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RESUMO

LIMA, Barbara Soares Amoroso, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, julho de
2018. Interacao entre Pentatomidae predador e fitéfago: secrecao das glandulas
metatoracicas. Orientador: José Eduardo Serrdo.

Os Pentatomidae s3o representados pelos percevejos que produzem em suas
glandulas metatoracicas, substancias quimicas volateis com odores desagradaveis
que funcionam como feromonios de alarme e alomodnios de defesa contra inimigos
naturais. O conteudo glandular dos percevejos fitofago Euschistus heros e predador
Podisus nigrispinus foi analisado com o objetivo de comparar a interagdo quimica e
comportamental entre as duas espécies provocadas pela secrecdo glandular. O
conteudo das glandulas foi analisado por meio de uma cromatografia de fase gasosa
acoplada a um espectrometro de massas (GC/MS), e a uma cromatografia de fase
gasosa acoplada a um detector de ionizacdo de chama (GC/FID). As respostas
comportamentais das espécies as secregdes glandulares foram observadas através de
um sistema de rastreamento de video. Em P. nmigrispinus, foram identificados
dezessete compostos sendo o tridecano o mais abundante (16,43%). Em E. heros,
foram identificados vinte e dois compostos, dos quais o dodecano se apresentou
como o mais abundante (21,74%). Nao houve diferenga qualitativa nas substancias
produzidas por machos e fémeas de mesma espécie. (E£)-hex-2-enal, tridecano e
tetradecano foram encontrados em ambas as espécies. A secre¢ao das glandulas de P.
nigrispinus € E. heros, mostraram efeitos subletais repelentes e irritantes entre as
espécies e entre os sexos, 0 que comprova a funcionalidade defensiva das glandulas
metatoracicas € suas ag¢des como feromodnios ou alomomios. A variedade, a
associacdo entre os compostos e a diferenca nas abundancias de cada um podem
explicar a diferenca no odorante dos fitofagos e predadores, bem como entre machos
e fémeas coespecificos. Os compostos podem, dessa forma, contribuir com estudos
futuros avaliando os efeitos de compostos isolados e em sinergismo, testar a
toxicidade das moléculas em outros insetos e atuar como uma potencial fonte
alternativa de inseticidas ou repelentes, colaborando para o desenvolvimento de

estratégias sustentaveis para controle de pragas agricolas.



ABSTRACT

LIMA, Béarbara Soares Amoroso, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, July, 2018.
Interaction between predator and phytophagous Pentatomidae: metathoracic
glands secretion. Adviser: Jos¢ Eduardo Serrao.

Pentatomidae are stink bugs that produce volatile chemicals in their metathoracic
glands with unpleasant odors that function as alarm pheromones and defense against
natural enemies. The metathoracic glandular content of the phytophagous insect
Euschistus heros and its predator Podisus nigrispinus was analysed to compare the
chemical and behavioral interactions between these species. Glandular content was
evaluated by gas chromatography coupled to a mass spectrometer (GC/MS), and gas
chromatograph analysis equipped with a flame ionization detector (GC/FID). The
behavioral responses of these species to the glandular secretions were analysed with
video tracking system. In P. nigrispinus, 17 compounds were identified and tridecane
was the most abundant (16.43%). In E. heros, 22 compounds were identified with
dodecane with higher proportion (21.74%). There were no qualitative composition
differences in the substances produced by males and females of the same species. (E)
-hex-2-enal, tridecane and tetradecane were found in both species. The glands
secretion of the glands of P. nigrispinus and E. heros showed repugnant and irritating
effects between the species and between the sexes, which proves the defensive
function of the metathoracic glands secretion as pheromone or allomone. The variety,
the association between chemical compounds and differences in proportions of each
one, may explain the difference in the odorant of phytophagous and predators, as
well as between males and females. The metathoracic gland secretion may
contributes to future studies evaluating the effects of isolated compounds and in
synergism, to test the toxicity of the molecules in other insects and to act as a
potential alternative source of insecticides or repellents, in order to the development

of sustainable strategies for control of agricultural pests.

Vi



1. Introducao

Os insetos frequentemente possuem vdrias estratégias de defesa contra
predadores ou invasores, como: respostas do sistema imunoldgico, mimetismo,
estratégias de defesa coletiva, autotomia (auto-mutilagdo), camuflagem,
aposematismo (sinais de alarme como colora¢do), defesa quimica dentre outros. Os
compostos quimicos de defesa tém papel vital em muitos aspectos do comportamento
de Coleoptera, Heteroptera, Hymenoptera e Lepidoptera (Gullan & Cranston, 2014).

Hemiptera inclui além de outros insetos os percevejos, formando uma ordem
com muitas espécies predadoras, sugadoras de plantas (algumas, pragas importantes
de cultivos) e vetores de doencas humanas e veterinarias (Triplehorn & Johnson
2011). Dentre os Hemiptera, os representantes de Heteroptera apresentam glandulas
dorsais abdominais nos estagios ninfais e glandulas metatordcicas nos adultos,
comumente conhecidas como glandulas de cheiro (Staddon, 1979; Carver et al.,
1994).

Essas glandulas produzem substancias quimicas volateis que atuam
principalmente nas estratégias de defesa contra inimigos naturais e/ou
microorganismos, feromonio de alarme e podem também agir como feromonio de
agregacao (Remold, 1963; Staddon, 1979; Pareja, 2007). Em percevejos adultos, as
substancias quimicas volateis sdo produzidas por um par de glandulas odoriferas e
secretadas através do sistema tordcico eferente externo (Staddon, 1979). O sistema
toracico eferente externo ¢ composto por ostiolo, peritrema e evaporatdrio (Staddon,
1979; Martinez et al., 2017). No interior do metatérax, ha um par de glandulas
odoriferas de origem epidérmica revestida por uma cuticula continua (Staddon, 1979;
Martinez et al., 2017).

As mudancas do odorante produzido pelas glandulas odoriferas
metatoracicas, podem ocorrer devido ao tipo de alimento que consomem e ao grau de
especializacao alimentar (Aldrich, 1988; Pareja et al., 2007; Khan et al., 2008). A
intensidade do odorante e a quantidade de substincias que compdem o extrato
glandular pode diferir entre percevejos hematdfagos, fitdfagos, zoofagos,
fitozodfagos ou zoofitofagos (Aldrich, 1988; Khan et al., 2008).

