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Trichogramma ģints parazīti ir izplatīti visā pasaulē, un tiem kā tauriņu kārtas kaitēkļu dabiskajiem ienaidniekiem ir liela loma attiecībā uz plaša diapazona lauksaimniecības kultūrām. Par trihogrammu izmantošanu bioloģiskajā apkarošanā ir plaša interese daudzās valstīs. Vismaz trīspadsmit valstīs aptuveni desmit dažādas trihogrammu sugas audzē masveidīgi, lai apkarotu kukurūzas, cukurniedru, rīsa, kokvilnas, sojas, cukurbiešu, dārzeņu un parasto priežu kaitēkļus.
Tieši tāpat, kā tas ir attiecībā uz citiem dabiskajiem ienaidniekiem, ir svarīgi pārliecināties, vai augu aizsardzības līdzekļi, kurus lieto, lai apkarotu attiecīgā kultūrauga kaitēkļus, nekaitē Trichogramma populācijām. Šajā nolūkā var būt nepieciešams reģistrācijas procesa laikā iegūt zinātniskus datus, lai, veicot pārbaudes, pārliecinātos par attiecīgā preparāta nekaitīgumu. Šajā standartā ir iekļautas četras pārbaudes (trīs laboratoriskās pārbaudes un lauka izmēģinājums), kuras, nosakot parazītisma pakāpi, var izmantot, lai iegūtu šādus zinātniskus datus.
Minētās trīs laboratoriskās pārbaudes ir šādas: 1) pieaugušo Trichogramma īpatņu pakļaušana svaiga pesticīda atlieku slāņa iedarbībai uz stikla platēm; 2) Trichogramma kūniņu tieša apsmidzināšana saimniekorganisma oliņu tuvumā; 3) pieaugušo īpatņu noturības pārbaude attiecībā uz vecu atlieku ietekmi. Pārbaudei tika izraudzītas Trichogramma cacoeciae (TR1GCC) (Hymenopterae, Trichogrammatidae), bet var izmantot arī jebkuras citas thelytokous Trichogramma sugas. Šajā standartā par saimniekorganismu izraudzīts Sitotroga cerealella (SITTCE), bet varētu izmantot arī citu Lepidoptera sugu (t. i., Ephestia kuehniella, EPHEKU).  Minētās pārbaudes tika izstrādātas saskaņā ar Pesticīdu un derīgo organismu darba grupas standarta vadlīnijām (Hassan, 1985) (Starptautiskā Bioloģiskās kontroles organizācijas Rietumu palearktiskā reģionālā sekcija [West Palaearctic Regional Section of the International Organization for Biological Control - IOBC/WPRS]). Šā standarta iepriekšējā versija tika publicēta Hassan (1974; 1977; 1980).
Atzīstot, ka neviena atsevišķā pārbaudes metode nevar sniegt pietiekamu informāciju, lai klasificētu pesticīdu izraisītās blakusparādības, kas ietekmē dabiskos ienaidniekus, ir svarīgi uzsvērt arī to, ka veikt visas šīs pārbaudes nav nepieciešamas. Tā kā lauka izmēģinājumi ir darbietilpīgi un dārgi, pirmā laboratoriskā pārbaude var noderēt, lai daudzus preparātus klasificētu par pilnīgi nekaitīgiem, neizmantojot lauka izmēģinājumus. Lēmumi par to, kādas pārbaudes veikt, un par to, vai secīgi veikt nākamo pārbaudi, ir atkarīgi no augu aizsardzības līdzekļa īpašībām, tā lietošanas modeļa un no jau veikto pārbaužu rezultātiem. Šos lēmumus var izdarīt, pamatojoties uz loģiski veidotu secīgu lēmumu pieņemšanas shēmu. Apvienotā EAAO/Eiropas apakškomisijas Augu aizsardzības līdzekļu padome [Council of Europe Panel on Environmental Risk Assessment of Plant Protection Products] vides riska novērtējumam ir izstrādājusi šādu shēmu (OEPP/EPPO, 1993).
I. Laboratoriskā pārbaude: 
atlieku toksicitātes
pārbaude uz Trichogramma 
cacoeciae pieaugušajiem īpatņiem
1. Izmēģinājuma apstākļi
1.1. Izmēģinājuma princips 
Izmēģinājumus veic sprostos. T. cacoeciae pieaugušos īpatņus (tādā dzīves cikla stadijā, kas ir visjutīgākā pret augu aizsardzības līdzekļiem) pakļauj attiecīgā preparāta, ar ko tikko apstrādātas stikla plates, atlieku iedarbībai, un dzīvi palikušajiem īpatņiem dara pieejamas saimniekorganisma Sitotroga cerealella oliņas (III pielikums). Novērtē gan T. cacoeciae bojāejas pakāpi, gan T. cacoeciae veikto saimniekorganisma oliņu parazitāciju procentos.
