CAMILA PATRICIA RIBEIRO DE SOUZA

ESTUDOS DOS COMPOSTOS FEROMONAIS E REPRODUGCAO DO PERCEVEJO
CASTANHO SCAPTOCORIS CASTANEA PERTY, 1833 (HEMIPTERA:
CYDNIDAE), COMO CONTRIBUICAO PARA A AGRICULTURA

TANGARA DA SERRA/MT - BRASIL
2015



CAMILA PATRICIA RIBEIRO DE SOUZA

ESTUDOS DOS COMPOSTOS FEROMONAIS E REPRODUGCAO DO PERCEVEJO
CASTANHO SCAPTOCORIS CASTANEA PERTY, 1833 (HEMIPTERA:
CYDNIDAE), COMO CONTRIBUICAO PARA A AGRICULTURA

Dissertacdo apresentada a Universidade
do Estado de Mato Grosso, como parte
das exigéncias do Programa de POs-
Graduacao Stricto Sensu em Ambiente e
Sistemas de Producédo Agricola para a

obtencao do titulo de mestre.

Orientadora: Prof. Dra. Mbnica Josene Barbosa Pereira

Co-orientador: Prof. Dr Antonio Euzébio Goulart Santana

TANGARA DA SERRA/MT- BRASIL
2015



Souza, Camila Patricia Ribeiro.

S7293e Estudos dos compostos feromonais e reproducdo do
percevejo castanho Scaptocoris castanea Perty, 1833
(Hemiptera: Cydnidae), como contribuicdo para a agricultura /
Camila Patricia Ribeiro de Souza. — Tangara da Serra, 2015.

58 f.; 30 cm. il. color.

Dissertacdo (Mestrado em Ambientes e Sistema de Producéo
Agricola) — Universidade do Estado de Mato Grosso, 2015

Orientador: Ménica Josene Barbosa Pereira

Coorientador: Anténio Euzébio Goulart Santana

1. Bioensaios. 2. Compostos feromonais 3. Desenvolvimento
ovariano. |. Autor. Il. Titulo.
CDU 595.7:63

Bibliotecario: Walter Clayton de Oliveira CRB1/2049




CAMILA PATRICIA RIBEIRO DE SOUZA

ESTUDOS DOS COMPOSTOS FEROMONAIS E REPRODUGAO DO PERCEVEJO
CASTANHO SCAPTOCORIS CASTANEA PERTY, 1833 (HEMIPTERA:
CYDNIDAE), COMO CONTRIBUIGAO PARA A AGRICULTURA

Dissertacado apresentada a Universidade do
Estado de Mato Grosso, como parte das
exigéncias do programa de Pés-Graduacao
em Ambiente e Sistemas de Produgao

Agricola, para obtencao do titulo de Mestre.

APROVADA em 27 de fevereiro de 2015.

M ) .
NovucL Mliuuu
Profa. Dria. Ménica bosene Barbosa Pereira
Universidade'do Estado de Mato Grosso - UNEMAT
(Orientador)

g, 7 1 /: /
7 /R / { Y
yiNd% W e L SN2 e /\ [ Q)M oA LN g

Profa. Dra. Maria Carolina Blassioli Moraes
EMBRAPA CENARGEN
(Membro Externo)

L’\’\Q)SC:' NOMWQ Nfum’a /iP t%y NOMAAL
Profa. Dra. Alessandra Regina Butnariu
Universidade do Estado de Mato Grosso - UNEMAT
(Membro Interno)




DEDICATORIA

Com grande amor, alegria e carinho dedico este trabalho a minha amada
familia.

Aos meus pais Josefa e Cicero pelo amor incondicional dedicado a mim.

A meu amado companheiro Janior, meu porto seguro, que teve papel
fundamental para esta conquista.

A meu irmao Cicero Junior e meus sobrinhos Vinicius, Otavio e Victor.

Aos meus queridos amigos, familia que Deus me permitiu escolher.

As demais pessoas que contribuiram para realizacdo deste trabalho.



AGRADECIMENTOS

Agradeco a Deus pela sabedoria e forca concedida durante esta fase da
minha vida, a todas as pessoas que contribuiram e fizeram parte desta trajetéria,
uma pégina é pouco para expressar minha gratidao.

A Associacdo dos Produtores de Soja e Milho de Mato Grosso (APROSOQJA),
pela concessdo da bolsa, a Fundacdo de Amparo a Pesquisa do Estado de Mato
Grosso (FAPEMAT) pelo financiamento do projeto.

A minha orientadora Monica por toda dedicacdo em me orientar, agradeco
sua contribuicAo na minha formacéo cientifica e profissional e a sua familia pela
acolhida. Aos colegas do Laboratério de Entomologia e demais laboratérios, em
especial aos que me auxiliaram, Fabiano, Nilton, Leandra, quantos campos e
historias, Valvenarg, Jenifer, Edilaine, Leonardo, Jamile, Leilane, Marcela e Fabricio.

Ao Laboratério de Pesquisa em Quimica de Produtos Naturais da
Universidade Federal de Alagoas (UFAL), em especial ao professor Euzébio,
Henrique, Merybeth, Nadia, Wubiratan, Arthur e Regina, pelo auxilio e acolhida.

A minha familia pelo apoio, amor e compreens&o, em especial aos meus pais,
Cicero e Josefa. Mae suas oracBes me mantiveram de pé até hoje, a vocés dois
todo amor e admiracéo, obrigada por todos os exemplos, valores, ensinamentos e
apoio nos dias dificeis. Ao meu irmdo Cicero Junior, e aos meus anjos Vinicius e
Otavio, o sorriso de vocés me incentivam, e faz os meus dias leves e felizes.

Ao meu companheiro Janior pela compreenséo (nos momentos de auséncia),
paciéncia, amor, pelo incentivo e palavras duras e doces, pelos abragos nos meus
momentos de fragilidade, seu apoio foi fundamental para o termino desta etapa,
vocé foi um 6timo marido, auxiliar de campo e laboratério. Agradeco a sua méae
Eleuza pelo exemplo, apoio e palavras de incentivo.

As minhas amigas Aline e familia Dartora, a Cristina e familia Sanini, a Marcia
e familia Abrantes, Quézia e familia Santos, exemplos de amor, lealdade, amizade e
companheirismo, obrigada por fazerem parte da minha vida.

Aos colegas de mestrado pela convivéncia, momentos de estudo e
descontracéo, e aos amigos que fiz e levarei na minha caminhada.

A Lucimeire Camacho pela competéncia na realiza¢io do seu trabalho e por
ser tdo solicita, generosa e amiga. A coordenacdo do transporte e colaboradores

principalmente ao Divino, Rosinei, Marciel e Miguel, por toda a ajuda em campo.



SUMARIO

RESUMO GERAL ..ottt sen e s s s s s s s e -
ABSTRACT ...ttt n s e e s s s st et et et et ettt -
INTRODUGAQO GERAL ..ottt s s s s s, 8
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ........ooviiitiieeeeeeeee et aveeaenas 13

Artigo 1. Estudo dos compostos defensivos emitidos pelo percevejo castanho
Scaptocoris castanea Perty, 1833 (Hemiptera: Cydnidae)...........cccceevvvvvivvviiiiiennennn. 17
Artigo 2: Razao sexual de revoadas e aspectos reprodutivos do percevejo castanho
Scaptocoris castanea Perty, 1833 (Hemiptera: Cydnidae) coletados em