As glandulas odoriferas metatoracicas de Pentatomidae t€ém uma elevada
atividade secretora, principalmente na producdo de hidrocarbonetos (Nagnan et al.,

1994; Durak & Kalender, 2009; Martinez et al., 2017). Nos fitéfagos, essa secre¢do ¢
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rica em alcanos Cg, Cg e Cio, enquanto nos predadores, ¢ rica em (£)-2-hexenal, (E)-
2-octenal e monoterpendides, tornando-se mais complexa a composi¢do do cheiro
produzido nos Asopinae (Aldrich et al., 1984; Lockwood & Story, 1985).

Podisus nigrispinus Dallas (Heteroptera: Pentatomidae: Asopinae) ¢ uma
espécie zoofitéfaga, utilizada em programas de controle bioldgico, culturas agricolas
e ecossistemas florestais. Alimenta-se principalmente de lepiddpteros, coledpteros e
himendpteros (Moura & Grazia, 2011; Neves et al., 2010, Panizzi et al., 2000;
Zanuncio et al., 1996).

Outros representantes de Asopinae também se destacam pela importancia no
controle biologico, os quais tém estimulado estudos relacionados ao
desenvolvimento, morfologia, reproducgdo, interacdo predador-presa, estratégias de
alimentagdo (como a digestdo extraoral) e estratégias de ataque ou defesa (Zanuncio
et al., 1996; Cohen, 1998, Lemos et al., 2001, 2005; Moura & Grazia, 2011;
Martinez et al., 2014, 2016, 2017).

Euschistus heros Fabricius (Hemiptera: Pentatomidae: Pentatominae) ¢ praga-
chave da cultura de soja em varias regides do Brasil (Panizzi & Slansky Jr., 1985).
Esse inseto ¢ considerado de importancia econdmica pois suga diretamente os tecidos
das sementes, resultando em uma redugao do contetdo de 6leo e taxa de germinagao,
0 que consequentemente afeta a producdo e a qualidade dos graos (Panizzi & Slansky
Jr., 1985; Panizzi et al., 2000; Depieri & Panizzi, 2011; Azambuja et al., 2013;
Castellanos et al., 2017).

Podisus nigrispinus ¢ encontrado na soja durante todo o ciclo da cultura e tem
uma relagdo natural de predagdo principalmente pelos ovos e ninfas de E. heros. Sdo
capazes de se estabelecer e se manter presentes na cultura mesmo com a populacdo
de pragas-chave em baixa, atuando como bons controladores (Saini, 1994; Medeiros
et al., 1997; Zanuncio et al., 1997).

Os odorantes liberados pelas glandulas metatoracicas mediam a relagao entre
predador e fitéfago e baseado nesse fato hipotetizamos que, existem diferengas na
composicdo quimica entre eles. Nesse sentido, este estudo comparou a interagdo
quimica e comportamental entre P. nigrispinus ¢ E. heros mediada pela secre¢ao das
glandulas metatoracicas, contribuindo para a compreensdo das relagdes ecologicas

entre o predador e fitofago.



2. Material e métodos

Insetos

Adultos de P. nigrispinus foram obtidos da criacdo massal no Laboratorio de
Controle Biologico do Instituto de Biologia Aplicada a Agricultura e Pecuaria
(Bioagro, Universidade Federal de Vigosa, Minas Gerais, Brasil), mantida a 25 + 2
°C, umidade relativa de 75 + 5% e 12 h fotofase. Esses insetos foram mantidos em
gaiolas e alimentados com pupas de Tenebrio molitor L. (Coleoptera: Tenebrionidae)
e folhas de Eucalyptus grandis (W. Hill ex. Maiden) ad libitum (Lemos et al., 2005).

Adultos de E. heros foram obtidos da criacdo massal do Laboratorio de
Fisiologia e Neurobiologia de Invertebrados (Universidade Federal de Vigosa, Minas
Gerais, Brasil), mantidos a 27 + 2 °C, 70 £ 10% de umidade relativa, e fotoperiodo
de 14:10 h luz: escuro. Os insetos foram mantidos em potes grandes de plastico com
telas nas tampas, foram alimentados ad /libitum com vagens de feijdo (Phaseolus
vulgaris L.) e graos de soja (Glycine max L.), amendoim (Arachis hypogaea L.)

(Fabaceae) e girassol (Helianthus annuus L.) (Asteraceae) (Borges et al., 2006).

Extratos das glindulas metatoracicas

Percevejos adultos machos (n = 25) e fémeas (n = 25) de cada espécie com
idade entre 10-15 dias foram crioanestesiados a -4 °C durante 2 minutos. Os insetos
foram colocados individualmente em placa de petri para que as glandulas pudessem
ser retiradas. Com uma tesoura de dissecagdo, cortou-se a cabeca, seguido das pernas
e asas. As laterais do corpo foram abertas com o tdrax voltado para cima e as
glandulas metatoracicas retiradas e transferidas para 100 puL de hexano, sonicadas
por 30 min. A seguir, os extratos das glandulas metatoracicas foram analisados em
cromatografo de fase gasosa (CG-17A, Shimadzu, Kyoto, Japao) equipado com um
detector de ionizacdo de chama (FID) em triplicata. As seguintes condigdes
cromatograficas foram utilizadas: uma coluna capilar de silica fundida DB-5 (30 m x
0,22 mm i.d. x 0,25 um; Bellefonte, USA), gas transportador N> a uma taxa de fluxo
de 1,8 mL min’!; temperatura do injetor 220 °C; temperatura do detector 240 °C;
temperatura da coluna programada para comegar a 40 °C (isotérmica restante durante

2 min) e depois aumentada a 3°C/ min™ até 240 °C (isotérmica restante a 240 °C



durante 15 min); volume de inje¢do 1 uL (1% p/v em hexano); razdo de divisdo 1:10;
pressdo da coluna 115 kPa.