1.2. Izmēģinājuma apstākļi
Sprostu veido ietvars un divas kvadrātveida stikla plates, kurām malas garums ir 13 cm. Abas stikla plates apsmidzina ar pesticīdu, izmantojot stacionāru laboratorijas smidzinātāju, t. i., Potera torni. Apstrādātās stikla plates ir uzliktas uz kvadrātveida alumīnija ietvara kā grīda un griesti. Ietvaram ir četras sastāvdaļas, kas katra ir 13 cm gara, 1,5 cm augsta un 1 cm plata (1. att.) un ir apdarināta ar porainu materiālu (tesamolu), lai būtu paliktņi abām stikla platēm. Trim ietvara sastāvdaļām ir 6 ventilācijas atveres 1 cm diametrā (1.a att.). Ietvara iekšējā virsma ir pārsegta ar melnu, cieši nostieptu porainu materiālu (t. i., helancabatist), lai  pārklātu ventilācijas atveres. Ietvara ceturtās sastāvdaļas vidū ir sprauga (3,5 cm gara un 1 cm plata), ko izmanto, lai uz papīra strēmelēm ievietotu saimniekorganisma oliņas, kā arī barību parazītiem (medu/agaru, sk. V pielikumu). Papildu atvere 1 cm diametrā atrodas zem spraugas, ko izmanto, lai ievietotu pārbaudāmos parazītus (1.b att.). Abas atveres no ārpuses ir noslēgtas ar melnu papīru un līmlenti. Lai atbaidītu parazītus, kas reaģē uz gaismu, no patvēruma meklēšanas neapstrādātajās ietvara pusēs, sprosta malas aptumšo ar melna papīra pārsegu, stikla plašu centrā atstājot nepārsegtu 50 cm2 lielu kvadrātveida laukumu. Sprostu satur kopā divas skavas. Pārbaudes veic kamerā, kuras vide ir kontrolējama, tādā pašā temperatūrā un relatīvā mitruma apstākļos, kādos notiek  T. cacoeciae audzēšana (sk. II pielikumu).
Nodrošina nepārtrauktu vāju, izkliedētu  apgaismojumu (aptuveni 300 luksus, piemēram, ar vienu balto universālo elektronu lampu - 30W/25-2, 30 cm attālumā) no virspuses. Nepārtraukta apgaismojuma ietekmē parazīti paliek apgaismotajā centrā un izvairās no sprosta neapstrādātajām aptumšotajām pusēm. Lai sprostos novērstu iespējamo pesticīda iztvaikojumu uzkrāšanos, no kameras nepārtraukti izsūknē gaisu un ievada svaigu gaisu. Papildus tam visus  sprostus, izmantojot cauruļu sistēmu, savieno ar ūdenssūkni. Sūkņi ir pielāgoti tā, lai viss gaiss sprostos apmainītos ik pēc 1-2 minūtēm. Šis gaisa apmaiņas ātrums netraucē kukaiņus, un to var kalibrēt, ievadot vienā no sprostiem redzamus dūmus.
1.3. Kukaiņu sagatavošana
Tā kā T. cacoeciae ir partenoģenētisks (thelytokous), tad ir tikai sievišķie īpatņi. Tāpēc nav nepieciešams nošķirt insektus pēc dzimuma, lai pārliecinātos par dzimuma homogenitāti. Eksperimentiem sagatavo viena vecuma parazītus. Saimniekorganisma oliņās parazitē T. cacoecia, un tās atstāj, līdz parazīti izšķiļas. Jaunas S. cerealella oliņas (IV pielikums) uz plāna papīra strēmelēm pielīmē diskveidā ar traganth (2. attēls). Katra diska diametrs ir 1,2 cm, un uz tā ir aptuveni 400-500 oliņu. Lai iegūtu viena vecuma pieaugušus parazītus, strēmeles ar S. cerealella oliņām (oliņu kartes) novieto trihogrammu audzēšanas agregātos un izņem pēc 24 stundām. Parazītus, kas palikuši uz strēmelēm ar oliņām, aizpūš prom;  efektīvāka ir aizpūšana ar cigarešu dūmiem, jo tā iznīcina T. cacoeciae un nodrošina to, ka turpmāk parazītisms nenotiek. Parazitētās oliņas pēc tam ievieto kamerā, kuras vide ir kontrolējama, tādos pašos apstākļos, kā norādīts I pielikumā, lai ļautu parazītiem attīstīties. Aptuveni 12 dienu laikā attīstās pieauguši īpatņi (3. attēls). Divas dienas pirms to izšķilšanās melnās oliņas, kas satur parazītu kūniņas, pārnes “izšķilšanās caurulē”, ko izmanto eksperimentos (4. att.). Izšķilšanās caurules var izgatavot no tirdzniecībā pieejamām stikla ampulām (12 cm garām un 22 mm diametrā) ar galu, kur atzīmēts punkts; tādējādi, nolaužot tiek atstāta atvere aptuveni 7 mm diametrā. Vienu disku ar parazitētām saimniekorganisma oliņām kopā ar papīra strēmeli (6x1 cm), kur uzlikts medus/agars (V pielikums) ievieto caurulē, ko no abiem galiem noslēdz ar baltu audumu un gumijas lenti. Medus/agars jāuzliek uz plānām strēmelēm tā, lai T. cacoeciae īpatņi tajā neiestigtu. Pieaugušie parazītu īpatņi izšķiļas, un tos atstāj caurulē, līdz tie ir 24 stundas veci.
