a capacidade de parasitismo (da emergência à morte da :femea) 

de linhagens livres do simbionte (linhagens t19lc-A, tl9lc-B, tl9lc-C e tl91c-D) com a 

linhagem infectada, (t191) mas com o mesmo genoma, em ovos do hospedeiro 

alternativo A. kuehniella. Para tanto, ovos do hospedeiro alternativo parasitados por 
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estas linhagem foram isolados em tubos de vidro (7,0 x 1 ,0 cm). Após a emergência, os 

parasitóides foram separados em lotes de 25 fêmeas para cada linhagem, sendo as 

fêmeas das linhagens livres do simbionte acasaladas com machos da mesma linhagem. 

Foram oferecidos cartões contendo cerca de cem ovos do hospedeiro alternativo, 

substituídos diariamente e colocados para desenvolvimento nas mesmas condições do 

parasitismo (23 ± 0,5 ºC, UR 75 ± 5% e fotofase 16 horas). O número de ovos 

parasitados por dia por fêmea foi avaliado após o escurecimento dos ovos (7 dias após o 

parasitismo). Par� cada tratamento foram realizadas 25 repetições. Os resultados obtidos 

foram submetidos à análise de variância e as médias comparadas pelo teste de Tukey, ao 

nível de 5% de probabilidade. 

Foi também estudada a relação entre o tamanho da fêmea criada em dieta 

artificial e o efeito de Wolbachia, desde que indivíduos provenientes de meio artificial 

são geralmente maiores que aqueles obtidos de criação in vivo (Grenier, 1994; Grenier et 

al., 1995). A fecundidade está normalmente ligada ao tamanho da fêmea (Kazmer & 

Luck, 1995; Bai et al., 1992 ,  1995). Assim, foram realizadas comparações entre fêmeas 

criadas in vitro (geração Fo), nas linhagens tl9 l c-A (livre do simbionte) e a linhagem 

telítoca t l91 (infectada), porém possuindo o mesmo genoma O comprimento da tfüia 

posterior foi utilizado para a estimativa do tamanho do parasitóide, também fortemente 

correlacionado com a fecundidade (Pavlik, 1993). A fecundidade foi estimada pelo 

número de ovos de A. kuehniella parasitados (escuros) após permitir às fêmeas parasitar 

por 8 dias em ovos fornecidos ad libitum. Ao fim deste período as fêmeas foram mortas 

em solução de álcool 70% e as pernas posteriores foram montadas em líquido de Faure 

sobre lâminas para microscopia óptica. O comprimento das tfüias posteriores de cada 

fêmea foi medido sob microscópio estereoscópico, desde o final da base até o espinho 

distal. Uma correlação entre estas medidas (média dos dois valores de cada fêmea) e a 

fecundidade foi testada, levando-se em consideração se a linhagem estava ou não 

infectada por Wolbachia (Análise de Co-variância) 
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5.2.4.1. Técnica de reação de polimerase em cadeia (PCR) para controle da 

presença de Wo/bachia em Trichogramma 

Devido ao diminuto tamanho dos parasitóides, foi necessária uma técnica 

eficiente de extração de DNA. 

Cerca de mil indivíduos aduhos foram macerados dentro de tubos de 

microcentrífuga (com capacidade para 1,5ml) em 250µ1 de STE (NaCl 100 mM; 

Na2EDTA 25mM, pH 8,0; tris HCl 1 0mM, pH 8,0). Em seguida, foram adicionados 

12,5 µl de SDS 10% ( diodecil sulfato de sódio) e 3 µ1 de proteinase K (1 Omg/ml). As 

amostras foram então incubadas a 55°C por 2 horas, agitando-se a cada 15 minutos. 

Após este período, foram adicionados 1,5µ1 de RNAse (l0mg/ml) e incubou-se por l 

hora a 37°C. A seguir, foram adicionados 250µ1 de uma solução de fenol, clorofórmio e 

álcool isoamílico, e as amostras foram agitadas energicamente por cerca de 30 segundos, 

e em seguida centrifugadas a 10.000g por 2 minutos. O precipitado foi então descartado 

e o sobrenadante passou novamente pelo processo de centrifugação. Foram então 

adicionados 22 a 25µ1 de acetato de sódio 3M e 550µ1 de etanol 100%, e as amostras 

foram levadas a -20°C, por pelo menos uma hora, para precipitação do DNA. Após este 

período, o material foi centrifugado a 10.000g por 15 minutos. O sobrenadante foi 

eliminado e o precipitado lavado com etanol 70%, sendo em seguida realizada uma 

centrifugação a vácuo ( em Speed Vac) por 6 minutos, para evaporação do álcool. 