Os compostos das glandulas metatoracicas foram analisados qualitativamente
utilizando um cromatégrafo gasoso acoplado a um detector de massas CG/MS
(CGMS-QP 5050A; Shimadzu, Kyoto, Japao). As temperaturas do injetor e do
detector foram 220 °C e 300 °C, respectivamente. A temperatura inicial da coluna foi
de 40 °C durante 3 min, com um aumento de temperatura programado de 3 °C/min
para 300 °C, mantido durante 25 min. A propor¢ao modo “split” foi de 1:10. Um
microlitro de cada extrato das glandulas metatoracicas contendo 1% (w/v em hexano)
foi injetado, o hélio foi utilizado como gas transportador com uma constante de taxa
de fluxo de 1,8 mL! na coluna capilar Rtx®-5MS (30 m, 0,25 mm i.d. x 0,25 pum;
(Bellefonte, USA), utilizando a fase estaciondria Crossbond® (35% difenil- 65%
dimetil polissiloxano). O espectrometro de massa foi programado para detectar
massas na gama de 29-450 Da com 70 eV de energia de ionizagdo. Os compostos
foram identificados por comparacdo dos espectros de massa disponiveis nas
bibliotecas do “National Institute of Standards and Technology” (NIST08, NIST11),
Base de Dados Wiley Spectroteca (7* edig¢do) e pelos indices de Retengdo (indice de
Kovats).

As dareas sob os picos dos cromatogramas foram transformados de acordo
com as formula Z = In[A,/g(Ap)], onde A, foi a area do pico, e g(Ap) ¢ a area média
geométrica do pico (Aitchison, 1986). Os dados das areas dos perfis das moléculas
quimicas identificadas foram submetidos a andlise univariada usando matriz de
similaridade (Coeficiente de correlagdo de Pearson, P <0,05; P <0,01) para conferir a
variabilidade da composicdo do produto das glandulas metatoracicas. As relacdes
entre as moléculas quimicas identificadas e a composicao do cheiro (entre espécies e
o sexo) foram correlacionadas com a Andlise de Componentes Principais (ACP) com
rotacdo Varimax e sem a transformacdo dos dados. Os valores da abundancia
correspondentes as andlises quimicas quantitativas e qualitativas foram adicionados
como uma variavel passiva ao biplot usando seu coeficiente de correlagdo para o
primeiro componente. Em adicdo, a Andlise Fatorial Discriminante (AFD) foi
utilizada para classificar quatro grupos (machos, fémeas e as espécies) usando os

perfis das moléculas existentes entre os grupos. Andlise do Coeficiente de correlagdo



de Pearson, ACP e AFD foram realizadas com o programa XLSTAT v. 7.5 para

Windows®.

Resposta comportamental

Percevejos adultos machos (n = 25) e fémeas (n = 25) de cada espécie com
idade entre 10-15 dias foram crioanestesiados a -4 °C durante 2 minutos e as
glandulas metatoracicas dissecadas e transferidas para um frasco contendo 100 pL de
hexano e sonicadas por 30 min. Os bioensaios de respostas comportamentais foram
realizados para avaliar as interagdes entre P. nigrispinus ¢ E. heros expostos aos
extratos da glandula metatoracica do macho e fémea de ambas as espécies (Fig. 1).
Um total de 80 insetos (4 percevejos x 5 repeticdes x 4 tratamentos) de cada espécie
e sexo foram utilizados para o teste de escolha dos quatro extratos em delineamento
inteiramente casualizado de acordo com métodos previamente descritos (Guedes et
al., 2009; Cordeiro et al., 2010). Para a resposta de cada percevejo, foi utilizado um
frasco da mistura, ou seja, quatro frascos por tratamento. Os insetos foram
transferidos individualmente para uma arena aberta que consistia em placa de Petri
(0 90 mm % 15 mm de altura) com um papel filtro (Whatman No. 1) fixado com cola
branca; as paredes internas foram cobertas com politetrafluoroetileno (PTFE)
Teflon® (Dupont, Wilmington, DE, EUA) para evitar a fuga dos insetos. Metade da
area da arena foi tratada com 100 pL do extrato da glandula em hexano (Tabela 1).
No controle, metade da arena foi tratada com hexano somente. Um adulto de cada
espécie foi liberado em seu centro e deixado por 10 min na arena. O movimento de
cada inseto dentro da arena durante este periodo foi gravado usando uma camera de
video Canon® NTSC (XL1 3CCD, Canon EUA, Lake Success, NY), equipada com
uma lente de video 16x (zoom XL 5.5-88 mm) e transferida digitalmente a um
computador para posterior analise usando sistema de rastreamento de video
ViewPoint LifeSciences (Montreal, Quebec, Canadd). As medidas tomadas com o
sistema de rastreamento incluiram a distancia percorrida e, tempo parado em cada
metade da arena. Os insetos que permaneceram menos de um segundo na metade da
arena tratada com extrato foram considerados repelidos, enquanto aqueles que
permaneceram menos que 50% do tempo na metade tratada, foram considerados
irritados (indicados pelas faixas representativas de caminhamento). Nao houve

mortalidade dos insetos durante o bioensaio comportamental. Os dados de resposta
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comportamental foram analisados com Analise de varidncia (ANOVA One-way) € o
teste Honestamente Significativo de Tukey (HSD) também foi usado para comparar
as médias dos tratamentos a 5% de significancia usando SAS (v. 9.0) para Windows®

(SAS Institute, 2002).

P. nigrispinus &

Extrato glandular Extrato glandular

P, nigrispinus &

de E. heros 7

de P nigrispinus &

P. nigrispinus &

P. nigrispinus &

Extrato glandular Extrato glandular
de P nigrispinus ¢ de E. heros ©

Figura 1. Esquema das interagdes comportamentais intra- e interespecifica entre o percevejo
predador Podisus nigrispinus e o percevejo fitofago Euschistus heros causadas pelos extratos

das glandulas metatoracicas.

3. Resultados

Na composi¢do da glandula metatoracica de machos e fémeas de P.
nigrispinus foram identificados 17 compostos, representando 96,3% da composi¢ado
total (Figs. 2A-B, tabela 1) sem diferengas qualitativas entre os sexos. Os compostos
encontrados foram: tridecano (3=15,70%; $=17,17%), (E)-hex-2enal (J=1,22;
?=19,91%), 2-metilpentadecano (3=11,10%; 9=2,91%), 2-metilheptadecano
(3=10,71%; 2=3,10%), 2-metilloctadecano (3=9,21%; 9=3,23%), hexadecano
(3=9,51%; 9=2,66%), tetradecano (3=4,15%; $=7,38%), 1,7-nonadien-4-ol, 4,8-
dimetil (3=1,92%; $=8,22%), ndo identificado 16 (3=5,99%; 9=3,65%), ndo
identificado 15 (3=5,59%; 9=3,67%), alil pentil éter (3=6,15%; 2=2,60%), but-3-
in-1-ol (3=0,73%; 9=7,60%), ndo identificado 14 (3=4,37%; 2=3,46%), ndo

identificado 17 (3=3,38%; 2=3,16%), 2-metilundecano (3=2,19%; 9=3,48%), alil
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metalil éter (3=1,22%; 9=3,22%), e acido (2E)-2-hexendico (3=0,85%; 2=3,09%).
A diferenca quantitativa foi representada pelo (£)-hex-2-enal, que ocorreu em maior
abundancia na fémea (19,91%) que no macho (1,22% ).