1. attēls. Alumīnija ietvara sānskati
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1.4. Saimniekorganisma sagatavošana
Kā norādīts iepriekš, T. cacoeciae dara pieejamas saimniekorganisma S. cerealella oliņas parazitācijai. Lai atvieglotu apiešanos ar oliņām, tās pielīmē uz plānām balta papīra strēmelēm. Uz papīra diskiem vienmērīgi uzklāj traganth līmi (IV pielikums), izmantojot otu un apaļu plastmasas ietvaru. Ietvaru uzmanīgi paceļ un S. cerealella oliņas uzsijā uz lipīgā laukuma, izmantojot smalku sietu (acu izmērs – 0,5 mm) (2. attēls).  Eksperimentam izmanto tikai jaunas baltas vai iedzeltenas oliņas (aptuveni dienu vecas), bet ne vecākas iesarkanas oliņas vai oliņu ķekarus.
1.5. Izmēģinājuma plānošana un iekārtošana
Izmēģinājumos izmanto pārbaudāmo(-os) preparātu(-us) un kontrolparaugu, kas apstrādāts ar krāna ūdeni.
Lauciņa platība (novērojamā): viens sprosts (200-300 parazītu). 

Atkārtojumu skaits:  vismaz trīs. 
2. Izmēģinājuma variantu raksturojums
Katru no stikla platēm apstrādā ar preparātu, lietojot to vislielākajā koncentrācijā, kas norādīta paredzētajai lietošanai (atšķaidot ar krāna ūdeni), lai nodrošinātu viendabīga depozīta augstu standarta pakāpi (1-1,5 mg šķidruma uz cm-2). To var darīt laboratorijas smidzināšanas tornī. Pilieniem jāpārklāj aptuveni 80% no stikla virsmas laukuma. Stikla plates, uz kurām ir neapstrādātais kontrolparaugs, apsmidzina ar krāna ūdeni.  Plates žāvē istabas temperatūrā trīs stundas un pēc tam samontē sprostus (sk. 1.2.). Ar preparātu apstrādā tikai 10x10 cm lielu kvadrātveida laukumu katras stikla plates centrā. Lai nepieļautu sprosta Tesamoll paliktņu kontamināciju, stikla platēm malas atstāj neapstrādātas, tās smidzināšanas laikā pārsedz ar 14x14 cm lielu plastmasas ietvaru, kura centrā ir kvadrāts ar laukumu 10x10 cm.
3. Izmēģinājuma veikšana
T. cacoeciae pieaugušos īpatņus ievieto sprostā, atverot izšķilšanās caurules galu, aptumšojot to ar melna papīra pārsegu un uz stundu pievienojot sprostam. T. cacoeciae, ko piesaistījis apgaismojums, iznāks no aptumšotās caurules apgaismotajā sprostā; tādējādi tiek nodrošināts tas, ka visi sprostā esošie pieaugušie īpatņi ir jau izšķīlušies caurulē, tā ka laiks, kad tie pakļauti virsmas apstrādei, ir  nemainīgs. Lai aprēķinātu parazītu skaitu sprostā (sk. nākamo sadaļu), izšķilšanās cauruli no jauna noslēdz un ievieto vēl kādas četras dienas kamerā, lai nodrošinātu pārējo T. cacoeciae izšķilšanos.
Parazītus sprostos baro ar medu/agaru, ko noliek uz šauras, 10x0,5 cm lielas papīra strēmeles. Pārbaude sākas ar 24 stundu ilgu piespiedu pakļaušanu iedarbībai,
 nepakļaujot tai saimniekorganisma oliņas, tā, lai būtu redzama toksiskā preparāta jebkāda iespējamā iedarbība, pirms lapsenes uzsāk parazitēšanu. Kopā ar piespiedu pakļaušanu iedarbībai šis eksperiments ilgst septiņas dienas (3. att.). Ja kopējā bojāeja tiek novērota 24 stundu laikā no provizoriskās apstrādes, pārbaudi pārtrauc. Pretējā gadījumā 2., 3. un 5. eksperimenta dienā katrā sprostā ievieto aptuveni 5 tūkstoši minēto S. cerealella oliņu. Šīs oliņas uzliek uz papīra strēmelēm – uz katras ir seši oliņu diski, katra diska diametrs ir 1,45 cm. Medu/agaru uzliek līdzās oliņām, 3-5 mm attālumā no tām. Papīra strēmeles ar saimniekorganisma oliņām ievieto sprostā pa spraugu, izmantojot divas pincetes. Diskus ar jaunajām oliņām novieto virs vecajām. Svarīgi ir diskus ar oliņām novietot sprosta apgaismotajā daļā. Pārbaudes laikā minēto oliņu skaits atbilst lapseņu maksimālajai parazitācijas spējai. Eksperimenta beigās (8. dienā) sprostus demontē un novērtējuma veikšanai strēmeles ar oliņām ievieto kamerā, kuras vide ir kontrolējama.  Uz papīra strēmelēm palikušais medus/agars ir jāaizvāc, nogriežot papīru tā, lai oliņu kartes nesaliptu.