Após este procedimento, a quantidade de DNA presente em cada amostra foi 

quantificada através de migração em gel de agarose a 1 %, em relação a uma quantidade 

conhecida de DNA (padrão = 50ng de DNA). As amostras foram então diluídas em 

água, para a obtenção de uma concentração final de DNA de 20ng/µl. 

Em seguida à padronização da quantidade de DNA das amostras foi realizada a 

amplificação do DNA de Wolbachia, utilizando-se um oligonucleotídeo do gene ftsZ 

(Werren et ai., 1995). Dois microlitros do DNA extraído foram colocados em uma 

mistura constituída de Taq polimerase (enzima que permite a síntese de DNA), dNTP 

( dioxinucleotideo trifosfato) e oligonucleotídeo do gene ftsZ. O programa de PCR 

começou com uma fase de 5 minutos a 94°C, durante a qual ocorreu a abertura da cadeia 
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de DNA, e em seguida foram realizados 35 ciclos (amplificação do DNA) nas seguintes 

condições: 5 minutos a 94°C; 45 minutos a 51 ºC e 45 minutos a 72ºC. Após este

tratamento térmico, foi realizada a migração das amostras em gel de agarose a 1 %, para 

verificação de bandas amplificadas que indicariam a infecção por Wolbachia.

5.3 Resultados e Discussão 

5.3.1 Eliminação e manutenção da ausência do simbionte Wolbachia de linhagens 

de Trichogramma pretiosum Riley, 1879. 

Através da metodologia empregada para eliminação Wolbachia foi possível a 

obtenção de quatro linhagens livres do simbionte, com somente um tratamento 

antibiótico, possuindo o mesmo genoma de uma linhagem que abriga o simbionte. Na 

observação da descendência de fêmeas virgens, a linhagem telítoca t191 apresentou 

somente fêmeas, enquanto as linhagens tratadas com antibiótico apresentaram 

reprodução arrenótoca, produzindo somente machos, por até 25 gerações após o 

tratamento inicial com antibiótico. As observações foram realizadas após 2, 3, 5, 9, 13, 

15, 17 e 25 gerações (Tabela 1). O sucesso na eliminação do simbionte Wolbachia ficou 

claramente demonstrado pelos testes de PCR. Estes testes, realizados após 4, 7, 9, 10, 12 

e 14 gerações após o tratamento inicial com tetraciclina deram resultados negativos para 

a presença de Wolbachia para as linhagens tratadas com tetraciclina tl9lc-A, t191c-B, 

t19lc-C e tl91c-D, enquanto a linhagem t191 apresentou sempre resultados positivos 

(Tabela 2). 
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Tabela 1. Descendência de femeas virgens de linhagens de Trichogramma 

pretiosum obtidas a partir de meio artificial contendo o antibiótico 

tetraciclina. 

Gerações 

Linhagem F2 F3 Fs F9 Fn F1s F11 F25 

t19lc-A / * * / * * * * 

tl9lc-B / * * / * * * / 

t191c-C / * * / * * * * 

t19lc-D * / * * / / / / 

*
- 100% de machos;/ - testes não realizados.

Tabela 2. Detecção da presença de Wolbachia por testes de reação de polimerase em 

cadeia (PCR) em linhagens de Trichogramma pretiosum obtidas a partir 

de meio artificial contendo o antibiótico tetraciclina. 