Em machos e fémeas de E. heros, um total de 22 compostos foram
identificados, representando 98,36% da composigdo total (Figs. 2C-D, tabela 1) sem
diferencas qualitativas entre os sexos. Os compostos foram: dodecano (3=29,98%;
©=13,51%), metil 3,6-dimetil-5- oxoheptanoato (3=15,60%; 2=13,05%), acido
hexandico, 2-hexenil éster (3=9,44%; 9=12,54%), 2-metiltetracosano (J3=5,36%;
9=7,75%), heptacosano (3=4,21%; 9=7,05%), docosano (3=4,72%; 9=5,25%),
octadecano, 9-etil-9-heptil- (3=3,18%; $=5.54%), 4acido (E)-hex-2-endico
(3=1,74%; 9=4.67%), nonacosano (3=2,56%; $=3,76%), acetato [(E)-undec-2-
enil] (8=1,13%; 92=0,80%), pentan-1-ol (3=1,36%; 9=4,70%), acetato (2E)-2-
decenil (3=3,08%; $9=1,38%), 4-ox0-(E)-2-hexenal (3=1,02%; 9=3,26%),
pentadecan-1-ol  (3=2,15%; =1,73%), Oxido 1,2-hexadecano (J3=2,67%;
?=1,13%), (E)-hex-2-enal (3=1,89%; 2=2,41%), tridecano (3=1,23%; 9=1,76%),
[(Z)-hex 2-enil]acetato (3=1,13%; 9=1,81%), (E)-octdec-10-enal (3=2,98%;
?=3,29%), tetradecano (3=1,36%; 2=0,73%), e octanal (3=0,92%; $=0,50). Nessa
espécie, a diferenca quantitativa foi representada pelo dodecano, com maior

abundancia no macho (29,98%) que na fémea (13,51%).



1.0x10%7 - 2000000+
-] 1"
i 8000000.0 1500000
- 4 10
§ 6000000.0-
S 1000000
5 4000000.0 o . wl e
17
2000000.0- [ \ ‘ JJ 500000+
1 2 a5
N N | 0
o T T T 1 v T
5 10 15 20
Tempo (minutos)
C
2000000+ 1500000.0-
1500000
1000000.0-]
1000000
500000.04
500000+ N ,
1 | ‘Agmﬂp
0 T 1 0.0
15 20

Figura 2. Cromatogramas dos compostos das glandulas metatoracicas de Podisus
nigrispinus macho (A), fémea (B): but-3-in-1-ol (1), (E)-hex-2-enal (2), 4acido (2E)-
2-hexendico (3), alil pentil éter (4), alil metalil éter (5), tridecano (6), 1,7-nonadien-
4-ol, 4,8-dimetil (7), 2-metilundecano (8), tetradecano (9), hexadecano (10), 2-
metilpentadecano (11), 2-metilheptadecano (12), 2-metiloctadecano (13), nao
identificado (14), ndo identificado (15), ndo identificado (16) e nao identificado (17).
Euschistus heros macho (C) e fémea (D): (E)-hex-2-enal (1), 4-oxo0-(E)-2-hexenal
(2), [(£)-hex 2-enil]acetato (3), acido (E)-hex-2-endico (4), (E)-oct-2-enal (5),
octanal (6), pentan-1-ol (7), metil 3,6-dimetil-5- oxoheptanoato (8), dodecano (9),
(2E)-2-decenil acetato (10), acido hexanoico, 2-hexenil éster (11), tridecano (12),
(2E)-2-undecenil acetato (13), tetradecano (14), o6xido 1,2-hexadecano (15),
pentadecanal (16), (10E)-10-octadecenal (17), docosane (18), 2-metiltetracosano
(19), heptacosano (20), octadecano, 9-etil-9-heptil- (21), nonacosane (22).



Tabela 1. Composic¢ao quimica das glandulas metatoracicas de P. nigrispinus ¢ E. heros. Ri,
indice de retencdo; A, abundancia relativa (%); Rt, tempo de retengdo;, MM, massa

molecular; m/z, massa do fragmento/carga (+1)

P. nigrispinus E. heros
Composto
Ad AQ Ad AQ Ri Rt MM  mk

but-3-in-1-ol 0.73+£0.07  7.60+0.36 - - 807 5.108 71  70.09
(E)-hex-2-enal 1.2240.12  19.9+0.57 1.89+1.49 2.41+0.05 814 4233 98 98.14
4-0x0-(F)-2-hexenal - - 1.02+0.03  3.26+0.07 1431 5.617 177 103.0
(2E)-2-4cido hexenoico 0.85+0.09 3.09+0.15 - - 2112 7.133 290 93.00
[(2)-hex 2-enil]acetato - - 1.13£0.03  1.81+£0.04 982 5.892 142 142.1
Alil pentil éter 6.15£1.01 2.60+0.12 - - 1313 7.433 184 128.1
(E)-acido hex-2-endico - - 1.74+0.05 4.67+£0.10 1042 6.083 114 114.1
Alil metalil éter 1.22+£1.12  3.22+40.15 - - 1212 8.000 154 112.1
oct-2-enal - - 1.64+0.05 0.75+£0.01 1045 6.267 126 126.1
Tridecano 15.7£1.30  17.1£0.40 1.23+0.04 1.76+0.04 1300 8.158 184 184.3
Octanal - - 0.92+0.03 0.50+0.01 1247 6.592 128 1282
pentan-1-ol - - 1.36+0.44 4.70+£0.10 1248 6.950 116 88.15
metil 3,6-dimetil-5- - - 1564049 13.0£029 1349 7.150 186 101.0
oxoheptanoato