4. Novērtēšanas veids
To, cik lapseņu iegājušas sprostā, aprēķina, pārbaudot izšķilšanās cauruli. Tā kā daži parazīti caurulē izšķiļas tūlīt pēc eksperimenta uzsākšanas, izšķilšanās caurule jākontrolē ne agrāk kā četras dienas pēc pārbaudes sākšanas. Visas parazitētās S. cerealella oliņas (melnā krāsā), kas ir  uz oliņu diskiem, kuru diametrs 1,2 cm, saskaita un atskaita to T. cacoeciae pieaugušo īpatņu skaitu, kas iestiguši uz barības strēmelēm vai palikuši caurulē  Uz oliņu diskiem saskaita, cik saimniekorganisma oliņu ir parazitētas eksperimenta laikā, 8-9 dienas pēc to ievietošanas īpašās oliņu strēmelēs. Šajā laikā parazitētās oliņas ir kļuvušas melnas, un tās var viegli pazīt. Pēc S. cerealella kāpuru izšķilšanās oliņas, kas nav parazitētas, saglabājas iedzeltenas. Ja parazitētās oliņas nav saskaitītas līdz 11. dienai pēc parazitācijas, oliņas jākarsē līdz 70°C temperatūrai aptuveni 30 minūtes. Tas aptur T. cacoeciae izšķilšanos, neietekmējot parazitēto oliņu melno krāsu, pēc tam strēmeles uzglabā ledusskapī, lai skaitīšanu veiktu vēlāk.
5. Rezultāti
Katrā sprostā saskaita, cik ir parazitēto oliņu. Vidējo parazītisma pakāpi uz vienu sievišķo īpatni  aprēķina, ņemot vērā visus sprostus un strēmeles ar oliņām. Novērtējot katru pārbaudāmo preparātu, parazītisma vidējo samazināšanos izsaka, aprēķinot procentuāli no kontrolparauga.
2. attēls.  Papīra strēmele ar saimniekorganisma oliņām
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3. attēls. Hronoloģiskās pārbaudes shēma 
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4. attēls. Izšķilšanās caurule
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II. Laboratoriskā pārbaude:
augu aizsardzības līdzekļu tiešā kontakta toksicitātes
pārbaude attiecībā uz Trichogramma cacoeciae kūniņām
1. Izmēģinājuma apstākļi
1.1. Izmēģinājuma princips 
T. cacoeciae nobriedušās kūniņas S. cerealella oliņās (tādā dzīves cikla stadijā, kad tās ir visnejutīgākās pret augu aizsardzības līdzekļiem) tieši apsmidzina ar attiecīgo preparātu. Pieaugušo īpatņu parazitācijas spēju salīdzina ar kontrolparaugu, kas apstrādāts ar ūdeni.
1.2. Izmēģinājuma apstākļi
S. cerealella oliņas, kas ir aptuveni dienu vecas, pielīmē diskveidā uz papīra strēmelēm, kuru diametrs ir 1,2 cm (400-500 oliņas), un tās pakļauj T. cacoeciae parazitācijai 24 stundas (sk. 1.1.3. un 1.1.4.). Lai parazitētās oliņas attīstītos, tās uz septiņām dienām atstāj: 16 stundas – gaismā, 28°C temperatūrā, 50-70% relatīvā mitruma apstākļos, bet astoņas  stundas – tumsā, 18°C temperatūrā, 80-90% relatīvā mitruma apstākļos.
1.3. Izmēģinājuma plānošana un iekārtošana
Izmēģinājumos izmanto pārbaudāmo(-os) preparātu(-us) un kontrolparaugu, kas apstrādāts ar ūdeni.
 Lauciņa platība (novērojamā): viens disks ar oliņām (300-400 parazitētās oliņas).
Atkārtojumu skaits:  trīs.
2. Izmēģinājuma variantu raksturojums
Apstrādi veic 7. dienā, apsmidzinot trīs diskus, uz kuriem ir oliņas (melnās oliņas satur kūniņas), ar katru pārbaudāmo preparātu. 
Katrā eksperimentā trīs diskus apsmidzina ar ūdeni kā kontrolparaugu.
 Smidzināšanas procedūra, koncentrācija un apstrādes norma ir norādīta 1.2. sadaļā. Neapstrādāto kontrolparaugu apsmidzina ar krāna ūdeni.
3. Izmēģinājuma veikšana un novērtēšanas veids
Pēc smidzināšanas apstrādātās oliņas atstāj trīs stundas žāvēties, pārvieto jaunā  konteinerā un tad ļauj tām attīstīties standarta izmēģinājuma apstākļos. Divas dienas pirms izšķilšanās apsmidzinātās melnās oliņas, kurās ir T. cacoeciae kūniņas, pārvieto izšķilšanās caurulē (1.1.3.). Izšķīlušos parazītus pārbauda, lai noteiktu to spēju parazitēt saimniekorganisma oliņās.  Izmanto tādus pašus sprostus, kādi aprakstīti sadaļā 1.1.2., bet tikai bez stikla plašu  apstrādes. Izmanto arī tādu pašu metodi, kāda tika lietota pirmajā laboratoriskajā pārbaudē (1.1.3.). Parazītismu novērtē tā, kā norādīts sadaļā 1.4. 