Gerações 

Linhagem F4 F7 F9 FIO Fl2 Fl4 

t191 + + + + + + 

tl91c-A 

tl9lc-B / / / 

t191c-C 

tl91c-D / / / / 

+ = presença; - = ausência; / = testes não realizados

Independente da concentração de tetraciclina uti1iz.ada (de 0,002 a 0,02%) a 

eliminação do simbionte foi obtida e confirmada por testes de PCR por várias gerações 

após o tratamento. Experimentos preliminares mostraram que concentrações mais 

elevadas do antibiótico tetraciclina (0,1 a 0,5%) causaram alta mortalidade dos estágios 

pré-imaginais de T. pretiosum, inviabilizando a obtenção de indivíduos adultos. 
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A obtenção de linhagens permanentemente livres do simbionte é pela primeira 

vez relatada na literatura, visto que os trabalhos apresentados até hoje relataram a 

tentativa de eliminação do simbionte através da alimentação de adultos de parasitóides 

(Stouthamer, 1991; Stouthamer et al., 1990; Silva, 1999). No entanto, tal metodologia se 

mostra ineficiente na eliminação completa da infecção por Wolbachia, visto que após 

poucas gerações, as linhagens obtidas se tomam novamente telítocas, indicando o 

retomo do simbionte à população (Stouthamer et al., 1990; Pintureau et ai., 1993). Além 

disso, antibióticos podem causar efeitos negativos em adultos de Trichogramma, como 

relatado por Stouthamer et ai. (1990) que observaram menor longevidade e fecundidade 

de T pretiosum que se alimentaram com uma mistura de mel e tetraciclina. 

Portanto, com o desenvolvimento da metodologia do presente trabalho, não é 

necessário repetir o tratamento com antibiótico por várias gerações, o que também 

possibilita estudos do papel do simbionte sem a interferência negativa que o antibiótico 

pode causar aos insetos tratados, visto que os experimentos podem ser conduzidos após 

várias gerações da administração inicial do antibiótico. 

Além disso, os efeitos de Wolbachia na fecundidade podem ser originados 

ainda no estágio larval e, neste caso, o impacto causado pelos simbiontes não seria 

alterado através de sua eliminação no estágio adulto (Stouthamer et al., 1994). A 

importância deste efeito pré-imaginai pode ser determinada pela presente pesquisa, pois 

com a metodologia desenvolvida, o antibiótico é administrado desde os primeiros 

estágios de desenvolvimento do parasitóide. 

5.3.2 Fecundidade de linhagens infectadas ou não por Wolbachia

A capacidade total de parasitismo da linhagem de T pretiosum infectada pelo 

simbionte Wolbachia (t191) foi significativamente maior do que aquela observada nas 

quatro linhagens isentas do simbionte (t191c-A, tl91c-B, t19lc-C e t19lc-D), embora 

apresentem o mesmo genoma (Figura l ). 
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Figura 1 - Número de ovos de Anagasta kuehniella parasitados por linhagens de 

Trichogramma pretiosum infectadas (tl91) ou não (tl91c-A, tl9lc-B, 

tl9lc-C e tl9lc-D) pelo simbionte Wolbachia. 

No entanto, quando foram considerados períodos menores de tempo, os 

resultados variaram (Tabela 3 e Figura 2). Se o período de tempo considerado for da 

emergência até o terceiro dia de parasitismo, observa-se que a linhagem tratada com 

antibiótico tl9lc-C apresentou parasitismo significativamente maior em relação às 

demais linhagens. Porém após cinco dias, não se verificou mais a diferença no 

parasitismo esntre as linhagens. A partir de dez dias de parasitismo, a linhagem infectada 

pelo simbionte Wolbachia começou a se destacar, havendo diferença significativa a 

partir do 15º dia (Tabela 3). 
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Tabela 3. Parasitismo acumulado em relação ao tempo após a emergência para 

linhagens de Trichogramma pretiosum infectada (t191) ou não (t191c-A, 

t19lc-B, t19lc-C e tl9lc-D) pelo simbionte Wolbachia. Temperatura 

23± 0,5 ºC; Umidade Relativa 75 ± 5% e fotofase 16 horas. 

Linhagem* 

Tempo (dias) t191 t19lc-A t19lc-B t19lc-C t19lc-D 

1 21,13 a 17,57 a 16,55 a 23,85 a 19,52 a 

l a 3 36,30 b 35,35 b 34,12 b 43,00 a 34,04 b 

l a 5 53,79 a 50,30 a 45,94 a 55,70 a 49,87 a 

1 a 10 98,67 a 84,20 ab 74,59 b 82,80 ab 78,44 b 

1 a 15 137,04 a 105,55 b 93,41 b 94,20 b 89,43 b 

1 à morte da 
fêmea 

160,58 a 115,30 b 100,77 b 98,90 b 111,30 b 

* Médias seguidas da mesma letra na linha, não diferem entre si pelo teste de Tukey, ao nível de
5% de probabilidade.