(lﬁzr;gglnadie“""oh 4.8 1.92+0.44  8.22:0.40 - - 1182 9.625 168 67.05
2-metilundecano 2.194+0.22  3.48+0.16 - - 1349 1385 198 1703
Dodecano - - 29.9+0.48 13.5£0.34 1200 7.400 170 170.3
Tetradecano 4.15+£0.42 7.3840.21 1.36+£0.44 0.73£0.01 1400 9.450 268 198.3
(2E)-2-decenil acetato - - 3.07£0.09 1.38+0.03 1109 7.558 170 198.3
?S‘;i‘rio hexandico, 2-hexenil - - 9.44:030 12.5:0.27 1389 7.892 198 100.0
Hexadecano 9.51£0.67 2.66+0.12 - - 1349 1480 198 2264
2-metilpentano 11.1+1.44 291+0.14 - - 1349 1523 198 2264
[(E)-undec-2-enil] acetato - - 1.13£0.03  0.80+0.02 1489 8.850 212 2123
1,2- 6xido hexadecano - - 2.67+0.08 1.13+0.02 1702 13.18 240 83.05
Pentadecan-1-ol - - 2.15£0.07 1.73£0.04 1690 13.63 170 2264
(E)-octadec-10-enal - - 2.98+0.09 3.29+0.07 1863 13.97 266 266.4
Docosano - - 4.72+£0.15 5.25+0.40 2200 14.40 352 310.6
2-metilheptadecano 10.7£0.99  3.10+0.15 - - 1349 1575 198 2545
2-metiloctadecano 9.21£0.27  3.23%0.15 - - 1349 1627 198 268.5
2-metiltetracosano - - 5.36+£0.31 7.75£0.17 2456 15.09 496 352.6
Nio identificado(14) 4.37+0.44  3.46+0.32 - - 1349 1685 198 85.10
Heptacosano - - 4.21+0.13 7.05+0.15 2700 15.15 352 380.7
Octadecano, 9-etil-9-heptil- - - 3.18+0.10 5.54+0.12 2804 1543 496 280.8
Nonacosano - - 2.56+0.08 3.76+0.08 2900 15.63 380 408.7
Nio identificado(15) 5.59+£0.56 3.67+0.17 - - 1746 17.49 254 85.05
Nio identificado(16) 5.99+0.50 3.65+0.31 - - 1746 18.25 254 85.05
Nio identificado(17) 3.38+0.34  3.16+0.15 - - 1746 19.10 254 85.10




Para avaliar a associacdo entre as moléculas quimicas identificadas nas
espécies, os perfis dessas moléculas foram analisados pela correlagdo de Pearson, a
qual indicou associag¢des positivas maiores que 0,75 (Fig. 3, tabela 2).

Os componentes principais obtidos a partir da abundancia dos compostos
representaram 83,23% da variagdo total. O primeiro componente principal obtido na
andlise foi determinado pelos constituintes das glandulas metatoracicas de machos e
fémeas de E. heros e explicou 45,91% da variancia. O segundo componente foi
determinado pelos constituintes das glandulas metatoracicas de machos e fémeas de
P. nigrispinus e explicou 37,32% da variancia. Os constituintes foram separados em
dois grupos sendo (F£)-hex-2-enal, , tridecano e tetradecano associados para ambas as
espécies (Fig. 4).

A classificagdo baseada na AFD revelou 100% de alocacao correta de todos
os constituintes selecionados ao grupo predito (Fig. 5), sendo que para ambas as
espécies de percevejos e sexos, todos os grupos foram completamente separados. Os
compostos (E)-hex-2-enal, tridecano e tetradecano discriminaram 100% as espécies e

sexos (A= 2.39E7; P<0.0001).
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Figura 3. Correlacdo de Pearson dos compostos identificados nas glandulas metatoracicas de Podisus nigrispinus € Euschistus heros.
Escala de cor (vermelho) correspondem aos valores com associagdes positivas significativas (P < 0,05). Valores em negrito representam
associacgoes positivas significativas (P< 0,01).
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Tabela 2. Associagdo positiva entre os constituintes das glandulas metatoracicas.

Composto Associagdes
but-3-in-1-ol (E)-hex-2-enal, (2E)-2-acido hexanoico, alil metalil éter, 1,7-nonadien-4-o0l4,8-dimetil, 2-
metilundecano e tetradecano
oct-2-enal Octanal, metil3,6-dimetil-5-oxoheptanoato, dodecano, 4cido hexandico2-hexenil éster, [(£)-undec-2-

(E)-hex-2-enal

tridecano

4-0x0-(E)-2-hexenal

octanal

(2E)-2-4cido
hexendico
pentan-1-ol

[(Z)-hex-2-

enil]acetato

metil3,6-dimetil-5-
oxoheptanoato

Alil pentil éter

1,7-Nonadien-4-014,8-
dimetil

Acido (E)-hex-2-
enodico
2-Metilundecano

Alil metalil éter
Dodecano

(2E)-2-Decenil
acetato
Tetradecano

Acido hexandico 2-
hexenil éster
Hexadecano

2-Metilpentadecano

[(E)-undec-2-enil]
acetato
1,2-6xido hexadecano

Pentadecanal

(E)-octadec-10-enal
Docosano
2-Metilheptadecano
ndo identificado 14
2-Metiloctadecano
Heptacosano
2-metiltetracosano
ndo identificado 15

Octadecaneo9-¢til-9-
heptil-
ndo identificado 16

enil] acetato, 1,2-hexadecano 6xido, pentadecanal, (£)-octadec-10-enal, docosano, 2-metiltetracosano
€ nonacosano

(2E)-2-4cido hexendico , alil metalil éter, 1,7-nonadien-4-o0l4,8-dimetil, 2-metilundecano e
tetradecano

1,7-nonadien-4-o0l4,8-dimetil, 2-metilundecano, tetradecano, hexadecano, 2-metilpentadecano, 2-
metilheptadecano, 2-metiloctadecano, ndo identificado 14, ndo identificado 15, ndo identificado 16 ¢
ndo identificado 17

[(Z)-hex-2-enil]acetato, acido (£)-hex-2-endico, pentan-1-ol, metil3,6-dimetil-5-oxoheptanoato, acido
hexanoico 2-hexenil éster, (£)-octadec-10-enal, docosano, 2-metiltetracosano, heptacosano,
octadecano9-etil-9-heptil- e nonacosano

metil3,6-dimetil-5-oxoheptanoato, dodecano, acido hexanoico 2-hexenil éster, [(£)-undec-2-enil]
acetato, 1,2-6xido hexadecane , pentadecanal, (E)-octadec-10-enal, docosano, 2-metiltetracosano,
heptacosano, octadecano9-etil-9-heptil- e nonacosano