4. Rezultāti
Parazītisma pakāpi procentos un jebkādu parazītisma samazināšanos, novērtējot katru pārbaudāmo preparātu, aprēķina tā, kā norādīts sadaļā 1.5.  

III. Laboratoriskā pārbaude:
augu aizsardzības līdzekļu toksicitātes noturība
attiecībā uz Trichogramma cacoeciae pieaugušajiem īpatņiem
1. Izmēģinājuma apstākļi
1.1. Izmēģinājuma princips
Lai novērtētu kaitīgās darbības ilgumu, ar preparātu apstrādā veģetācijas traukos esošus vīnogulāju Vitis vinifera (VITVI) stādus. No pieredzes ir zināms, ka vīnogulājs cv. Müller-Thurgau ir piemērots pārbaudāmais augs, bet var izmantot jebkuru citu kultūraugu, kam lapas ir atbilstoša izmēra un klātas ar mērenu vaska slāni (tāpat kā ābeles Malus x domestica (MABSD). Tad pēc žāvēšanas un atlieku izturēšanas noteiktā laika posmā dabīgos apstākļos vai dabīgajiem līdzīgos apstākļos, pārbaudāmajos sprostos T. cacoeciae pieaugušos īpatņus pakļauj atlieku iedarbībai uz lapām un novērtē to parazitācijas spēju.
1.2. Izmēģinājuma apstākļi
Apstrādātos augus novieto vai nu lauka apstākļos, vai kamerā, kuras vide ir kontrolējama un kurā ir lauka apstākļiem līdzīgi vasaras apstākļi. Eksperimenti liecina, ka šie divi laika apstākļu veidi ir ļoti līdzīgi. 
Augus, kas turēti uz lauka, uzglabā zem caurspīdīga polietilēna lietus pārsega, kas atrodas 50-100 cm virs tiem. Lai augus pakļautu tiešas saules gaismas iedarbībai, lietus pārsegu noņem reizi nedēļā uz trim stundām.

Kamerā (0,40 m3), kuras vide ir kontrolējama, ir šādi piemēroti apstākļi, kas līdzīgi dabīgajiem: 13 stundas – 27°C temperatūrā, 65% relatīvā mitruma apstākļos, 11 stundas – 17°C temperatūrā, 95% relatīvā mitruma apstākļos, 15 stundas gaismā  un 9 stundas tumsā. Apgaismojumu kamerā var nodrošināt ar septiņām OSRAM-L elektronu lampām (2 baltas universālās – 30W/25-2; 2 fluora – 30 W/77-2; 2 Warmtone de Luxe – 30 W/32-2 un 1 fluorescences melnās gaismas – 20 W/73), kas nodrošina kopējo apgaismojumu 2000 luksus 30 cm attālumā no lampām ar plašu viļņu garuma spektru. Papildus diviem ventilatoriem, kas nodrošina gaisa cirkulāciju kameras iekšienē, gaisa apmaiņai piemērots ir Helios R 10 gaisa sūknis (Schwenningen, DE) ar kapacitāti 95 m3/stundā –1. Šādus apstākļus var modelēt arī piemērotā siltumnīcā. Mākslīgu laika apstākļu izmantošana eksperimentu veikšanu dara iespējamu visos gadalaikos.
1.3. Izmēģinājuma plānošana un iekārtošana
Izmēģinājumos izmanto: pārbaudāmo(-os) preparātu(-us) un kontrolparaugu, kas apstrādāts ar ūdeni.
 Lauciņa platība (novērojamā): viens sprosts ar apstrādātajām lapām. 
Atkārtojumu skaits:  vismaz trīs.
2. Izmēģinājuma variantu raksturojums
Vīnogulāju stādus audzē veģetācijas traukos, kuru diametrs ir 15 cm un augstums – 16 cm, dabīgos vai siltumnīcas apstākļos. Stādiem jābūt aptuveni desmit lapām, un tiem jābūt aptuveni 30-40 cm gariem. Pēc apsakņošanās vajadzīgas vismaz sešas nedēļas, lai stādi sasniegtu 40 cm garumu; garākos stādus apgriež. Katru stādu pārbaudē izmanto tikai vienu reizi.
Pārbaudāmos stādus apstrādā ar attiecīgo preparātu, līdz minētais preparāts sāk notecēt, apstrādē izmanto tehniku, kas nodrošina preparāta vienmērīgu izkliedi attiecīgajā lauciņā. Apstrādē jāizmanto vislielākā attiecīgā preparāta deva, kādu paredzēts lietot. Pēc apsmidzināšanas stādiem ļauj nožūt trīs stundas labi ventilējamā zonā.