Este resultado pode explicar em parte os diferentes resultados referentes aos 

efeitos de Wolbachia na fecundidade de parasitóides encontrados na literatura. Um teste 

de fecundidade por períodos de tempo mais curtos (1 ou 5 dias) pode levar a 

interpretações errôneas. Assim, Silva (1999) encontrou diferença na fecundidade total de 

linhagens infectadas e livres do simbionte de T. deion Pinto & Oatman e T. cordubensis 

V argas & Cabello, mas quando o período de tempo considerado foi de até 5 dias de 

parasitismo, esta diferença não foi observada. 
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Figura 2 - Parasitismo acumulado de linhagens de Trichogramma pretiosum 

infectadas (t191) ou não (t191c-A, t l91c-B, t191c-C e t191c-D) por 

Wolbachia. Temperatura 23 ± 0,5°C; Umidade Relativa 75 ± 5% e

fotofase 16 horas. 

Os efeitos já relatados da infecção por Wolbachia mostram resultados 

divergentes, mesmo em se tratando de artrópodes pertencentes à mesma espécie. Por 

exemplo, para Drosophila simulans Sturtevant Poinsot & Merçot (1997) não 

encontraram efeitos da presença de Wolbachia, enquanto Hoffinann et ai. (1990), 

encontraram efeitos negativos. Em Nasonia vitripennis Walker, Stolk & Stouthamer 

(1996) descreveram um efeito positivo da presença de Wolbachia na fecundidade do 

parasitóide, enquanto Bordenstein & Werren (2000) não encontraram evidências do 

efeito do simbionte na fecundidade do parasitóide. 

Os resultados obtidos com Trichogramma spp. também são controversos. Girin 

& Boulétrau (1995) e Vavre et al. (1999a) relataram um aumento da fecundidade de 

fêmeas de T. bourarachae Pintureau & Babault quando infectadas por Wolbachia. 

Também Silva (1999) encontrou um efeito positivo do simbionte em T. oleae (Olivier). 

No entanto, efeitos negativos da presença deste simbionte na fecundidade de fêmeas 
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foram descritos para T. deion e T. pretiosum (Stouthamer & Luck, 1993), e também em 

T. cordubensis e T. kaykai Pinto & Stouthamer (Silva, 1999; Silva et ai., 2000).

No entanto, a fecundidade é o resultado de um processo fisiológico complexo. 

Vários fatores bióticos e abióticos podem afetar a produção de ovos, seja diretamente 

através de seu impacto na performance do adulto ou indiretamente através de seu 

impacto na performance larval (Slansky & Scriber, 1985). Os resultados discrepantes 

obtidos pelos diferentes autores podem ser explicados pela influência destes fatores, e 

também pelas diferentes metodologias utilizadas para avaliar a fecundidade. Além disso, 

há evidências de que o efeito de Wolbachia seja correlacionado a diferentes graus de 

associação simbionte-hospedeiro, bem como à densidade de Wolbachia presente nas 

linhagens e espécies de insetos analisadas pelos diferentes pesquisadores. Assim, se a 

associação entre os dois organismos for recente, pode resultar em efeitos negativos no 

hospedeiro (Zchori-Fein et ai., 2000). Pintureau et ai. (1998) relataram que em T.

evanescens Westwood a infestação por Wolbachia é menor que em T. pretiosum, e a 

fecundidade total é similar em linhagens tratadas e infectadas pelo simbionte. Em T.

pretiosum, com uma infestação maior, ocorre um maior grau de interação hospedeiro/ 

simbionte e, além disso, há maior eficiência de transmissão de Wolbachia aos 

descendentes em relação a T. evanescens (Pintureau et ai., 1998), o que também explica 

uma adaptação maior entre hospedeiro e simbionte para T. pretiosum. Supõe-se que a 

eficiência de transmissão seja mais elevada em populações fixas ( onde todos os 

indivíduos apresentam Wolbachia) em relação a populações mistas (compostas de uma 

mistura de indivíduos infectados e não infectados pelo simbionte) (Silva, 1999). 