Alil metalil éter, tridecano, 1,7-nonadien-4-0l4,8-dimetil, 2-metilundecano, tetradecano, ndo
identificado 14

Acido hexandico 2-hexenil éster, (E)-octadec-10-enal, docosano, 2-metiltetracosano, heptacosano,
octadecano9-etil-9-heptil-, nonacosano

(E)-acido hex-2-enodico , octanal, pentan-1-ol, metil3,6-dimetil-5-oxoheptanoato, acido hexadoico 2-
hexenil éster, [(£)-undec-2-enil] acetato, pentadecanal, (E)-octadec-10-enal, Docosano, 2-
metiltetracosano, Heptacosano, octadecano9-etil-9-heptil- e nonacosano

Dodecano, acido hexanoico 2-hexenil éster, [(E)-undec-2-enil] acetato, 1,2-hexadecano oxido,
pentadecanal, (E)-octadec-10-enal, docosane, 2-metiltetracosano, heptacosano, octadecano9-etil-9-
heptil- e nonacosano

Tridecano, (2E)-2-decenil acetato, hexadecano, 2-metilpentadecano, 2-metiloctadecano, ndo
identificado (14), ndo identificado (15), ndo identificado (16),nd0 identificado (17)
2-metilundecano, tetradecano e nio identificado 17

pentan-1-ol, metil3,6-dimetil-5-oxoheptanoato, acido hexanoico 2-hexenil éster, pentadecanal, (E)-
octadec-10-enal, docosano, 2-metiltetracosano, heptacosano, octadecano9-etil-9-heptil- e nonacosano
Tetradecano, ndo identificado 14, nao identificado 15, ndo identificado 16 e ndo identificado 17

Tridecano, 1,7-nonadien-4-o0l4,8-dimetil, 2-metilundecano, tetradecano, nio identificado (14), ndo
identificado (17)

Acido hexandico 2-hexenil éster, [(E)-undec-2-enil] acetato, 1,2-6xido hexadecane , pentadecanal,
(E)-octadec-10-enal e docosane, 2-metiltetracosano e nonacosano

hexadecano, 2-metilpentadecano, 2-metilheptadecano, 2-metiloctadecano, ndo identificado 15, ndo
identificado 16

ndo identificado 14, ndo identificado 15, e ndo identificado 17

[(E)-undec-2-enil] acetato, 1,2-6xido hexadecano , pentadecanal, (E)-octadec-10-enal e Docosane, 2-
metiltetracosano, heptacosano, octadecan9-etil-9-heptil- e nonacosano,

2-metilpentadecano, 2-metilheptadecano, 2-metiloctadecano, ndo identificado 14, ndo identificado 15,
ndo identificado 16 e ndo identificado 17

2-metilheptadecano, 2-metiloctadecano, ndo identificado 14, ndo identificado 15, ndo identificado 16
e ndo identificado 17

1,2-6xido hexadecano, pentadecanal, (£)-octadec-10-enal, docosano, 2-metiltetracosano, heptacosano,
octadecano9-etil-9-heptil- e nonacosano

pentadecanal, (E)-octadec-10-enal 2-metiltetracosano, nonacosano

(E)-octadec-10-enal, docosano, 2-metiltetracosano, heptacosano, octadecano9-etil-9-heptil- e
nonacosano
Docosane, 2-metiltetracosano, heptacosano, octadecano9-etil-9-heptil- e nonacosano

2-metiltetracosano, heptacosano, octadecano9-etil-9-heptil- e nonacosano

2-metiloctadecano, ndo identificado 14, ndo identificado 15, ndo identificado 16 e ndo identificado 17
nao identificado 15, ndo identificado 16 e ndo identificado 17

identificado 14, ndo identificado 15, ndo identificado 16 e nio identificado 17
Octadecano9-etil-9-heptil- e nonacosano

Heptacosano, octadecano9-etil-9-heptil- e nonacosano

ndo identificado 16 e ndo identificado 17

Nonacosano

ndo identificado 17
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Biplot (CP1 e CP2: 83.23 %)
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Figura 4. Grafico das coordenadas da analise de componentes principais (ACP) dos valores
machos e fémeas de P. nigrispinus e E. heros. PC - Principal componente explicando a
variancia total entre parénteses. Variaveis foram mostradas como vetores, os dos perfis das
moléculas quimicas foram mostrados como circulos pretos para cada regido do biplot. 1) but-
3-in-1-ol, 2) (E)-hex-2-enal, 3) (2E)-2-acido hexendico, 4) alil pentil éter, 5) alil metalil éter,
6) tridecano, 7) 1,7-nonadien-4-ol, 4,8-dimetil, 8) 2-metilundecano, 9) tetradecano, 10)
hexadecano, 11) 2-metil pentadecano, 12) 2-metilheptadecano, 13) 2-metiloctadecano, 14)
ndo identificado, 15) ndo identificado, 16) ndo identificado, 17) ndo identificado, 18) 4-oxo-
(E)-2-hexenal, 19) [(£)-hex 2-enil]acetato, 20) acido (£)-hex-2-endico , 21) (E)-oct-2-enal,
22) octanal, 23) pentan-1-ol, 24) metil 3,6-dimetil-5-oxoheptanoato, 25) dodecano, 26) (2E)-
2-decenil acetato, 27) acido hexanoico, 2-hexenil éster, 28) (2E)-2-undecenil acetato, 29)
1,2- 6xido hexadecane, 30) pentadecanal, 31) (10E)-10-octadecenal, 32) docosano, 33) 2-

metiltetracosano, 33) heptacosano, 35) octadecano, 9-etil-9-heptil-, 36) nonacosano
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Eixo 2

Tridecane

Eixo 1

Figura 5. Analise discriminante dos perfis quimicos dos constituintes similares encontrados
nas glandulas metatoracicas dos percevejos, predador e fitofago: P. nigrispinus macho (1), P.

nigrispinus fémea (2), E. heros macho (3) e E. heros f€émea (4).