RESUMO

Os objetivos deste trabalho foram estudar os compostos feromonais extraidos de
Scaptocoris castanea e avaliar a razdo sexual das revoadas e desenvolvimento
ovariano dos insetos coletados em campo. O periodo de coleta do percevejo
castanho foi de novembro de 2013 a abril de 2014, e novembro 2014 a marcgo de
2015, as coletas do solo foram feitas na Fazenda Chapada em Campo Novo dos
Parecis-MT, os insetos das revoadas foram coletados neste municipio e em outros
do estado de Mato Grosso. Os insetos foram mantidos em casa de vegetacao,
dentro de vasos com plantas hospedeiras. A extracdo dos volateis e 0os bioensaios
foram conduzidos no Laboratério de Entomologia (CPEDA/UNEMAT), as analises
quimicas dos compostos e a eletroantenografia no Laboratério de Quimica
(LPgPN/UFAL). Para extrair os volateis dos adultos utilizou-se a técnica de aeracao.
Realizou-se também a extracdo da glandula metatoracica para identificacdo dos
compostos de defesa. Os bioensaios em olfatbmetro do tipo Y foram conduzidos
para avaliar o comportamento dos adultos. Inicialmente os bioensaios foram
realizados com insetos coletados no periodo (2013/2014) com extratos de aeracao
foram testados para os seguintes tratamentos: T1-extrato de fémeas (machos); T2-
extrato de machos (fémeas); T3-extrato de fémeas+machos (fémeas); T4-extrato de
fémeas+machos (machos). Posteriormente, os bioensaios foram realizados com
insetos coletados no periodo (2014/2015), com os tratamentos: T1- extrato de
aeracdo de fémeas (machos); T2-extrato de aeracdo de machos (fémeas); T5-
extrato de glandula de fémeas (machos) e T6-extrato de glandulas de machos
(fémeas). Também foram conduzidos bioensaios com padrdes (E)-2-octenal, (E)-2-
hexenal, (E)-2-decenal e tridecano. Em todos os bioensaios foram realizadas
quarenta repeticdes por tratamento, para avaliar a op¢édo de escolha no olfatbmetro
(tratamento ou controle) e os resultados analisados pelo teste de qui-quadrado. As
amostras de aeracao e glandula foram analisadas em cromatografia gasosa (CG-
DIC) e (CG-EM). Os insetos coletados em revoadas foram contabilizados e sexados
para calculo da razdo sexual (RS). As fémeas coletadas no solo e nas revoadas
também foram dissecadas para verificar a ocorréncia de cépula e o desenvolvimento
ovariano. Os resultados dos bioensaios do primeiro periodo mostraram que T1
diferiu significativamente, apresentando repeléncia ao extrato testado. Nao houve
diferenca para os tratamentos testados com os insetos do segundo periodo. Foram
identificados cinco compostos o (E)-2-octenal, (E)-2-hexenal, (E)-2-decenal, (E,E)-
2,4-decadienal e tridecano, confirmados pela coinjecdo de padrbes idénticos. Nas
andlises eletroantenograficas a resposta dos insetos foram aos compostos (E)-2-
octenal e (E)-2-hexenal. Desta forma, as substancias confirmadas para S. castanea
sdo considerados compostos de alarme. A razdo sexual em 2014 foi de 0,83 e em
2015 de 0,89, dessas 100% e 98% respectivamente estavam copuladas, a razao
sexual indicou predominancia de fémeas nas revoadas.

Palavras-chave: Bioensaios, compostos feromonais, revoada, desenvolvimento
ovariano.



ABSTRACT

The objectives of this work were to study the pheromonal compounds extracted from
Scaptocoris castanea and evaluate the sex ratio of flocks and ovarian development
of insects collected in the field. The brown bug collection period was from November
2013 to April 2014 and November 2014 to March 2015, soil sampling were made on
the farm in Campo Novo dos Parecis-MT, the insects were collected from flocks in
this municipality and inother areas of Mato Grosso. The insects were kept in a
greenhouse in pots with host plants. The volatile extraction and bioassays were
conducted in the Entomology Laboratory (CPEDA / UNEMAT), the compounds
chemical analysis and the electroantennography in Chemistry Laboratory (LPgPN /
UFAL). Extracting the volatile adults used the aeration technique. It also held the
metathoracic gland extraction to identify the defense compounds. Bioassays in the Y-
olfactometer were conducted to evaluate the adults behavior. Initially bioassays were
conducted with insects collected in the period (2013/2014) with aeration extracts
were tested for the following treatments: T1l-extract females (males); T2-extract of
males (females); Female T3-extract + males (females); Female T4-extract + males
(males). Later, bioassays were performed with insects collected in the period
(2014/2015), with the following treatments: T1-females aeration extract (males);
Males aeration T2-extract (females); Female gland T5-extract (males) and T6-extract
of male glands (females). Bioassays were also conducted with standards (E)-2-
octenal, (E)-2-hexenal (E)-2-decenal and tridecane. In all bioassays were conducted
forty repetitions per treatment, to evaluate the option to choose the olfactometer
(treatment or control) and the results analyzed the chi-square test. Samples aeration
and gland were analyzed in gas chromatography (GC-FID) and (GC-MS). The
insects collected in flocks were recorded and sexed to calculate the sex ratio (RS).
Females collected in soil and flocks were also dissected to verify the mating
occurrence and ovarian development. The bioassays results of the first period T1
shown that differed significantly, with repellency tested the extract. There was no
difference for the treatments tested with insects from the second period. Five
compounds were identified as (E)-2-octenal, (E)-2-hexenal (E) -2-decenal, (E,E) -2,4-
decadienal and tridecane, confirmed by coinjecdo identical patterns. In
electrophysiological analyzes the response of the insects were the compounds (E)-2-
octenal and (E)-2-hexenal. Thus, substances confirmed S. castanea are considered
alarm compounds. The sex ratio in 2014 was 0.83 and 0.89 in 2015, these 100% and
98% respectively were copulated, the sex ratio indicated females predominance in
flocks.

Keywords: Bioassays, pheromonal compounds, flock, ovarian development.



INTRODUCAO GERAL

O estado de Mato Grosso merece destaque no cenario econdmico tanto pelo
desenvolvimento de suas atividades agricolas, quanto pela alta producao
(FIGUEIREDO et al., 2005). Com a rapida expansdo das culturas agricolas e
diversificacao das formas produtivas no estado, as pragas de solo sdo consideradas
um fator limitante a producdo, destacando-se o0 percevejo castanho Scaptocoris
castanea Perty 1833 (Hemiptera: Cydnidae) (OLIVEIRA, L. et al., 1999; OLIVEIRA et
al., 2000).

Os percevejos pertencentes a familia Cydnidae caracterizam-se por
apresentar corpo com formato oval, coloracdo marrom ou preta, tibias com espinhos
e patas dianteiras adaptadas para escavar (GASSEN, 1989). As primeiras
ocorréncias do percevejo castanho no Brasil foram no século XIX, quando
Scaptocoris castanea foi descrita por Perty em 1833 a partir de exemplares
provenientes do estado do Piaui. Sdo amplamente distribuidos na regido neotropical,
e, no Brasil, ha registros de ocorréncia em todas as regides (BECKER, 1967).

Sao insetos polifagos e alimentam-se das raizes de vérias plantas como soja,
algodado, milho, cana de agucar, sorgo, pastagens, entre outras culturas (CORREA
FERREIRA, PANIZZI, 1999), sendo registrado também na Azadirachta indica
(Meliaceae), planta considerada inseticida (MATIAS et al., 2011).

As areas atacadas por este inseto apresentam reboleiras (PICANCO et al.,
1999) podendo variar de alguns metros a varios hectares (ANGELIS, 2002). Os
sintomas do atague vado desde o murchamento e amarelamento das folhas a um
subdesenvolvimento e secagem das plantas (AVILA et al., 2009), que podem causar
até a morte, dependendo da severidade do ataque. Ha registros com perdas de até
100%, em areas de soja e algoddo (FERNANDES et al., 2004).

Adultos e ninfas do percevejo castanho ocupam o mesmo nicho e possuem
0s mesmos habitos alimentares, tanto as ninfas quanto os adultos atacam o sistema
radicular (ANGELIS, 2002; AVILA et al., 2009) e, durante a succéo, injetam toxinas
nas raizes que também prejudicam o desenvolvimento da planta, deixando
suscetivel a acdo de agentes patogénicos do solo (SALES JUNIOR, MEDEIROS,
2001; OLIVEIRA et al., 2012).

O percevejo castanho passa pelas fases de ovo, ninfa e adulto com um ciclo

de vida variando entre 150 a 180 dias. Quando estao na fase de ninfa tem coloragéo



branca e, no ultimo instar, os primordios das asas apresentam cor amarelada, na
fase adulta caracterizam-se pela cor marrom e/ou castanha (OLIVEIRA et al., 2000;
FERNANDES et al., 2004).

Todo o desenvolvimento do percevejo ocorre no interior do solo, incluindo
acasalamento e oviposicdo (OLIVEIRA et al.,, 2000). Os adultos apresentam
dimorfismo sexual, machos possuem pigofaro e fémeas placas genitais (NARDI,
2005).

Os aspectos reprodutivos deste inseto foram pouco estudados, ha apenas
trabalhos descrevendo a morfologia do sistema reprodutor e glandulas abdominais e
toracicas para algumas espécies da familia Cydnidae (LIS, 2003; PLUOT-SIGWALT,
LIS, 2008; PLUOT-SIGWALT, 2008).

Estes percevejos produzem um som proveniente do aparelho estridulatorio ou
estridulitro (NARDI, 2005), que é emitido quando os mesmos sdo perturbados
(OLIVEIRA, et al., 2000), além de um caracteristico odor desagradavel, produzido
pela glandula metatoracica, comum em algumas espécies de Cydnidae, sendo este
odor reportado as substancias de alarme ou defesa (DETHEIER, 1974; PLUOT-
SIGWALT, 2008).

O percevejo castanho pode ser encontrado durante todo o ano em diferentes
profundidades do solo, conforme gradiente de umidade, durante o periodo de
excedente hidrico, permanece proximo a superficie do solo num perfil de 0 a 40
centimetros, e em periodos de estiagem aprofundam-se a procura de umidade no
solo, atingindo quase dois metros de profundidade (SOUSA, 2002; OLIVEIRA,
MALAGUIDO, 2004; NARDI et al., 2007).

Devido ao habito subterrdaneo deste inseto, ha dificuldades na adocédo de
medidas de manejo adequadas pois as medidas culturais e o uso de inseticidas
quimicos no tratamento de sementes e/ou aplicados no sulco de plantio apresentam
baixa eficiéncia no controle do inseto (AVILA, et al., 2009).

