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Introducao

O percevejo-do-colmo, Tibraca limbativentris Stal (Heteroptera: Pentatomidae),
ocorre na maioria das regides orizicolas do Brasil (Ferreira et al., 1986), sendo mais
comum em cultivos irrigados. O nivel de dano econdmico causado por essa praga é
significativo, podendo ocasionar perdas de até 80% da producdo (Costa & Link,
1992; Ferreira et al., 1986). Nos arrozais, o inseto localiza-se preferencialmente na
base das plantas, proximo ao solo saturado por agua (Martins et al., 2004).

Mesmo o inseto habitando um ambiente com condi¢cdes micrometeorolégicas de
umidade e temperatura ideais ao desenvolvimento e disseminacdo do fungo
entomopatogénico M. anisopliae, sendo o fungo com maior potencial de infectar o T.
limbativentris (Martins et al., 2004), o indice de infec¢cdo desse inseto por este fungo
€ baixo, ndo sendo capaz de afetar significativamente a populacdo a niveis que nao
possam causar danos econdmicos (Rampelotti et al., 2007; Martins et al., 2004).

Segundo a literatura, (Sosa-Gomez et al., 1997; Borges et al., 1992) a baixa
susceptibilidade dos pentatomideos por fungos entomopatogénicos € atribuida a
aldeidos volateis presentes na cuticula dessa familia de percevejos.

Nesse contexto, este trabalho tem como objetivo isolar e identificar os compostos
volateis da glandula metatoracica de adultos e da cuticula de ninfas do T.

limbativentris e avaliar a fungitoxidade desses compostos ao M. anisopliae.

Materiais e Métodos
Insetos
Os insetos foram adquiridos de matrizes provindas de criatério localizado na

Embrapa Arroz e Feijdo. Os insetos foram alimentados unicamente de planta de



arroz da cultivar BR-IRGA-409 isenta de qualquer agroquimico.
Extracdo dos compostos quimicos do T. limbativentris

A extracdo dos compostos de ninfas de primeiro ao quinto instar foi feita por
maceracao de 50 mg exuvia de cada instar, com no maximo trés dias apos ecdise,
em hexano grau cromatografico por trés dias. Nos insetos adultos, os compostos
foram extraidos da glandula metatoracica, onde se retirou o tecido quitinoso
abdominal de doze machos e doze fémeas utilizando um bisturi, deixando a vista
uma estrutura ovoide de cor alaranjada, a glandula metatoracica. Com um tubo
capilar de vidro a glandula foi perfurada, extraida a mistura de substancias e
adicionada a 2mL de hexano grau cromatografico.
Elucidacao estrutural dos compostos quimicos

Parte de cada extrato foi concentrada para 0,5mL com fluxo de N, gasoso,
desidratado com Na,SO, e 1pL de cada extrato injetado em GC-MS (Shimadzu;
coluna cb5; 30m; 0,25 mm didmetro; 5% polissiloxina; espessura de 0,2 um;
temperatura do injetor 220 °C; temperatura inicial da coluna 60 °C; gradiente de
aquecimento de 3 °C/min; gas de arraste hélio, com @ = 1mL/min; volume injetado
de 0,3 pL; temperatura do detector de 80°C por ionizagdo de chama e MS modelo
QP5050A com ionizacao por impacto de elétrons (70 eV); varredura de 60 minutos).

Os espectros de massas obtidos e os indices de kovats calculados foram
comparados com a literatura (Moraes et al., 2008; Marques et al., 2007; Adams
2007). Para confirmar a elucidacdo dos compostos, foram injetados os padrdes
analiticos comerciais (E)- 2-hexenal, (E)-2-decenal, heptanal, dodecano, undecano,
tridecano e d-limoneno, todos da marca Sigma-Aldrich®.

Bioensaios.

Numa placa de Petri de 6cm de diametro contendo meio de cultura batata,
dextrose e agar (BDA) mais antibiotico tetraciclina, foram inoculados 2uL de uma
suspensdo de M. anisopliae 5x10’ conidios/mL. No mesmo ponto da inoculagéo
foram aplicados 30uL do extrato. Este procedimento foi realizado separadamente
para cada extrato, totalizando seis repeticbes por extrato, seis para a testemunha e
seis para o controle do solvente. Todas as placas foram lacradas com parafilme e
colocadas em incubadora do tipo BOD a 26 + 1°C, UR 70 + 10% e 12 horas de
fotofase. Apés 12 dias foram avaliadas se houve crescimento micelial do fungo.

Os compostos elucidados via GC-MS, foram testados por meio dos padrbes

comerciais (E)-2-decenal, (E)-2-hexenal, heptanal, decano, undecano e tridecano



(Sigma-Aldrich®). Os compostos foram diluidos para 0,1% com hexano de grau
cromatografico. O bioensaio com os compostos puros foi conduzido conforme
procedimento descrito anteriormente para 0 bioensaio do extrato bruto,
acrescentando a avaliacdo do crescimento vegetativo, que é a medida do diametro
da colbnia.

A concentracao inibitéria minima (CIM) dos compostos que inibiram totalmente o
desenvolvimento do fungo foi testada nas concentracdes de 0,1, 0,05, 0,025, 0,012,
0,003 e 0,0015%. O tratamento estatistico foi realizado com o software ASSISTAT®
versdo 7.5 beta (2008), através da analise ANOVA e as médias comparadas por
teste de Tukey, experimento inteiramente casualizado.