Os machos e as fémeas de ambas as espécies expostos ao extrato da glandula
metatoracica de machos de P. nigrispinus tiveram pelo menos uma diferenca entre si
quanto a distancia percorrida de acordo com a analise de variancia (F335=7,21, P
<0,001). Fémeas de ambas as espécies mostraram maior distancia de caminhamento
seguidas pelo macho de E. heros. Os Machos de P. nigrispinus e E. heros tiveram
maior tempo de parada, seguidos das fémeas de E. heros e P. nigrispinus, com pelo
menos um tratamento diferindo dos demais quanto ao tempo de parada (F335=15,51,
P <0,001), (Figs. 6 linha A; figs. 7A-B).

Machos e as fémeas de ambas as espécies expostos ao extrato da glandula
metatordcica de fémeas de P. nigrispinus, tiveram pelo menos uma diferenga entre si
quanto a distancia percorrida (F335=3,34, P <0,006), com maior distancia percorrida
para machos de E. heros seguido dos demais. Fémeas de ambas as espécies tiveram

maior tempo paradas seguidas dos machos de P. nigrispinus e E. heros, com pelo
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menos uma diferenca entre as varidveis quanto ao tempo de parada (F335=4,33, P
<0,001), (Figs. 6 linha B; figs. 7C-D).

Os machos e as fémeas de ambas as espécies mostraram pelo menos uma
diferenca entre si quanto a distancia percorrida (F335=2,85, P <0,015). As fémeas de
P. nigrispinus, os machos e¢ as fémeas de E. heros mostraram maior distancia
percorrida em resposta ao extrato da glandula metatoracica de machos de E. heros
seguidos de P. nigrispinus macho. As fémeas e machos de E. heros tiveram maior
tempo parados seguidos por machos e fémeas de P. nigrispinus com pelo menos uma
diferenga entre si (F335=3,45, P <0,005) (Figs. 6 linha C; figs. 7E-F).

Percevejos expostos ao extrato da glandula metatoracica de fémeas de E.
heros nao mostraram diferengas na distancia percorrida (F335=1,66, P =0,145) e no

tempo parados (F335=1,45, P <0,215) (Figs. 6 linha D; figs. 7G-H).

Respostas

P nigrispinus macho P. nigripinus fémea E. heros macho E. heros fémea

P nigripinus macho

P, nigrispinus fémea

Extratos

(@]
E. heros macho

W]
E. heros fémea

Figura 6. Faixas representativas mostrando a atividade de caminhamento de machos e
fémeas de duas espécies P. nigrispinus ¢ E. heros em placas de metade norte tratada com
extratos das glandulas metatoracicas. Trajetos vermelhos indicam caminhamento em alta
velocidade e trajetos verdes indicam baixa (inicial) velocidade.
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A Extrato de P. nigrispinus macho B

Tratamentos
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= -

0 100 200 300 400 500 0 100 200 300
Distancia de caminhamento (cm) Tempo parado (s)

Extrato de P. nigrispinus fémea

C D

Extrato de E. heros macho

E F
b
] b
Ik e
= | e
0 100 200 300 400 500 0 100 200 300
Extrato de E. heros fémea

G H

] n.s J ns

0 100 200 300 460 500 0 100 200 300

I P. nigrispinus macho [__]E. heros macho

Ep. nigrispinus femea [_IE. heros fémea
Figura 7. Distancia percorrida e tempo de parada (Média + EP) dos machos e fémeas de P.
nigrispinus e E. heros submetidos as interagdes dos extratos das glandulas (valores
estimados das interagdes) por 10 min. Barras com letras diferentes variam pelo teste de

separagao média de Tukey (P <0,05). ns- ndo significativo.
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4. Discussao

Os compostos identificados nas glandulas metaroracicas de machos e fémeas
de P. nigrispinus e E. heros, sdo similares aqueles descritos para outros
pentatomideos, com predominio de tridecano na maioria das espécies (Pareja, 2007;
Féavaro et al., 2011; Favaro & Zarbin, 2012; Lopes et al., 2015). Nas glandulas
metatordcicas de adultos e ninfas de Heteroptera, as principais classes de compostos
defensivos incluem cadeias curtas de alcoois, monoterpenos, aldeidos, (£)-2-alcanos,
4-ox0-(FE)-2-alquenos, alcanos , monoterpenos, ésteres ¢ alcoois aromaticos (Millar,
2005).

Dentro de um mesmo grupo de insetos, encontramos variagdes na composi¢ao
glandular, embora muitas moléculas se conservem, principalmente devido a suas
funcdes bioldgicas. Entre espécies predadoras, como FEocanthecona furcellata
(Hemiptera: Pentatomidae), (E)-2-decenal, (E,Z)-2,4-decadienal, (E)-2-hexenal e
(E,Z)-2,4-decadienal sao os componentes glandulares mais abundantes (Ho et al,
2003). J& entre P. nigrispinus, P. distinctus e Supputius cincticeps, 0s principais
compostos sao 4-oxo-(E)-2-hexenal, undecano, alfa terpineol, (E)-2-decenal e
tridecano (Aldrich et al., 1997). Entre percevejos fitéfagos, os principais compostos
descritos para Chinavia impicticornis, C. ubica, Dichelops melacanthus, Euschistus
heros, Piezodorus guildinii, Thyanta perditor e Tibraca limbativentris sdo, 2-
alcenais, o isomero E, hidrocarbonetos alifaticos saturados e 4-oxo-(£)-2-alcenal
(Moraes et al., 2008), o que mostra variagdes entre os compostos das glandulas,
mesmo para espécies proximas.

Os alcanos representam o grupo com maior nimero de moléculas nas
glandulas metatoracicas de P. migrispinus e E. heros e podem ter a funcdo de
fixadores de odor. Hidrocarbonetos como hexacosano, tetracosano, tricosano,
octacosano, podem funcionar como solventes, modulando a evaporacdo dos
constituintes volateis, agindo como ‘“fixadores de odor” além de auxiliarem na
penetracdo dos compostos pela cuticula do inseto inimigo (Remold, 1962; Aldrich,
1988).

Os dados mostram que o aldeido (E)-2-hexenal ocorre em ambas as espécies
estudadas. Essa molécula apresenta maior capacidade de penetragdo pela cuticula do

inseto alvo por ser de cadeia curta e pode agir em sinergismo com o tridecano
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(Gunawardena & Herath, 1991) que também ocorre em ambas as espécies,
potencializando seus efeitos.