Apesar da baixa eficiéncia do controle quimico, esta € a Unica ferramenta
disponivel no combate deste inseto. O uso deste tipo de produto causa graves
consequéncias ao ambiente, afeta a biodiversidade, contamina o solo, os sistemas
hidricos, causa toxicidade aos seres humanos, reduz os inimigos naturais, pode
gerar populacdes de insetos resistentes e aumentam o0s custos da producdo
(PINTO-ZEVALLOS, ZARBIN, 2013; GOULART et al., 2015).
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Atualmente buscam-se praticas consideradas menos nocivas para controlar
esta e outras pragas agricolas, visando uma agricultura sustentavel, produtiva,
aliada a protecdo dos recursos naturais e do ambiente, garantindo a seguranca,
saude e qualidade alimentar (FAO, 2014). Desta forma, faz-se necessario a
incorporacdo continua de inovagdes, na forma de conhecimentos cientificos e
tecnologicos (GOULART et al., 2015).

Neste contexto a utilizacdo de semioquimicos, principalmente os feroménios,
destaca-se como uma alternativa no monitoramento e combate de pragas na
agricultura, por sua eficiéncia e especificidade ndo causam efeitos deletérios aos
demais organismos (ZARBIN, RODRIGUES, 2009).

Os feromdnios sdo compostos mediadores de comunicacao intraespecifica,
ou seja, 0 emissor e o receptor do sinal quimico sdo da mesma espécie (ZARBIN,
RODRIGUES, 2009). Geralmente séo classificados de acordo com comportamento
exercido sobre o organismo, as reagfes comportamentais mais comuns, mediadas
por ferombénios sdo, de atracdo sexual (ferombnios sexuais) predominante nas
ordens Lepidoptera, daqueles que agregam individuos para alimentacdo ou
acasalamento (feromonios de agregacgao), de formacéo de trilhas ou marcacéo de
territério (feromonios de trilha) comuns em formigas e abelhas (BILLEN, MORGAN,
1998; NASCIMENTO, SANTANA, 2001).

Ha também o feroménio de alarme usado por insetos sociais e insetos nao
sociais como percevejos (MCNEIL, MILLAR 2013), muitos destes liberam
substancias, geralmente sao irritantes e possuem odor desagradavel, para afastar
insetos predadores e alertar um possivel perigo (ALDRICH, 1988).

Estudos em campo ja comprovaram a eficiéncia do uso do ferombénio no
monitoramento e combate de percevejos de importancia econémica para agricultura.
Borges et al. (2011) no monitoramento de E. heros em lavouras de soja do Distrito
Federal, utilizando o feromdnio metil 2,6,10 trimetiltridecanoato, verificou que este
composto foi eficiente e também atrativo para outras espécies de percevejos.
Recentemente Silva et al. (2014) testaram novas formula¢des deste feroménio e
obtiveram resultados que corroboram com os obtidos por Borges e colaboradores
Tais resultados reforcam o uso de feromdnio como uma ferramenta que vem
contribuir no manejo integrado de pragas.

Para as espécies da familia Cydnidae os semioquimicos Ssdo pouco

estudados, foram identificados até o0 momento os compostos defensivos da glandula
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metatoracica para Scaptocoris divergens Froeschner, 1960 (ROHT, 1961), para a
subespécie Sehirus cinctus cinctus Palisot, 1811( KRALL et al., 1997), e na extracéo
de volateis de adultos de Adrisa magna Uhler, 1860, Macroscytus japonesis Scott,
1874 e Aethus nigritus Fabricius, 1794 (HAYASHI et al., 1976).

Estudos biolégicos associados ao estudo de semioquimicos podem permitir o
desenvolvimento de novos produtos para uso no manejo integrado de pragas. As
pesquisas com possiveis substancias biologicamente ativas exigem ndo s6 a
identificacéo e isolamento, mas também o estudo do comportamento dos insetos em
relacdo a essas substancias (TRIGO et al., 2000).

Os métodos mais utilizados para extracdo de compostos volateis sdo a
aeracdo e extracdo por solvente (extracdo direta da glandula). Na aeracdo os
volateis emitidos pelos insetos sdo arrastados por um fluxo de ar previamente
purificado e umidificado, e coletados por polimeros especiais adsorventes, apds 0
periodo desejado de extracao, os volateis impregnados nos adsorventes sdo eluidos
em solvente para a obtencéo dos extratos (ZARBIN et al.,1999).

Para quantificar os semioquimicos, no geral utiliza-se cromatografia acoplada
ao detector de ionizagdo em chamas e para identificar os compostos utiliza-se a
cromatografia gasosa acoplada ao espectrometro de massas (COLLINS, 2006). O
mesmo autor relata que a cromatografia geralmente é classificada segundo os
mecanismos de separacao envolvidos, portanto gasosa quando a fase mével é um
gas inerte e liquida quando a referida fase é um liquido.

Outra etapa importante, em pesquisas com semioquimicos, € a realizacdo de
bioensaios, para avaliar a resposta comportamental dos insetos aos compostos
testados. Nos bioensaios criam-se correntes de ar que arrastam os volateis a serem
testados, para percevejos utiliza-se olfatdbmetros ou arenas, para os lepidépteros
utilizam-se tunel de vento (EIRAS, MAFRA, 2001). Uma técnica que também auxilia
na deteccdo respostas de insetos perante os compostos € a eletroantenografia,
utilizada na deteccdo de repostas eletrofisiolégicas a moléculas eletroativas,
presente nas amostras analisadas, em que utiliza-se a antena do inseto como
biossensor, esta técnica pode ser realizada em um Unico aparelho de
eletroantenografia, ou acoplado a um equipamento de cromatografia gasosa
(MORAES et al., 2008).
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As técnicas apresentadas acima se tornaram aliadas da agricultura, pois
permitiram a identificacdo de feromodnios que hoje sédo utilizados no monitoramento e
combate de insetos pragas que causam danos econdmicos as lavouras.

Apesar da importancia econémica, em decorréncia dos danos causados por
S. castanea em areas agricolas do estado de Mato Grosso, ha escassez de estudos
e informacgdes sobre este inseto.

Diante da importancia desta tematica, o presente trabalho teve por objetivo: 1)
estudar os compostos feromonais emitidos pelo S. castanea em laboratério; 2)
conhecer a razdo sexual do Scaptocoris castanea coletados em revoada, copula e
desenvolvimento ovariano dos insetos coletados em campo.

Esta dissertacdo é composta por dois artigos, o primeiro intitulado “Estudo
dos compostos defensivos emitidos pelo percevejo castanho Scaptocoris castanea
Perty, 1833 (Hemiptera: Cydnidae)”.

E o segundo apresenta como titulo “Razéo sexual nas revoadas e aspectos
reprodutivos do percevejo castanho Scaptocoris castanea Perty, 1833 (Hemiptera:

Cydnidae) coletados em campo”.
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STUDY OF DEFENSIVE COMPOUNDS ISSUED BY BROWN STINK BUG
SCAPTOCORIS CASTANEA PERTY, 1833 (HEMIPTERA: CYDNIDAE).

This study investigated the pheromonal compounds of S. castanea. The collection of
volatile and bioassays were performed in the laboratory of Entomology UNEMAT /
CPEDA, and the compounds identification and electroantennography in LPgPN
Chemistry Laboratory / UFAL. Bioassays were performed in two periods the first in
November 2013 to April 2014 using male and female aeration extracts, and the
second in November 2014 to March 2015 with aeration and gland extracts. Forty
repetitions were made per treatment, and the results analyzed the chi-square test.
The bioassays results in the first period showed that the female extract repelled the
males tested, most opted for control. In the second period, there was no significant
difference between control and tested treatments. Five compounds were identified for
S. castanea and confirmed coinjection identical patterns with compounds (E)-2-
octenal, (E)-2-hexenal (E)-2-decenal and tridecane and (E,E)-2,4-decadienal. In
electroantennography the response of males and females antennae to the
compounds (E)-2-octenal and (E)-2-decenal identified in gland extracts and males
and females aeration. With the results obtained it was possible to found out that the
compounds are confirmed S. castanea considered alarm substances.

Keywords: brown stink bug, pheromone, olfactometry, alarm.