3. Izmēģinājuma veikšana un novērtēšanas veids
Iedarbību pārbauda, kad paiet 3, 10, 17, 24 un 31 diena pēc vīnogulāju stādu apstrādes. Lapas, uz kurām ir atliekas, savāc un izvieto apstrādājamā sprostā (sprosts ir tāds pats, kā aprakstīts sadaļā 1.1.2., bet ar neapstrādātu stiklu), lai nosegtu visu apakšējo virsmu. Šajos apstrādes sprostos ievieto laboratorijā masveidā audzētas T. cacoeciae. Sprostus ar lapām pēc tam ievieto kamerā, kuras vide ir kontrolējama. Ietekmi uz parazitācijas spēju novērtē tādā pašā veidā, kā tas tika darīts pirmajā laboratoriskajā pārbaudē (sk. 1.4.).
4. Rezultāti
Katrā sprostā saskaita parazitēto oliņu daudzumu. Vidējo parazītisma pakāpi uz vienu sievišķo īpatni aprēķina, ņemot vērā visus sprostus. Attiecībā uz katru pārbaudāmo preparātu parazītisma vidējo samazināšanos aprēķina procentuāli no kontrolparauga.
Parazītisma spējas samazināšanās saistībā ar katru pārbaudāmo apstrādi dažādos laika intervālos pēc apstrādes tiek aprēķināta Probit skalā attiecībā pret laiku. Kaitīgās darbības ilgums ir laiks, kas nepieciešams, lai pesticīda atliekas zaudētu efektivitāti, tā ka tiek panākts, ka parazītisma samazinājums ir mazāks par 50%, salīdzinot ar kontrolparaugu.
IV. Lauka izmēģinājums, lai pārbaudītu augu aizsardzības līdzekļu blakusietekmi uz Trichogramma spp.
1. Izmēģinājuma apstākļi
Attiecībā uz visiem preparātiem, kas nav klasificēti pēc iepriekšējām pārbaudēm, jāveic lauka izmēģinājums.
1.1. Pārbaudāmie organismi, kultūraugu un šķirņu izvēle 
Pārbaudāmais organisms: jebkura atbilstoša trihogrammu suga.

Izmēģinājumu var veikt ar jebkuru augļu koku kultūru, piemēram, ābeļu Malus x domestica (MABSD), saldo ķiršu Prunus avium (PRNAV) vai laukaugu, piemēram, kviešu Triticum aestivum (TRZVX), kultūru. Var izmantot jebkuru šķirni.
1.2. Izmēģinājuma apstākļi
Izmēģinājums jāveic augļu dārzos vai uz lauka, kas pēdējā laikā nav apstrādāts ar augu aizsardzības līdzekļiem. Trichogramma spp. izlaiž laukā, izvietojot kartes ar parazitētajām S. cerealella oliņām tieši pirms izšķilšanās. Attīstības un audzēšanas apstākļiem, temperatūrai un mitrumam visos lauciņos ir jābūt vienādiem.
1.3. Izmēģinājuma plānošana un iekārtošana

Izmēģinājumi, kuros pētījumu objekti ir pārbaudāmais(-ie) preparāts(-i), etalonpreparāts un neapstrādātais kontrolparaugs, iekārtoti pēc statistiski piemērota plānojuma.

 Lauciņa platība (novērojamā): vismaz trīs lieli koki vai 100 m2  ar mazākiem kokiem vai laukaugiem. Attālumam starp apstrādātajiem lauciņiem ar attiecīgo kultūraugu jābūt vismaz 10 m, bet attiecībā uz zemiem kultūraugiem ieteicams palielināt attālumu starp lauciņiem. Attālumam starp apstrādātajiem  un neapstrādātajiem lauciņiem jābūt 30-50 m.
Atkārtojumu skaits:  vismaz trīs.
Tuvāka informācija par izmēģinājuma plānu – EAAO standartā PP 1/152 – Efektivitātes novērtēšanas izmēģinājumu plānošana un analīze.
2. Izmēģinājuma variantu raksturojums
2.1. Pārbaudāmais(-ie) preparāts(-i)
 Pārbaudāmajam(-iem) preparātam(-iem) jābūt preparātam(-iem), kuram(-iem) dots nosaukums (sk. EAAO standartu PP 1/181 – Efektivitātes novērtēšanas izmēģinājumu izpilde un pārskata sagatavošana, iekļaujot labu pētniecības praksi).
2.2. Etalonpreparāts(-i)
Etalonpreparātam jābūt preparātam, kas izrādījies derīgs izmantošanai augļu koku kultūrām vai laukaugiem paredzētās platības lauksaimniecības, fitosanitārajos un vides (tostarp klimatiskajos) apstākļos. Vismaz vienam no tiem jābūt atzītam par nekaitīgu un citam jābūt atzītam par kaitīgu attiecībā uz Trichogramma spp.. Iedarbības veidam, apstrādes laikam un apstrādes metodei pēc iespējas jāatbilst pārbaudāmā preparāta attiecīgajiem raksturlielumiem.
2.3. Preparāta lietošanas  veids
Lietošanai jāatbilst  labas standartprakses prasībām.
2.3.1. Apstrādes tips
Apstrādes tipam (piemēram, smidzināšanai) jābūt tādam, kāds noteikts atbilstoši paredzētajai izmantošanai. 