O extrato das glandulas de machos e fémeas de P. nigrispinus apresenta dois
¢éteres, alil pentil éter e alil metalil éter que sao reportados pela primeira vez entre os
compostos nas glandulas metatoracicas de Heteroptera. Grupos éteres geralmente sao
pouco reativos, portanto fazem parte de uma classe de substincias organicas
amplamente usadas como solventes, sendo volateis e com toxicidade relativamente
baixa comparado a outras classes (Manahan, 2002). O grupo alil ¢ um derivado da
degradagdo da alicina, um composto natural responséavel pelo cheiro e gosto peculiar
do alho (Allium sativum) (Slusarenko et al., 2008).

A alicina ¢ responsavel pelas atividades antimicrobianas do alho (Cavallito &
Bailey, 1944), apresentam a¢do antifiingica e antiparasitaria (Curtis et al., 2004); ha
estudos sobre seus efeitos em plantas, em células humanas e animais (Ngo et al.,
2007; Borlinghaus et al., 2014). Além disso, podem causar efeitos letais e subletais
de repeléncia, funcionando como inseticidas (Talamini & Stadnik, 2004; Plata Rueda
et al., 2017). Considerando tais propriedades deste composto, € provavel que seus
derivados como os éteres encontrados em P. nigrispinus, exer¢am fungdes
semelhantes na espécie ou que pelo menos estejam envolvidos em rotas metabolicas
que sintetizem compostos como a alicina que exercam tais fungdes. (Moraes et al.,
2008).

Em P. nigrispinus, os compostos (E)-2-hexenal, tridecano e tetradecano, ja
haviam sido identificados, os demais representam a primeira identificagdo para essa
espécie (Aldrich et al., 1997). O (E)-hex-2-enal ocorreu em maior abundancia nas
fémeas, similar ao reportado nas glandulas metatoracicas de Podisus maculiventris
(Aldrich, 1984), e pode exercer dupla funcdo: ser atraente em baixas concentragdes e
repelente em altas concentragdes, como encontrado em Nezara viridula (Hemiptera:
Pentatomidae) e alguns Pentatomidae. Além disso, o (E)-2-hexanal ja foi reportado
com atividade antimicrobiana (Borges et al. 1993; Durak, 2008).

Em E. heros, ha cinco ésteres, os quais podem ter fun¢do de feromonio de
alarme provocando irritabilidade, como reportado para outros Hemiptera (Remold,
1962; Lockwood & Story 1987; Gunawerdana & Herath 1991). O 4-oxo0-(E)-2-
hexenal, tridecano, (E)-2-hexenal, dodecano e tetradecano presentes no extrato da

glandula de E. heros, ja haviam sido identificados neste percevejo (Pareja, 2007,
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Lopes et al., 2015), os demais compostos aqui identificados sdo reportados pela
primeira vez para esta espécie. O dodecano ocorre em maior abundancia nos machos
de E. heros e em Graphosoma lineatum (Hemiptera: Pentatomidae), e assim como o
tridecano, foram identificados como irritantes ou repelentes (Zarbin et al., 2000). 4-
0x0-(E)-2-alcano ocorrem apenas em Heteroptera e a sua fun¢do biologica ¢ ainda
desconhecida (Cokl & Borges, 2017).

Os trés compostos (E)-hex-2-enal, tridecano, tetradecano encontrados em
comum nas duas espécies, separam as mesmas entre si, e para P. nigrispinus,
separam machos de fémeas. A separacdo desses grupos pelas moléculas
correlacionadas pode ser devido a diferenca de abundancia. Mesmo que as
substancias entre diferentes espécies e sexos se repitam, a propor¢ao dessas
moléculas, ¢ capaz de tornar diferente a funcionalidade das glandulas, de modo a
existir entdo, uma especificidade entre espécies como reportado para outros
Pentatomidae (Pareja et al., 2007) e provavelmente entre os sexos.

Os compostos destas glandulas funcionam como alomdnios, mediando
interagdes interespecificas que conferem vantagens ao emissor, como repelir o
inimigo natural ou emitir alertas impedindo outros perigos e feromdnios de alarme
entre os coespecificos (Dicke & Sabelis, 1988). A diferenca na abundancia das
moléculas pode ser dose-dependentes, o que também pode explicar as diferentes
respostas entre machos e fémeas. Em Nezara viridula, nao foi encontrada atividade
biologica para o tridecano (Fucarino et al., 2004). Porém, quando sua concentragao
foi alterada, o inseto mostrou respostas variadas (Lockwood & Story, 1985; Moraes
et al., 2008).

A secrecdo da glandula metatoracica de machos e fémeas do predador P.
nigrispinus macho, mostra efeitos repelentes para ambas as espécies assim como a
secrecdo glandular de P. nigrispinus fémea, que também repele as duas espécies. Ja a
secrecdo glandular de E. heros macho repele apenas coespecificos. Podisus
nigrispinus macho causa irritabilidade em E. heros e coespecificos. Podisus
nigrispinus fémea causa irritabilidade em apenas E. heros enquanto o extrato de E.
heros macho causa irritabilidade para P. nigrispinus e coespecificos. Tais respostas,
ja eram esperadas ja que ambas as espécies apresentam compostos com atividades
repelentes. Além disso, as respostas positivas comportamentais comprovam a

funcionalidade defensiva das glandulas metatoracicas.
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Os compostos irritantes de E. heros podem ser os ¢Esteres, j& em P.
nigrispinus, a resposta pode ser devido a combinagdo de moléculas ainda ndo
estudadas. Os odorantes das glandulas metatoracicas mediadoras dessas interagdes
sdo, entdo, diferentes quanto a sua composi¢do quimica, o que afeta diretamente nos

efeitos subletais de repeléncia.

Consideracoes finais

As diferengas na composi¢cdo quimica das glandulas existente entre predador
e fitofago, podem contribuir com estudos futuros avaliando os efeitos de moléculas
isoladas e em sinergismo. E valido testar a toxicidade das moléculas em outros
insetos, e avaliar outros efeitos a nivel fisioldgico ou comportamental. Os efeitos
subletais avaliados positivos indicam que, os compostos podem atuar como uma
potencial fonte alternativa de inseticidas ou repelentes, colaborando com o

desenvolvimento de estratégias sustentaveis de controle de pragas agricolas.
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