INTRODUCAO

O percevejo castanho Scaptocoris castanea Perty, 1833 (Hemiptera:
Cydnidae) é uma praga de solo que destaca-se pela capacidade de destruicdo das
lavouras, em decorréncia do habito subterraneo. Sao insetos polifagos e alimentam-
se de uma grande variedade de plantas hospedeiras. %2 Os danos as plantas sdo
decorrentes da succéo da seiva do sistema radicular realizada por adultos e ninfas 2,
cujos sintomas sdo as reboleiras com plantas subdesenvolvidas, amareladas e
murchas. 4°

Em areas com altos indices de infestacdo nota-se a presenca do percevejo
castanho devido ao odor desagradavel, caracteristico destes insetos.* Esse odor
esta relacionado as substancias de alarme liberadas pelo inseto quando perturbado,
em algumas espécies de Cydnidae, sdo produzidas por glandulas, localizadas

internamente no metatorax. 6 7
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Os componentes das glandulas metatoracicas (GM) e dorsal abdominal
(GDA) sé&o reportados na literatura como compostos defensivos.891911 De forma
geral os feromoénios sdo produzidos por glandulas exdécrinas derivadas de células
epidérmicas 2, com a funcdo de mediar comportamentos especificos nos insetos,
portanto de extrema importancia na comunicacéo quimica dos mesmos.3

Até o momento foram realizados poucos estudos visando a identificacdo de
ferombnios em cidnideos, a literatura registra trabalhos antigos que identificaram
quatro compostos da GM de Scaptocoris divergens Froeschner, 1960, sendo
pentanal, heptanal, octenal e 2-hexenal.'*

Para Adrisa magna Uhler, 1860, Macroscytus japonesis Scott, 1874, Aethus
nigritus Fabricius, 1794, espécies encontradas no Japdo, os compostos extraidos
dos adultos foram 2-hexenal, 2-octenal e 2-decenal °. Na GM de Sehirus cinctus
cinctus Palisot, 1811 foram identificados os compostos (E)-2-octenal, (1R)-(+)-a-
pineno, (IS)-(-)-B pineno, B-myrceno, (R)-(+)-limoneno, a-terpinoleno e acetato de
(E)-2-hexenila.®

Em contra partida ha pesquisas com percevejos da familia pentatomidae. Na
extracdo das glandulas metatoracicas e abdominais dos Pentatomidae Loxa deducta
Walker, 1867 e Pellaea stictica Dallas, 1851, foram identificados os compostos (E)-2-
hexenal, (E)-4-oxo-2-hexenal, (E)-2-octenal, undecano, (E)-4-oxo-2-octenal,
dodecano, (E)-2-decenal, 1-trideceno e tridecano.'! Ja para ninfas dos
pentatomideos Acrosternum aseadum Rolston, Thyanta perditor Fabricius, 1794,
Euschistus heros Fabricius 1794 e Edessa meditabunda Fabricius, 1794 foram
identificados, por CG-EM, os seguintes compostos: (E)-2-hexenal, (E)-2-decenal,
(E)-2-octenal, n-tridecano, n-undecano, tetradecanal, (E)-4-oxo-2-decenal, (E)-4-oxo-
2-hexenal, (E)-4-oxo-2-octenal.t’

Sado poucos os trabalhos realizados visando a identificacdo de compostos
feromonais de espécies da familia Cydnidae. Devido a importancia do S. castanea
para a agricultura, a presente pesquisa objetivou determinar os compostos

feromonais de S. castanea, visando contribuir para o0 manejo desta praga no campo.

MATERIAL E METODOS

Locais de realizacao das pesquisas
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As coletas de percevejo castanho foram realizadas na Fazenda Chapada
situada & margem esquerda da Rodovia MT 235 Km 32, na regido de Campo Novo
dos Parecis, estado de Mato Grosso, entre as coordenadas geograficas
13°47°28.62°LS e 57° 33'21.86"LO, durante o periodo chuvoso na regido, nos
periodos de novembro 2013 a abril de 2014 e de novembro 2014 a margo de 2015.

Os percevejos foram coletados por meio de trincheiras abertas no solo, com o
auxilio de ferramentas como picareta, enxada e enxaddo. Os insetos foram
coletados e acondicionados em potes plasticos e encaminhados ao laboratério de
Entomologia do Centro de Pesquisa em Estudos e Desenvolvimento Agro-
Ambientais (CPEDA) da Universidade do Estado de Mato Grosso UNEMAT, campus
de Tangara da Serra.

No laboratério os insetos foram triados, sexados e acondicionados em potes
com terra umedecida proveniente do local da coleta, para posterior coleta dos
compostos volateis pela técnica de aeracdo, e extracdo das glandulas
metatoracicas, assim como os bioensaios no olfatbmetro.

As andlises quimicas para identificacdo dos compostos e as analises
eletroantenogréficas, foram realizadas no Laboratério de Pesquisa em Quimica
de Produtos Naturais - LPgPN da Universidade Federal de Alagoas - UFAL campus
de Maceid.

Extracdo dos compostos volateis por aeragéao

A sala para a coleta de volateis e bioensaios de comportamento foi adaptada
para evitar a passagem de luminosidade, a temperatura foi mantida a 25,4 £ 1°C e a
umidade relativa de 75,1 £ 12%.

Para a coleta dos volateis utilizou-se um sistema de aeracdo com arenas de
vidro (Figura 1), na entrada do sistema foi acoplado uma coluna contendo carvéo
ativo para purificacdo do ar. O fluxo de ar continuo foi mantido a 0,5 L/min, regulado
por um fluxdmetro e umidificado por um borbulhador, com agua destilada. A coleta
dos volateis ocorreu por um periodo de 24 horas, e os traps continham |a de vidro e

70 mg de polimero Porapak Q como adsorvente.'®
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Figura 1. Sistema de aeracdo utilizado na coleta dos volateis de Scaptocoris
castanea Perty, 1833 (Hemiptera: Cydnidae). 1- bomba para bombeamento e
succao de ar; 2- fluxdmetro para regular entrada de ar; 3- carvao ativo para purificar
o0 ar; 4- borbulhador com agua destilada para umidificar o ar; 5- arena de vidro onde

sdo colocados os insetos; 6- trap com adsorvente para coleta de compostos volateis.

Para a coleta dos volateis foram utilizados 20 percevejos, separados por
sexo,10 fémeas e 10 machos. O mesmo procedimento foi utilizado para obtencdo
dos extratos de machos e fémeas juntos, utilizando cinco casais por arena. Apés 24
horas procedeu-se a dessorcdo dos volateis por eluicdo com 500 uL de hexano
(grau HPLC).

Os extratos obtidos através da aeracao foram mantidos em vials de 2 mL em

triplicata e acondicionados em freezer.
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Extracdo dos compostos presentes na glandula metatoréacica (GM)

Para extracdo da GM foram utilizados 20 insetos, sendo 10 fémeas e 10
machos, os insetos foram dissecados separadamente no microscopio estereoscopio
em solucao fisiologica (0,9%) para retirada da glandula metatoracica. As glandulas
obtidas ficaram imersas em 200 pyL de hexano (grau HPLC) em vials de 2 mL,
mantidas em temperatura ambiente por 24 horas e ap0s este periodo armazenadas
em freezer. As amostras para bioensaio continham duas glandulas em triplicata, e

para as analises quimicas apenas uma glandula para cada sexo em quadruplicada.

Bioensaios em olfatbmetro

Os bioensaios em olfatbmetro foram conduzidos em dois periodos, o primeiro
de novembro 2013 a abril de 2014 e o segundo de novembro 2014 a janeiro de
2015.

Para os bioensaios de comportamento foi utilizado um olfatbmetro de vidro do
tipo Y (Figura 2), constituido por um bracgo principal e dois bracos laterais (13 x 12 e
2,5 cm de diametro). Na parte superior o olfatdmetro foi iluminado por uma lampada
vermelha, para evitar a influéncia da luz no comportamento do inseto. O fluxo de ar
continuo foi de 0,4 L/min gerado por uma bomba, previamente purificado em uma

coluna de carvao ativo e umidificado por um borbulhador com agua destilada.
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Figura 2. Sistema de olfatometria utilizado nos bioensaios de comportamento
Scaptocoris castanea Perty 1833 (Hemiptera: Cydnidae). 1- caixa com a bomba que
gera o fluxo de ar; 2- fluxbmetro para regular a quantidade de ar que entra no
sistema; 3- carvao ativo para purificar o ar; 4- borbulhador com agua destilada para

umidificar o ar; 5- olfatdmetro do tipo Y; 6- lampada vermelha.

Para os testes em olfatdmetro utilizou-se 2 uL de cada extrato (0,01 inseto
equivalente para extrato de aeracdo, e 0,02 inseto equivalente para extrato de
glandula). Os extratos foram impregnados em papel filtro, previamente esterilizados,
e colocados na base de cada braco do olfatdmetro. A cada repeticdo as fontes
olfativas eram renovadas, o equipamento lavado com sabao neutro, agua destilada e
etanol 70%, e esterilizado em estufa, a cada cinco repeticoes as fontes de odor eram
alternadas.

No primeiro periodo, novembro de 2013 a abril de 2014, foram testadas
quatro amostras de aeracédo: T1- extrato de fémeas para testar machos; T2- extrato
de machos para testar fémeas; T3- extrato de fémeas+machos para testar machos e

T4- extrato de fémeas+machos para testar fémeas.
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Os insetos, um para cada repeticéo, foram liberados individualmente no inicio
do Y. Foi registrado o comportamento dos insetos quanto & op¢édo de escolha no
olfatdmetro (extrato ou controle) por um periodo de 20 minutos, considerou-se como
resposta positiva quando o inseto permaneceu por um periodo de 2 minutos no
braco escolhido e registrado como nao escolha quando os insetos ndo apresentaram
decisédo para os bracos do olfatbmetro. Foram efetuadas 40 repetices para cada
extrato, totalizando 160 repeticdes.