2.3.2. Apstrādes tehnika
Veicot apstrādi, jāizmanto tehnika, kas nodrošina preparāta vienmērīgu izkliedi visā lauciņā. Faktori, kas var ietekmēt iedarbību uz Trichogramma spp.  (tādi kā darba spiediens, sprauslas veids), jāizvēlas saskaņā ar paredzēto lietojumu. Īpaši uzmanība jāvērš uz to, lai izvairītos no noplūdes.
2.3.3. Apstrādes laiks
Apstrāde jāveic  vienu dienu pēc tam, kad notikusi masveida Trichogramma spp. izšķilšanās. 

2.3.4. Devas un tilpums
Parasti apstrādē jālieto vislielākā attiecīgā preparāta deva, kāda norādīta minētā kultūrauga paredzētajai apstrādei. Apstrādei lietojamo devu parasti izsaka preparāta kilogramos (vai litros) uz vienu hektāru. Var būt arī lietderīgi devu reģistrēt, izsakot darbīgo vielu gramos uz vienu hektāru. Ja lieto izsmidzināšanu, jānorāda arī koncentrācija (%) un tilpums (litros uz ha-1). Jāuzskaita atkāpes no paredzētās devas.
2.3.5. Dati par citiem augu aizsardzības līdzekļiem
Jāizvairās no mijiedarbības ar citiem augu aizsardzības līdzekļiem.
3. Novērtēšanas, reģistrācijas un mērījumu veikšanas veids 
3.1. Meteoroloģiskie dati
Visā izmēģinājuma laikā jāreģistrē temperatūra, mitrums un, ja nepieciešams, mākslīgā apgaismojuma režīms un laistīšanas režīms.
3.2. Novērtēšanas  veids, laiks un biežums
3.2.1. Veids
Novērtēšanu veic, katrā lauciņā randomizēti izvietojot 60 kartes ar ēsmu (S. cerealella oliņas, kas pielīmētas uz zaļa papīra strēmelēm). Oliņu kartes, kuru izmērs 2x2 cm, piestiprina lapu apakšējai virsmai, lietojot skavas. Pēc vienas vai divām dienām kartes savāc un nogādā laboratorijā. Tās līdz pārbaudei uzglabā 25°C temperatūrā. Parazitētās saimniekorganisma oliņas (kas kļuvušas melnas) saskaita, kad pagājušas vismaz astoņas dienas pēc lauka apstrādes. Lai noteiktu preparāta iedarbību, nosaka parazītisma samazināšanos, salīdzinot ar kontrolparaugu (kas apstrādāts ar ūdeni).
3.2.2. Laiks un biežums
Pirmās kartes ar ēsmu izvieto 24 stundas pēc apstrādes ar preparātu un tās apmaina vismaz trīs reizes pēc vienas vai divām dienām.
3.2.3. Laika apstākļu un plēsīgo kukaiņu ietekme uz lauka
Lietus samazina preparāta koncentrāciju un var bojāt kartes ar ēsmu. Ja eksperimenta pirmo divu dienu laikā līst, eksperiments jāpārtrauc. Auksts laiks samazina Trichogramma spp. aktivitāti, tā sekas ir zema parazītisma pakāpe, un tādējādi novērtēšana ir apgrūtināta.  Šādos apstākļos monitoringu vajadzētu paildzināt par vienu nedēļu. Uz ēsmas kartēm var baroties plēsīgie kukaiņi un tādējādi traucēt novērtēšanu. Šos zudumus var kompensēt, palielinot ēsmas karšu skaitu un apmainot tās pēc īsākiem laika sprīžiem.
3.3. Tiešā ietekme uz kultūraugu
Tiešā ietekme uz kultūraugu jau jābūt novērtētai preparāta efektivitātes izmēģinājumos (sk. attiecīgos  EAAO standartus no PP 1 sērijas – Augu aizsardzības līdzekļu efektivitātes novērtēšana), bet jebkura īpašā iedarbība, kas tiek novērota, ir jāreģistrē.
4. Rezultāti
Parazītisma pakāpi procentuāli aprēķina katrā lauciņā un pārbaudāmā preparāta iedarbību salīdzina ar etalonpreparātu iedarbību.
V. Rezultātu sniegšana
Visos shēmas posmos plānveidīgi jāziņo par rezultātiem, ietverot arī to analīzi un vērtējumu. Jābūt pieejamiem sākotnējiem (izejas) datiem. Parasti izmanto statistisko analīzi ar attiecīgajām metodēm, kuras jānorāda. Ja statistisko analīzi neizmanto, tas jāpamato. Sk. EAAO standartu – 1/152 Efektivitātes novērtēšanas izmēģinājumu plānošana un analīze.
I pielikums
Pārbaudāmā kukaiņa (Trichogramma cacoeciae) bioloģija

Pieaugušie sievišķie īpatņi uzbrūk un parazitē Lepidoptera oliņas. To oliņas (0,1 mm garas) atrodas saimniekorganismā, un izšķīlušies kāpuri barojas ar saimniekorganisma embrija olas dzeltenumu.  Sugai ir trīs kāpuru attīstības stadijas, visās kāpuri ir maisveidīgi pēc izskata.  Tad seko priekškūniņa, kad parādās pieaugušu īpatņu pazīmes, un kūniņa. Trešās attīstības stadijas sākumā saimniekorganisma oliņas kļūst melnas, jo uz horiona iekšējās virsmas izgulsnējas melni graudiņi.