O maior parasitismo observado para a linhagem infectada por Wolbachia é uma 

característica importante para o Controle Biológico. A utilização de linhagens telitocas 

pode ser mais adequada para o controle de pragas, já que todos os descendentes 

produzidos são fêmeas (Stouthamer et al., 1999). Inicialmente, poderiam ser utilizadas 

populações telitocas, o que levaria a uma rápida redução da população da praga alvo, e 

favoreceria o estabelecimento da população do parasitóide e, posteriormente a liberação 

de linhagens de reprodução sexuada poderia restabelecer a variabilidade genética desta 

população (Aeschlimann, 1990). Além disso, linhagens telítocas apresentam um rápido 
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crescimento populacional, fácil estabelecimento em campo e custo de produção 

reduzido, pois não ocorre desperdício com a produção de machos (Stouthamer, 1993). 

Quando a densidade da praga no campo for baixa, a liberação de uma linhagem 

de reprodução arrenótoca não é recomendada, visto que a produção de fêmeas pode cair 

drasticamente (Stouthamer, 1993; Stouthamer & Luck, 1993). Quando a liberação 

ocorrer com densidade alta de hospedeiros, a escolha entre uma linhagem telítoca ou 

arrenótoca deve depender da taxa de crescimento da população, adaptação ao ambiente e 

custos de produção (Stouthamer et al., 1999; Silva, 1999). Para liberações inundativas, a 

adaptação ao meio ambiente e a taxa de crescimento têm menor importância e 

preconiza-se a liberação de indivíduos de reprodução telítoca, devido ao menor custo de 

produção por fêmea (Stouthamer, 1993). 

Indícios de melhor eficiência de linhagens de reprodução telítoca no Controle 

Biológico foram obtidos por Silva (1999) e Meer (1999) que, em experimentos 

realizados em casa-de-vegetação constataram que linhagens telítocas de T. cordubensis e 

T. deion Pinto & Oatman foram mais eficientes no parasitismo em relação a linhagens

linhagens de reprodução arrenótoca. 

A presença do simbionte Wolbachia não afetou a longevidade das fêmeas, não 

ocorrendo diferença significativa entre os valores. A linhagem infectada viveu em média 

20,5 ± 1,4 dias e as linhagens livres do simbionte apresentaram longevidade média de 

16,8 ± 1,4, 17,1 ± 2,1, 13,4 ± 1,6 e 19,0 ± 1,2 dias respectivamente para as linhagens 

t19lc-A, tl9Ic-B, tl91c-C e tl9lc-D. Deste modo, as diferenças na fecundidade 

observadas entre as linhagens não podem estar relacionadas a este fator. Os resultados 

encontrados na literatura para a longevidade de Trichogramma são variáveis. Por 

exemplo, Gomes & Parra (1998) obtiveram longevidade média de 7,32 dias para T. 

pretiosum proveniente de ovos de A. kuehniella mantidos na temperatura de 25 ºC. No 

entanto, nestas mesmas condições, Sá & Parra (1994) observaram longevidade de 15,77 

dias para a mesma espécie de parasitóide. Lewis et al. (1976) obtiveram resultados 

semelhantes aos da presente pesquisa para T. pretiosum, registrando valores médios de 

longevidade de 19,9 dias. Meer (1999) e Silva (1999) também não encontram diferenças 

de longevidade em três populações de T. kaykai e uma de T. deion infectadas ou não por 
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Wolbachia, mas a longevidade de T. corduberisis e T. oleae foi menor quando infectados 

pelo simbionte. 

5.3.3 Relação entre o tamanho da fêmea criada em meio artificial, a infecção por 

Wolbachia e a fecundidade de linhagens de T. predosum. 

A fecundidade de T. pretiosum está correlacionada com o tamanho da femea 

(para tl91 r = 0,53 com n = 27; para tl91c-A, r = 0,64 com n = 14). Pela análise de co­

variância verificou-se que as curvas de regressão não são significativamente diferentes 

(p=0,87), mas o efeito de Wolbachia é significativo p = 0,0001) (Figura 3). 

Diversos autores encontraram uma relação positiva entre o tamanho do 

parasitóide produzido e a fecundidade. Por exemplo, Hohmann et al. (1988) e Bai et al. 