Para os bioensaios do segundo periodo, novembro 2014 a janeiro de 2015,
fez-se um ajuste na metodologia, com reducdo do tempo de observacédo para 10
minutos e 60 segundos no periodo de permanéncia no braco escolhido. Os demais
procedimentos ndo sofreram alteracdes, e seguiram as mesmas orientacdes citadas
acima. Para este periodo foram usados 0s seguintes tratamentos: T1- extrato de
fémeas para testar machos; T2- extrato de machos para testar fémeas; T5 - extrato
de glandulas de fémeas para testar machos e T6- extrato de glandulas de macho
para testar fémeas.

Também foram realizados bioensaios com os padrbes sintéticos (Sigma-
Aldrich) (E)-2-hexenal (98%), (E)-2-octenal (94%), (E)-2-decenal (95%) e tridecano
(99%), fornecidos pelo Laboratério de Pesquisa em Quimica de Produtos Naturais —
LPgPN. Para cada padrao foram efetuadas 40 repeticOes para cada sexo, utilizando

2uL de padréo, totalizando 80 repeticBes por padrao, resultando em 240 repeticdes.

Analise estatistica

Os dados quanto a escolha e permanéncia dos insetos no braco do
olfatbmetro foram analisados pelo teste de qui-quadrado P< 0,05, utilizando a
linguagem do programa R Studio. Os insetos que ndo permaneceram no brago do
olfatbmetro pelo tempo previsto e ndo deslocaram no interior do Y foram excluidos

da andlise estatistica.

Analises quimicas

As amostras provenientes da aeracdo e da glandula metatoracica foram

analisadas por cromatografia gasosa (CG) com detector de ionizagcdo em chamas
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(DIC), marca Shimadzu 2010, equipado com coluna capilar RTX-5 (0,25 mm x 0,25
pgm x 30 m).

O volume de amostra injetada foi de 3 pL, com o injetor operando em modo
“splitless” a 250 °C, utilizando nitrogénio como gas de arraste, com fluxo de 1,39
mL/min. A temperatura do forno foi mantida a 50 °C por 5 min, com velocidade de
aquecimento de 6 °C/min até 200 °C e posteriormente, 15 °C/min até 240 °C
permanecendo nesta temperatura por 2 min. A temperatura do detector foi mantida a
250 °C. O indice de Kovats das amostras foi calculado usando a equacéo 1, com
padrées de alcanos (C7 a C24) nas mesmas condicBes cromatograficas citadas
acima.

Equacéo 1:

IK =100n + 100 (M)

Try — Ty,

Onde Tr = tempo de retencdo; X = composto em andlise; n = numero de
carbonos do alcano anterior ao Trx; N=n+1.

As analises de cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas
foram realizadas em um CG-EM, marca Shimadzu modelo QP2010 Ultra, com
coluna apolar NST-05 (0,25 mm x 0,25 um x 30 m). O hélio foi usado como gas de
arraste com fluxo de 1,39 mL/min, 1 yL de amostra foi injetada em modo “splitless” a
250 °C. O espectrometro de massas operou com ionizacao por impacto de elétrons
(70 e V) em modo de varredura entre 35 a 400 m/z. A fonte de ions manteve-se
constante 280 °C e a interface com 270 °C. As condi¢des do forno foram iguais as
utilizadas nas analises por CG-DIC.

A identificacdo dos compostos volateis foram obtidos comparando os
espectros de massas com as bases de dados NITS08, NITS08s e WILEY229, e em
comparacao dos indices de retencdo de Kovats as referéncias e a coinjecdo com

padrdes sintéticos, quando disponiveis.
Quantificacdo dos compostos

A gquantificacdo por normalizacdo de &reas foi realizada no CG-FID Shimadzu
2010 sob as condi¢des cromatograficas mencionadas anteriormente. O eicosano foi
usado como padrdo interno na concentragdo de 5,54 ppm (Sigma-Aldrich Lot#
MKBC9945V 99%).
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Foram adicionados 100 pyL do padrao para cada uma das amostras (aeragao
de fémea e de machos 500 pyL (n=10) obtendo volume final de 600 pL, e extrato de
glandula de fémea e de macho 200 uL (n=1) obtendo volume final de 300 pL), e
analisadas sob os mesmos parametros cromatogréaficos ja estabelecidos para as

andlises. A concentracdo de cada composto foi calculada em ppm de acordo com a

equacgao 2:
Equacéo 2:
C(P) x A(X)
ClX) =

Onde C(X) = concentracdo do composto X; C(P) = concentracao do padrao na
amostra; A(X) = area do pico do composto X e A(P) = area do pico do padréo.

Analises eletroantenograficas

Para determinar os compostos ativos nas amostras de aeracdes e extratos de
glandulas de fémeas e machos, respectivamente, realizou-se a analise
eletrofisiolégica em um cromatégrafo gasoso (Schimadzu, GC-2010) com uma
coluna NST-05 (30m x 0.25mm x 0.25um) acoplado a um eletroantenograma (EAG)
(Syntech Hilversum, The Netherlands).

Foram injetadas no CG 3 pyL de cada amostra em modo “splitless” com
programacao de temperatura inicial de 50 °C por 5 min, e velocidade de
aquecimento 6 °C/min até 200 °C e posteriormente, 15 °C/min até 240 °C
permanecendo nesta temperatura por 2 minutos, utilizando nitrogénio como géas de
arraste, com um fluxo de 1,39 mL/min.

Machos e fémeas de S. castanea (N=5 respectivamente) foram usados para
as analises de cada amostra. Os insetos foram resfriados por 1 minuto e
posteriormente a cabeca foi separada do torax. Os eletrodos de Ag-AgCl eram
preenchidos com solucao salina (8.0 g/L NaCl, 0.4 g/L CaClz). Um dos eletrodos foi
colocado na cabeca enquanto o outro foi conectado na ponta da antena. Os sinais
elétricos foram amplificados em um amplificador de alta impedancia (IDAC-4,
Syntech Hilversum, The Netherlands) e analisados utilizando no programa Syntech
versao 4.6, 2008.
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Os compostos eluidos da coluna foram considerados ativos se induziram uma
despolarizacdo, em pelo menos trés das cinco antenas analisadas para cada

amostra testada.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Bioensaios em olfatbmetro

Os resultados obtidos nos bioensaios em olfatometria com extratos de
aeracdo proveniente de insetos do primeiro periodo, indicaram que o tratamento 1
extrato de fémeas para testar machos, apresentou diferencga significativa entre o
controle e o extrato testado (X?=6,8182, d.f.=1, p=0,0090), observando-se a
preferéncia do inseto pelo controle, indicando a inducdo de um comportamento de
repeléncia nos machos testados. Para os demais tratamentos ndo houve diferenca
significativa T2 (X?=0,4706, d.f.=1 p=0,4927), T3 (X?=0,6154, d.f.=1 p=0,4328) T4
(X?=0,4706, d.f.=1 p=0,4027) (Figura 3A).

Os estudos com extratos de aeracdo de fémeas, em olfatdbmetro, causaram
repeléncia nos machos de S. castanea. Ja no pentatomideo Pallantia macunaima
Grazia, 1980, a amostra de aeracdo de machos exerceu atratividade sobre as
fémeas e desencadeou a mesma resposta em eletroantenografia, sendo o composto
produzido somente por machos.1?

Nos bioensaios do segundo periodo, utilizando extratos de aeracdo e de
glandulas de fémeas e machos, ndo houve diferenca significativa entre a escolha
para o controle ou tratamento, sendo T1 (X?=1,125, d.f.=, p=0,2088), T2 (X?=1,5806,
d.f.=1 p=0,2087), T5 (X2=2,0769, d.f.=1 p=0,1495) e T6 (X2=1,6842, d.f.=1 p=0,1944)
(Figura 3B). Estes resultados corroboram com as pesquisas feitas 2° para o cimicidio
C. hemipterus, testando extratos de fémeas, machos e a mistura de fémeas+machos
observaram que ndo houve diferenca significativa entre os tratamentos e controle

testados.
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Figura 3. Respostas de adultos de Scaptocoris castanea Perty 1833 (Hemiptera:
Cydnidae) aos tratamentos testados. A: T1- extrato de aeracdo de fémeas; T2-
extrato de aeracdo de machos; T3- extrato de aeracdo de fémeas+machos e T4-
extrato de aeracdo de fémeas+machos. B: T1- extrato de aeracdo de fémeas; T2-
extrato de aeracdo de machos; T5- extrato de glandulas de fémeas e T6- extrato de
machos. Barras brancas representam os machos, barras pretas as fémeas. Numero
entre parénteses indica insetos nao responsivos, (*) indica diferenca (qui-quadrado

P< 0,05), (ns) nao significativo.