Resultado e Discussdes

Os compostos elucidados foram: d-limoneno, apenas em ninfas de primeiro instar;
tridecano e tetradecanal em todas as ninfas; (E)-2-hexenal, em ninfas de segundo a
quinto instar e adultos; undecano, dodecano, 4-oxo-(E)-2-hexenal, 4-oxo-(Z)-2-
hexenal, (E)-2-decenal e heptanal apenas em adultos. Os compostos tetradecanal,
4-ox0-(E)-2-hexenal e 4-oxo-(Z)-2-hexenal ndo foram confirmados por padroes
analiticos, no entanto, seus fragmentos de massa foram comparados com a
literatura, sendo compostos comuns nos pentatomideos (Moraes et al., 2008; Pareja
et al., 2007; Borges et al., 1992).

Todos os extratos de adultos e ninfas, exceto de primeiro instar, nao
apresentaram crescimento micelial ap6s 12 dias da inoculagdo do fungo.

Os tratamentos com os hidrocarbonetos apresentaram resultados semelhantes
ao controle (Tabela 1). O heptanal ndo impediu a germinacdo do fungo, porém o
crescimento micelial diferiu significativamente da testemunha (gl = 7,51; F. Krit (1%)
= 2,3813; f = 373,7681 e p < 0,001). No entanto, os aldeidos insaturados (E)-2-
hexenal e (E)-2-decenal apresentaram maior toxidade inibindo totalmente a
germinacdo do M. anisopliae. Resultado que corroboram com Soza-Gomez et al.
(1997) e Borges et al. (1993).

O ensaio de CIM demonstrou que o (E)-2-hexenal e o (E)-2-decenal inibiram o
crescimento dos fungos, respectivamente nas concentracdes de 0,012% e 0,003%,
demostrando alto potencial fungitéxico desses compostos (Tabela 2).

De acordo com os dados espectrais, os aldeidos insaturados nédo foram

detectados em ninfas de primeiro instar, fato que pode justificar a maior



susceptibilidade do inseto nesse estagio. Rampelotti et al. (2007) observou que mais
de 80% de uma populacéo de ninfas de primeiro instar de T. limbativentris infectadas
por M. anisopliae ndo alcangaram o segundo instar. Constatou ainda que os adultos
desse inseto sdo consideravelmente menos susceptiveis ao M. anisopliae
comparado com 0s outros estagios de desenvolvimento do inseto. Isto pode ser
atribuido ao fato do (E)-2-decenal estar presente apenas em adultos, sendo este

composto o0 mais fungitoxico.

Tabela 1 — Crescimento vegetativo do M. anisopliae.

Diametro da colénia (mm) Diametro da coldnia (mm)
Tratamentos Tratamentos
(n =6) (n=6)
Testemunha 34,02 + 2,0a Testemunha 34,02 + 2,0a
Controle do solvente® 3091+28a Controle do solvente* 3091+28a
Decano 29,85+ 49ab Heptanal 21,50+ 7,2b
Undecano 31,00+ 29a (E)-2-hexenal Oc
Tridecano 3503+ 1,8a (E)-2-decenal Oc

As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si. Foi aplicado teste
de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.(gl = 7,51; F-Krit(1%) = 2,3813; F= 373,7681 e p < 0,001).

Tabela 2 - Resultados da CIM

T T mtam et~ L MNiArmmtrm Ada ~lA ~ Tratermmemt~ L NiArtre Ao o~ A~

Tratamento Diametro da col6nia Tratamento Diametro da col6nia
Testemunha 29,20+x182a Testemunha 29,20+x1,82 a
Controle solvente® 28,32 +298a Controle solvente® 28,32 +2,98 a
H0,1% Oc D0,1% Ob
H 0,05% Oc D 0,05% Ob
H 0,025% Oc D 0,025% 0b
H 0,012% Oc D 0,012% 0b
H 0,006% 25,68+ 1,02b D 0,006% 0b
H 0,003% 27,80+ 0,94 a D 0,003% 0b
H 0,0015% 28,22+143a D 0,0015% 27,19+3,79 a

As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si. Foi aplicado teste
de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade. ?0 solvente utilizado foi hexano grau cromatografico; H =
(E)-2-hexenal, D= (E)-2-decenal. 1(gI = 15,64; F-Krit=2,6685; F =404,2216; p<0,001).

A identificacdo de substancias fungitoxicas nos pentatomideos, abre
oportunidade para novas pesquisas com interesse de induzir a isolados eficientes do
fungo M. anisopliae maior resisténcia a estes compostos. Podendo assim,

estabelecer um programa mais eficiente de controle biolégico dessa praga,



reduzindo as aplicagbes de agrotoxicos nos agroecossistemas.
Concluséo

Concluimos que a baixa mortalidade do T. limbativentris por M. anisopliae em
experimentos de laboratério pode ser atribuida a compostos fungitoxicos presente
na cuticula do percevejo. Os compostos (E)-2-hexenal e (E)-2-decenal apresentaram
alto potencial fungitoxico ao M. anisopliae, podendo esses compostos ser
responsaveis pela baixa infeccdo em ninfas de segundo ao quinto instar e adultos do

percevejo-do-colmo ao fungo.
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