Šajos eksperimentos par saimniekorganismu izmanto Sitotroga cerealella oliņas. Laboratorijas apstākļos (16 stundas – gaismā, 28°C temperatūrā, 50-70% relatīvā mitruma apstākļos un 8 stundas – tumsā, 18°C temperatūrā, 80-90% relatīvā mitruma apstākļos) pieaugušo īpatņu ilgmūžība ir aptuveni 14 dienas, attīstības laiks ir aptuveni 13 dienas  un izdēto oliņu skaits ir aptuveni 30 uz vienu sievišķo īpatni.
II pielikums
Pārbaudāmā kukaiņa (Trichogramma cacoeciae) audzēšana
Minētajās pārbaudēs jāizmanto tikai veseli T. cacoeciae īpatņi, un to bojāejas pakāpe attīstības laikā nedrīkst pārsniegt 10%. Reproduktīvajām spējām jāpaliek nemainīgi augstām; to var pārbaudīt neapstrādātajos sprostos pārbaudes eksperimentu laikā.
Lai nekavējoties atklātu jebkādas ģenētiskas izmaiņas, kas varētu rasties ilgstošos parazīta audzēšanas apstākļos, regulāri jāveic salīdzināšana ar dabīgos apstākļos dzīvojošiem insektiem.
Ir izdevīgi audzēt T. cacoeciae laboratorijā mainīgos apstākļos (16 stundas – gaismā, 28°C temperatūrā, 50-70% relatīvā mitruma apstākļos un 8 stundas – tumsā, 18°C temperatūrā, 80- 90% relatīvā mitruma apstākļos). Ir uzskatāmi pierādīts, ka šie apstākļi, kas līdzīgi dabiskajiem apstākļiem, ir labvēlīgāki nekā nemainīgi apstākļi. Parazītus var audzēt cilindriskos stikla sprostos (aptuveni 25 cm garos un 10 cm diametrā). Barību (sk. V pielikumu) un saimniekorganisma oliņas maina trīs reizes nedēļā. Vienu trešdaļu parazitēto saimniekorganisma oliņu jāievieto atpakaļ katrā sprostā, lai nodrošinātu audzēšanas nepārtrauktību.
III pielikums
Saimniekorganisma –  Sitotroga cerealella –  audzēšana
Kviešus, kas nav apstrādāti ar insekticīdu, samaisa ar ūdeni un karsē kamerā līdz 70°C temperatūrai aptuveni sešas stundas. Šī procedūra palīdz graudus dezinficēt un darīt mīkstākus. Kviešus izvieto uz paliktņiem, kas inficēti ar S. cerealella oliņām un kas atradušies inkubatorā aptuveni trīs nedēļas 27 ± 2°C temperatūrā un 70 ± 10% relatīvā mitruma apstākļos. Paliktņus ar inficētajiem graudiem ievieto sprostos un izšķīlušos tauriņus savāc.
Oliņas savāc, ievietojot pieaugušos īpatņus mazākos sprostos, kam ir nerūsējošā tērauda aizslietņi. Pieaugušajiem tauriņiem netiek dots ne ūdens, ne barība. Sīkākai informācijai sk. Hassan (1981).
IV pielikums
Līmes ( traganth) pagatavošana

Izmanto smalku pulverveida traganth līmi (Merck, DAB 7, izstrādājuma Nr. 8405), kas ir pilnīgi nekaitīga T. cacoeciae. Traganth pulveri, pusi no tējkarotes, iemaisa destilētā ūdenī, lai iegūtu 50 ml maisījuma. Pēc 24 stundām maisījums kļūst balts, un tajā nav kunkuļu. Tad līme ir gatava lietošanai; tā jāuzglabā stikla traukā ar platu atveri, kas ievietots ledusskapī aptuveni 5-7°C temperatūrā.
V pielikums
Medus/agara barības pagatavošana
Barību pagatavo, izmantojot 120 g medus un 50 cm3 agara šķīduma. Lai nepieļautu sēnīšu vairošanos barībā, maisījumam pievieno 0,13 mg nipagīna M (Merck, izstrādājuma Nr. 6757), kas izšķīdināts 100 ml destilēta ūdens.  Maisījumam pievieno 2 g agara pulvera (gela stiprība 600 g uz cm-3) un karsē verdošā ūdens vannā, līdz tas pilnīgi izšķīdis. 50 ml šā šķīduma pievieno 120 g medus un maisījumu karsē, līdz tas kļūst viendabīgs. Barību uzklāj uz papīra strēmelēm, izmantojot injekciju šļirci. Piepildītu šļirci uzglabā konteinerā; tai pievienota adata, kas nepārtraukti iemērkta ūdenī, lai novērstu barības sacietēšanu un adatas aizsprostošanos. 
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