Identificacdo dos compostos

A andlise por CG-EM das amostras de S. castanea permitiu postular a
presenca de compostos comuns em percevejos. Para os extratos de glandula e
aeracdo de fémeas e machos de S. castanea foram elucidados quatro aldeidos
insaturados e um alcano linear (Tabela 1), desses o (E)-2-octenal, (E)-2-decenal e
(E,E)-2,4-decadienal foram identificados em todas as amostras de aeracbes e
glandulas. Destacando-se que todos os compostos foram confirmados por coinjecéo
de padrdes como pode ser observado nos cromatogramas apresentados nas figuras
4,5,6e7.
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Tabela 1. Compostos identificados nos extratos de glandulas e aeracéo de fémeas e

machos de Scaptocoris castanea Perty 1833 (Hemiptera: Cydnidae)

Concentracao [ppm]

Compostos IK
Fémeas Machos
Glandula Aeracdo Glandula Aeracao
(E)-2-Hexenal 852 104,01 6,38
(E)-2-Octenal 1067 1989,1 8,30 257,03 6,64
(E)-2-Decenal 1267 173 5,85 41,03 4,30
Tridecano 1300 0,15 0,09
(E,E)-2,4-Decadienal 1296 2,6 0,11 2,72 0,59

Concentracdo dos compostos por inseto nas amostras dada em partes por milhdo

(ppm).

O (E)-2-octenal € o composto majoritario em todas as amostras de aeracfes e
glandulas de fémeas e machos de S. castanea, apresentando-se em maior
quantidade nas glandulas de fémeas (Tabela 1). Para o cidnideo S. c. cinctus este
composto esteve presente somente nas amostras de fémeas, sendo considerado o
maior componente.'® Nos pentatomideos este composto apresentou a segunda
maior proporcdo nas glandulas de L. deducta e P. stictica ', o autor relata que
nestes pentatomideos o composto majoritario nas GM em machos e fémeas é o
tridecano, também majoritario nas GM de adultos e GDA de ninfas das espécies
Chlorochroa uhleri Stal, 1872, Chlorochroa sayi Stal, 1872 e Chlorochroa ligata Say,
1832.° O tridecano foi identificado somente nas amostras de aeracdo de machos e
fémeas de S. castanea, e considerado o composto minoritario neste estudo, seguido
do (E,E)-2,4-Decadienal que apresentou a segunda menor proporcao em todas as
amostras.

O (E)-2-decenal € o segundo componente mais abundante nos extratos de
ambos os sexos (Tabela 1), seguido do composto (E)-2-hexenal encontrado apenas
nos extratos de glandulas de machos e fémeas, ambos 0s compostos foram
predominantes nas glandulas das fémeas de S. castanea. Para o cidnideo A. nigritus
0 2-decenal foi o composto encontrado em maior propor¢ao nos extratos, ja para A.

magna o composto majoritario foi o 2-hexenal.*®
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Figura 4. Cromatogramas de extrato da glandula de macho (Linha rosa) e padrdes
(linha preta). Numero 1 corresponde (E)-2-hexenal, 2 (E)-2-octenal e 3 (E)-2-

decenal.
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Figura 5. Cromatogramas de extrato da glandula de fémea (Linha rosa e padrdes

(linha preta). Namero 1 corresponde (E)-2-hexenal, 2 (E)-2-octenal e 3 (E)-2-

decenal.
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Figura 6. Cromatogramas de extrato de aeracdo de fémea (Linha rosa) e padrdes

(linha preta). Numero 2 corresponde (E)-2-octenal, 3 (E)-2-decenal e 4 tridecano.
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Figura 7. Cromatogramas de extrato de aeracdo de macho (Linha rosa) e padrbes

(linha preta). Numero 2 corresponde (E)-2-octenal, 3 (E)-2-decenal e 4 tridecano.

Os padroes (E)-2-octenal, (E)-2-decenal e tridecano diferiram
significativamente em relagdo ao controle, fémeas X2=16,1333, p=0,0090 e machos
X2=5,1212 e p=0,02364; fémeas X2=6,4286, p=0,01123 e machos X2=5,1212,
p=0,02364; fémeas X2=7.2581, p=0,07058 e machos X2=8.3333, p=0,02364
respectivamente, indicando que 0s compostos induziram um comportamento de

repeléncia em ambos os sexos testados (Figura 8). No entanto para o padrao (E)-2-
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hexenal ndo houve diferenca significativa para fémeas X2=0,9474, p=0,3304 e
machos X?=3,6667, p=0,05551.

Extrato Controle

tridecano

(E)-2-decenal

(E)-2-octenal

(E)-2-hexenal

| | | | | | 1 1 | | 1

40 30 20 10 0 10 20 30 40
Resposta dos insetos

Figura 8. Respostas de adultos de S. castanea Perty 1833 (Hemiptera: Cydnidae)
aos padrbes sintéticos. Barras pretas representam fémeas, barras brancas os
machos (*) indica diferenca (qui-quadrado P< 0,05), (ns) indica insetos que nao

responderam ao tratamento.

Os compostos (E)-2-octenal, (E)-2-decenal, (E)-2-hexenal e tridecano
testados nos bioensaios em olfatdmetro sédo descritos na literatura como substancias
de alarme °2!, consideradas substancias irritantes e repelentes liberadas pelos

percevejos quando colocados em situagédo de risco.!!
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Eletroantenografia

As antenas de machos apresentaram atividade eletrofisiologica frente ao
extrato de aeracdo de fémea, sendo detectada atividade para os compostos (E)-2-
octenal e (E)-2-decenal (Figura 9A), e as antenas de fémeas responderam para o

(E)-2-decenal do mesmo extrato (Figura 9B).

. HH"E e r“' TV N I‘ﬂ A h-.-r_.d- R - e camedle _.L.Ll.;_llll_,_u_,V\A
M 2

(] .
1320 1640 min 1320 16:40 min

Figura 9. CG-EAD de aeracdo de fémea S. castanea. (A) mostra a atividade

eletrofisiolégica da antena do macho ao composto testado, nimero 1: (E)-2-octenal
e 2: (E)-2-decenal. (B) mostra a atividade eletrofisiolégica da antena da fémea ao

composto testado, nimero 2: (E)-2-decenal.

O composto (E)-2-decenal identificado na glandula da fémea apresentou
atividade eletrofisiologica para as antenas de fémeas e machos (Figura 10, 11
respectivamente). O (E)-2-octenal também presente nas glandulas de fémeas, nao
gerou resposta eletroantenografica na concentracdo presente no extrato da glandula
da fémea (1989 ppm), mas quando a amostra foi diluida para alcancar uma
concentracdo proxima da encontrada na glandula de macho (257,03 ppm), as
antenas testadas apresentaram resposta eletroantenografica para o composto (E)-2-
octenal (167,1ppm) (Figura 12, 13). Desta forma observa-se, que em altas
concentragdes o (E)-2-octenal ndo induziu resposta eletroantenogréafica nos insetos,

mas o fez em menor concentragao.
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Figura 10. CG-EAD de extrato de glandula de fémeas usando antena de fémea de

S. castanea, mostrando atividade eletrofisiolégica apenas ao composto (E)-2-
decenal sem diluicdo do extrato de glandula. O circulo preto indica o pico resposta,

namero 1: (E)-2-octenal e 2: (E)-2-decenal.
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Figura 11. CG-EAD de extrato de glandula de fémeas usando antena de macho de
S. castanea, mostrando atividade eletrofisiolégica apenas ao composto (E)-2-
decenal sem diluicdo do extrato de glandula. O circulo preto indica o pico resposta,

namero 1: (E)-2-octenal e 2: (E)-2-decenal.
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Figura 12. CG-EAD de extrato de glandula de fémeas usando antena de fémea de
S. castanea, mostrando atividade eletrofisiol6gica apenas aos compostos numero 1:
(E)-2-octenal e 2: (E)-2-decenal, apos a diluicdo do extrato de glandula. O circulo

preto indica o pico resposta.
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Figura 13. CG-EAD de extrato de glandula de fémeas usando antena de macho de
S. castanea, mostrando atividade eletrofisiologica apenas aos compostos numero 1:
(E)-2-octenal e 2: (E)-2-decenal, apos a diluicdo do extrato de glandula. O circulo

preto indica o pico resposta.
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Quando utilizado os extratos de glandulas de macho, a antena de fémea
apresentou atividade eletrofisiologica ao composto (E)-2-octenal (Figura 14). As

antenas dos machos n&o apresentaram atividade para (E)-2-octenal e (E)-2-decenal.

Y

—\_._n\-'~—._\.._.__f--tl—\] A
10:00 min

Figura 14. CG-EAD de extrato de glandula de macho S. castanea testando antena
de fémeas. NUmero 1 mostra a atividade eletrofisiolégica da antena do macho ao

composto (E)-2-octenal.

Para confirmar a atividade eletrofisiologica atribuida aos compostos (E)-2-
octenal e o (E)-2-decenal identificados nas amostras de aeragcédo e de glandulas, foi
realizada a analise de CG-EAD com os padrdes, ambos 0s compostos apresentaram

atividade nas antenas de fémeas e machos (Figura 15 e 16).
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Figura 15. GC-EAD apresentando atividade eletrofisiolégica para os padroes em
antena de fémea de S. castanea, o numero 1: (E)-2-octenal e o 2: (E)-2-decenal. O

circulo preto indica o pico resposta.
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Figura 16. GC-EAD apresentando atividade eletrofisiologica para os dois padrdes
em antena de macho de S. castanea, numero 1: (E)-2-octenal e o 2: (E)-2-decenal.