(1992) observaram forte relação positiva entre o tamanho da femea de várias espécies de 

Trichogramma e a fecundidade, ou seja, quanto maior o tamanho da femea, maior a 

fecundidade. Greenberg et al. (1998) relataram que femeas de T. minutum Riley criadas 

in vitro apresentaram maior tamanho e maior parasitismo em relação a :fêmeas menores, 

provenientes de ovos de Helicoverpa zea (Boddie) e S. cerealella (Olivier). O tamanho 

de Trichogramma spp. desenvolvido in vitro está relacionado com o número de ovos 

colocados por ovo artificial. Uma variação neste número leva a obtenção de adultos de 

diversos tamanhos (Grenier et al., 1995). 

Fêmeas da linhagem tratada com antibiótico (t191c-A) e portanto livres do 

simbionte Wolbachia, apresentaram o comprimento da tíbia significativamente maior em 

relação às femeas da linhagem infectada (t191), sendo de 148,7 ± 4,1 e 133,9 ± 2,0 µm, 

respectivamente. No entanto, :fêmeas da linhagem infectada por Wolbachia foram mais 

fecundas. Deste modo, fica evidenciado o papel do simbionte na fecundidade, visto que, 

apesar de femeas infectadas pelo simbionte serem menores, apresentaram fecundidade 

maior em relação a iemeas maiores, porém não infectadas por Wolbachia. 
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Figura 3 - Relação entre a fecundidade e o tamanho da tíbia de linhagens de 

Trichogramma pretiosum, provenientes de meio artificial, infectadas (tl91) 

ou não (tl9lc-A) pelo simbionte Wolbachia. 

5.4 Conclusões 

l. A adição do antibiótico tetraciclina ao meio artificial de desenvolvimento de T.

pretiosum é a técnica mais adequada para obtenção de linhagens permanentemente

livres do simbionte Wolbachia;

2. Fêmeas de T. pretiosum infectadas pelo simbionte Wolbachia são mais fecundas em

relação a fêmeas livres do simbionte, obtidas através de tratamento com antibiótico.

3. Fêmeas de T. pretiosum criadas in vitro e infectadas por Wolbachia embora tenham

apresentado menor tamanho em relação a fêmeas sem o simbionte, apresentaram

maior fecundidade.



6, CONCLUSÕES 

1. Meios artificiais elaborados com holotecidos pupais de Mamestra brassicae L. são

mais adequados para criação in vitro de Trichogramma pretiosum Riley, 1879 em

relação a meios contendo hemolinfa pupal, proporcionando maior emergência e

permitindo a obtenção de pupas com maior teor protéico;

2. Há semelhanças qualitativas na composição de aminoácidos de pupas de T pretiosum

provenientes de diferentes meios artificiais, mas há diferenças quantitativas;

3. A adição das proteínas caseína (nas concentrações finais de 1,6 e 3,2%) e

soroalbumina bovina (nas concentrações finais de 1,75 e 3,5%) ao meio artificial

elaborado com hemolinfa pupal de Mamestra brassicae L. proporciona um aumento

do teor protéico de pupas de T. pretiosum.

4. A proteína soroalbumina bovina é mais adequada para enriquecer meios artificiais em

relação à caseína.

5. A metodologia baseada no princípio da diluição isotópica é adequada para estudos da

assimilação de proteínas pelo parasitóide Trichogramma pretiosum Riley, 1879;

6. T pretiosum assimila completamente as proteínas do meio artificial, mesmo quando

este é enriquecido de caseína ou soroalbumina bovina nas concentrações fmais de 1,6

e 3,2% e 1,75 e 3,5%, respectivamente.

7. A adição do antibiótico tetraciclina ao meio artificial de desenvolvimento de T

pretiosum é a técnica mais adequada para obtenção de linhagens permanentemente

livres do simbionte Wolbachia;
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8. Fêmeas de T. pretiosum infectadas pelo simbionte Wolbachia são mais fecundas em

relação a femeas livres do simbionte, obtidas através de tratamento com antibiótico.

9. Fêmeas de T. pretiosum criadas in vitro e infectadas por Wolbachia embora tenham

apresentado menor tamanho em relação a femeas sem o simbionte, apresentaram

maior fecundidade.
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