O circulo preto indica o pico resposta.

O composto (E)-2-octenal esta presente em todos os extratos e é também
majoritario em todas as amostras coletadas de S. castanea. Quando testado no CG-
EAD foi considerado ativo, e em olfatbmetro provocou comportamento de repeléncia

nos insetos. Este composto foi reportado para as fémeas da subespécie de cidnideo
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S. c. cinctus.’® No entanto o autor ndo realizou bioensaios para verificar a acédo
deste composto sob o inseto em estudo.

Para S. divergens foram identificados os compostos pentanal, heptanal,
octenal e 2-hexenal caracterizados como secrecdo defensiva da glandula
metatoracica 4, no entanto, o autor ndo apresentou a estereoquimica destes
compostos.

A estereoquimica também nao foi apresentada para os compostos 2-hexenal,
2-octenal e 2-decenal identificados nos cidnideos A. magna, M. japonesis e A.
nigritus, espécies encontradas no Japdo.*®

Os compostos identificados nos extratos de glandula e aeracdo de S.
castanea, séo descritos como substancias de alarme, e comumente encontrados na
glandula toracica e dorso-abdominal em varias espécies de percevejos,
principalmente na familia Pentatomidae.® 2!

Os compostos (E)-2-hexenal, (E)-2-octenal, (E)-2-decenal foram identificados
em estudos com extratos provenientes de exuvias de ninfas de primeiro e segundo
instar dos percevejos E. heros, A. aseadum, T. perditor e E. meditabunda.l’ Além
destes, o composto (E,E)-2,4-decadienal é reportado para os percevejos Chinavia
impicticornis Stal, 1872, Chinavia ubica Rolston, 1983 e E. heros.??

O (E)-2-decenal, (E)-2-hexenal, (E)-2-octenal e tridecano confirmados neste
trabalho também foram encontrados nas glandulas abdominais e toracicas dos
pentatomideos L. deducta e P. stictica !, e P. macunaima 23, e em extratos de
exuvias e glandulas metatoracicas, de machos e fémeas de Agroecus griseus
Dallas, 1851 19, Os trés ultimos compostos citados acima sdo reportados como
substancias de defesa, liberadas pelos percevejos quando importunados.!' Desta
forma, estas substancias também podem atuar na defesa quimica de S. castanea.

Os compostos (E)-2-octenal e (E)-2-hexenal foram identificados como
substancias defensivas na glandula metatoracica de Piezodorus guildinii Westwood,
1837 2%, A mesma atuacédo foi observada para estes compostos em ninfas e adultos
de C. hemipterus ?° e para Cimex lectularius Linnaeus, 1758 25, além destes dois
compostos, o tridecano foi identificado na glandula metatoracica de Dichelops
melacanthus Dallas, 1851. 8

Em N. viridula o (E)-2-hexenal e o (E)-2-decenal foram caracterizados como
substancias defensivas 26, a mesma funcdo é reportada aos compostos (E)-2-

octenal, (E)-2-decenal e tridecano para T. perditor. 2°
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Os compostos confirmados para S. castanea sdo considerados substancias
de defesa, como descrito nas literaturas. Conhecer as substancias de defesa antes
dos estudos de feromdnios sexuais e de agregacdo é essencial 1°, pois dificilmente
se obtém extratos sem contaminantes de compostos defensivos.®

A funcdo biolégica destes compostos precisa ser mais estudada, visando o
desenvolvimento de estratégias de manejo para o percevejo castanho, além disto
encontram-se poucos trabalhos de identificacdo dos compostos volateis da familia

Cydnidae, reforcando a necessidade de novos estudos sobre este inseto.

CONCLUSAO

Os resultados obtidos neste trabalho indicam que os compostos confirmados
para S. castanea sdo substancias de defesa para esse inseto. O presente estudo
serve pode ser usado como base para futuras pesquisas que visem a elucidacao de
novos compostos de S. castanea.
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Espectros de massas de glandula de fémea.
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Espectros de massas de aeragcéo de fémea.
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Espectros de massas de aeracédo de macho.
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SOUZA, C.P.R., PEREIRA, M.J.B. & COSSOLIN, J.F.S. Sex ratio in flocks and
reproductive aspects of brown bug Scaptocoris castanea Perty, 1833
(Hemiptera: Cydnidae).

Abstract: This study evaluated the sex ratio of brown stink bug Scaptocoris castanea
a flight, copulation and analyze ovarian development of insects collected. The
collections of brown stink bugs were held in Mato Grosso municipalities in the
periods of november 2013 to april 2014 and november 2014 to march 2015 in ditches
opened in the soil, and a flight. The insects collected were placed in plastic pots and
sent to the laboratory of Entomology CPEDA / UNEMAT. The insects collected a
flight were counted and sexed to calculate the sex ratio (RS). Females collected in
soil and flight were selected for ovarian development verification and fertilization,
assessed by the presence of spermatozoa in the females spermatheca. The adults
sex ratio collected a flight in 2014 and 2015 was 0.83 and 0.89 respectively. All the
females in 2014 were copulated. However, these females were not recorded the
presence of egg formed in ovarioles. In 2015, 98% were copulated and 5.1% had
formed eggs. The largest number of females copulated and eggs collected in the field
were observed from february to april 2014. In the collection period, 74% were
copulated, and these 28% had formed in ovarioles eggs. The eggs of S. castanea
have an oval shape, light yellow, and ranged from one to fifteen per female. We
conclude that in the S. castanea flocks predominate females copulated with the
undeveloped ovarian, but in the soil females the presented ovaries were developed
with the presence of eggs.

Keywords: flight, sex ratio, ovarian development, egg.
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SOUZA, C.P.R., PEREIRA, M.J.B. & COSSOLIN, J.F.S. Razdo sexual nas
revoadas e aspectos reprodutivos do percevejo castanho Scaptocoris
castanea Perty, 1833 (Hemiptera: Cydnidae).

Resumo: Este trabalho objetivou avaliar a razdo sexual do percevejo castanho
Scaptocoris castanea das revoadas, copula e analisar o desenvolvimento ovariano
dos insetos coletados. As coletas de percevejo castanho foram realizadas em
municipios de Mato Grosso, nos periodos de novembro de 2013 a abril de 2014, e
novembro 2014 a marco de 2015, em trincheiras abertas no solo e nas revoadas. Os
insetos coletados eram acondicionados em potes plasticos e encaminhados ao
laboratorio de Entomologia CPEDA/ UNEMAT. Os insetos coletados nas revoadas
eram contabilizados e sexados para calcular a razdo sexual (RS). As fémeas
coletadas no solo e nas revoadas foram selecionadas para verificacdo do
desenvolvimento ovariano e fecundagdo, avaliada pela presenca de
espermatozoides na espermateca das fémeas. A razdo sexual dos adultos coletados
nas revoadas em 2014 e 2015 foi de 0,83 e 0,89 respectivamente. Todas as fémeas
em 2014 estavam copuladas. No entanto, nessas fémeas nao foi registrada a
presenca de ovo formado nos ovariolos. J& em 2015, 98% estavam copuladas e
5,1% apresentavam ovos formados. Ja as fémeas coletadas no solo, 74% estavam
copuladas, e dessas 28% apresentavam ovos formados nos ovariolos. Os ovos de
S. castanea apresentam formato oval, cor branca amarelada e variaram entre um e
quinze por fémea. Conclui-se que nas revoadas de S. castanea predominam fémeas
copuladas com ovario pouco desenvolvido, ja nas fémeas de solo os ovarios
apresentam-se desenvolvidos com presenca de ovos.

Palavras chave: revoada, razao sexual, desenvolvimento ovariano, ovo.

1. Introducéao

O percevejo castanho Scaptocoris castanea Perty, 1833 (Hemiptera:
Cydnidae), ataca as raizes de varias culturas, interferindo no desenvolvimento das
plantas, causam perdas de até 100% em areas de soja e algodao (Sousa 2002,
Fernandes et al. 2004).

O S. castanea pode ser encontrado durante todo o ano em diferentes perfis
de solo, de acordo com gradiente de umidade, porém no periodo chuvoso, o0s
adultos séo encontrados em abundancia nas camadas superficiais do solo (Oliveira
et al. 2000, Sousa 2002, Oliveira & Malaguido 2004).

O desenvolvimento do percevejo ocorre no interior do solo, incluindo copula e
oviposi¢cdo, sado observados fora do solo no periodo chuvoso comuns em revoadas
ao entardecer (Corréa Ferreira & Panizzi 1999, Sales Junior & Medeiros 2001).

Em estudos com Scaptocoris carvalhoi Becker (1967) na regido de Gobias,
apontaram revoadas em novembro de 2004 e outubro de 2005, coincidindo com o
inicio do periodo chuvoso na regido. O autor infere que o inicio das chuvas ap6s um

longo periodo de seca € um fator preponderante para revoada, € que a umidade do
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solo pode estar associada ao acasalamento e oviposicdo desta espécie (Nardi et al.
2007).

Sao importantes os estudos que visam conhecer a época de acasalamento e
o desenvolvimento reprodutivo deste inseto (Fernandes et al. 2004), uma vez que
existem poucos trabalhos sobre a reproducao, bem como a descricdo da morfologia
dos 6rgdos reprodutores.

Lis (2003) em seus estudos registrou de quatro a sete ovariolos na formacao
dos ovérios de algumas espécies de Cydnidae, além da variacdo na morfologia dos
ovidutos laterais de duas subfamilias, uma apresenta ovidutos laterais mais longos e
a outra ovidutos laterais mais curtos.

A espermateca € uma estrutura comum a familia Cydnidae, apresenta
variacBes morfologicas de acordo com cada espécie, é constituida por trés partes
principais, o receptaculo seminal, a parte intermediaria e o canal da espermateca
(Pluot-Sigwalt & Lis 2008).

Em geral o sistema reprodutor dos machos em Heteroptera consiste em um
par de testiculos, dois canais deferentes, duas vesiculas seminais, glandulas
acessorias e ducto ejaculatorio que abre-se no edeago (Soto et al. 2012, Karakaya
et al. 2012, Ozyurt et al. 2013).

Devido a escassez de informacfes sobre S. castanea o presente trabalho
teve por objetivo avaliar a razdo sexual deste percevejo nas revoadas, descrever o

desenvolvimento ovariano das fémeas em revoadas e solo.

2. Material e Métodos

As coletas de percevejo castanho foram realizadas na Fazenda Chapada,
situada a margem esquerda da Rodovia MT 235 Km 32, na regido de Campo Novo
dos Parecis, estado de Mato Grosso, entre as coordenadas geogréficas
13°47°28.62°LS e 57° 33'21.86”LO, nos periodos de novembro de 2013 a abril de
2014, e de novembro 2014 a marco de 2015.

Foram contabilizadas 22 coletas a campo no periodo citado, e oito revoadas,
coletadas entre os meses de marco e abril de 2014, nos municipios de Tangara da
Serra, Campo Novo dos Parecis, Sdo José do Rio Claro e Ipiranga do Norte, em
talhdes de soja, algodédo e milho. Entre fevereiro e margo de 2015 foram coletadas
sete revoadas nos municipios de Tangard da Serra, Campo Novo dos Parecis,

Sapezal e Diamantino. Os percevejos foram coletados atraves de trincheiras abertas
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no solo e aqueles provenientes das revoadas eram coletados com auxilio de pulsar.
Os insetos coletados eram acondicionados em potes plasticos e encaminhados ao
laboratorio de Entomologia do Centro de Pesquisa, Estudos e Desenvolvimento
Agro-Ambientais (CPEDA) da Universidade do Estado de Mato Grosso - UNEMAT,
campus de Tangara da Serra.

Todos os adultos coletados nas revoadas foram quantificados e sexados
conforme descricdo de (Nardi, 2005), a razdo sexual das revoadas foi determinada
pela equacdo (RS= numero de fémeas/nimero de fémeas + numero de machos).
Das revoadas coletadas em 2014 foram selecionadas 20 fémeas, para verificagao
do desenvolvimento ovariano, essa mesma verificagao foi realizada com 10% das
fémeas coletadas nas revoadas em 2015, para tanto os insetos foram dissecados
em estereosmicroscopio trinocular sobre placa de petri contendo parafina branca,
para melhor fixacdo do inseto. Na dissecacédo foi utilizada solucao fisiologica (0,9%)
para manter a turgescéncia das células.

Para avaliacdo do desenvolvimento ovariano das fémeas, foram
selecionadas 20 fémeas de S. castanea por coleta, totalizando 440 fémeas
dissecadas, este desenvolvimento foi verificado pela contagem do niumero de ovos
formados nos ovarios, e a fecundacdo das fémeas pela presenca de
espermatozdides na espermateca. Os ovos encontrados foram quantificados e

posteriormente imersos em alcool 70% para serem conservados.

3. Resultados e Discusséo

Durante os meses de margo a abril 2014, e fevereiro a marco de 2015 foram
registradas quinze revoadas em diferentes cidades do estado de Mato Grosso
(Tabela 1).

A razédo sexual para as revoadas coletadas em 2014 foi de 0,83 variando de
0,75 a 0,93. Ja para as revoadas em 2015 a razéo foi de 0,89 variando de 0,78 a
0,96, destaca-se a predominancia de fémeas nas diferentes localidades e periodos
de coleta. Em pesquisa realizada com Scaptocoris divergens Froeschner 1960,
utilizando armadilha luminosa, registrou somente a presenca de fémeas na revoada
desta espécie (Willis & Roth 1962).
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Tabela 1. Razdo sexual de adultos de Scaptocoris castanea coletados em revoadas
nos municipios Tangara da Serra (TGA), Sdo José do Rio Claro (SJRC), Campo
Novo dos Parecis (CNP), Ipiranga do Norte (IN), Sapezal (SAP) e Diamantino (DIA).

Local da coleta Data NUmero de fémeas Numero de Machos Razdo Sexual*

TGA 25/03/14 201 35 0,85
TGA 31/03/14 323 68 0,82
SJRC 31/03/14 115 32 0,78
CNP 02/04/14 117 27 0,81
CNP 02/04/14 573 71 0,88
SJRC 02/04/14 69 23 0,75
IN 21/04/14 231 30 0,88
SJRC 25/04/14 119 08 0,93
SAP 11/02/15 960 42 0,96
CNP 13/02/15 320 18 0,94
TGA 16/02/15 367 27 0,93
DIA 06/03/15 440 68 0,87
CNP 16/03/15 198 13 0,94
TGA 17/03/15 210 58 0,78
TGA 17/03/15 90 23 0,80

* RS= numero de fémeas/numero de fémeas + nimero de machos.

As fémeas das revoadas que foram dissecadas em 2014, estavam todas
copuladas, confirmado pela presenca de espermatozoides na espermateca das
mesmas. No entanto, ndo foi registrada a presenca de ovos formados nos ovariolos
destas fémeas. No ano seguinte 2015, 98% das fémeas estavam copuladas e 5,1%
apresentavam ovulos em formacé&o nos ovariolos.

A finalidade da revoada para S. castanea ainda nao esta definida, mas os
resultados indicam que a revoada ocorre apdés a coOpula, fato inferido para S.
divergens (Willis & Roth 1962) no entanto néo foi realizada a dissecacéo das fémeas
para confirmagao.

Constatou-se 0 maior numero de fémeas copuladas no periodo de fevereiro a
abril/2014 (Figura 1), coincidindo com as observacfes de campo, onde verificou-se
uma grande quantidade de casais copulando no interior do solo, nas raizes de
plantas daninhas do género Cynodon (pé de galinha) e também no laboratério,

durante a triagem dos insetos.
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Figura 1. Naomero de fémeas copuladas e fémeas com ovos nos periodos de coleta.
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Figure 1. Number of copulated females and females with eggs in the collection

periods.

As fémeas copuladas totalizaram 74% nas coletas realizadas, destas 28%
estavam com ovos formados nos ovariolos, e 26% ndo estavam copuladas.
Verificou-se que em quase todo o periodo das coletas em 2014 as fémeas estavam
copuladas, fato confirmado pela presenca de espermatozéides na espermateca, e
ovos nos ovariolos, principalmente no més de marco. Nas coletas realizadas no més
de novembro de 2015, ndo haviam fémeas copuladas e com ovos, provavelmente
neste periodo os insetos ndo estavam sexualmente maduros. No fim de dezembro a
fémeas ja apresentavam maturidade sexual, pois foi observado copula de insetos no
campo.

O numero de ovos formados nos ovariolos das fémeas variou entre um e
qguinze, com média de 4,92 ovos por fémea. Os ovos de S. castanea encontrados
possuiam formato oval cor branca amarelada e coérion com superficie lisa,
semelhante ao descrito para S. carvalhoi e Melanaethus crenatus Signoret, 1883
(Cervantes et al. 2013, Vivan et al. 2013).
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Nas revoadas houve predominancia de fémeas de S. castanea, e estas
apresentavam-se copuladas, com ovério pouco desenvolvido. Nas fémeas coletadas
no solo os ovarios apresentavam-se desenvolvidos com presenca de o0vos,

indicando provavelmente a maturidade sexual dos individuos estabelecidos no solo.
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CONSIDERACOES FINAIS

Os compostos elucidados para S. castanea caracterizam-se como
substancias defensivas que podem auxiliar em estudos posteriores, visando a
identificacdo de novos compostos feromonais para a espécie.

A maioria das fémeas coletadas nas revoadas estavam copuladas e
apresentavam ovario pouco desenvolvido. As fémeas coletadas em solo
apresentavam ovario desenvolvido com presenca de ovos formados, indicando a
maturidade sexual destas.

Os resultados obtidos nesta pesquisa séo relevantes, pois contribuiram para

o0 conhecimento do comportamento e reproducao de S. castanea.



