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APRESENTAÇÃO

A obra “Desafios teóricos e aplicados da ecologia contemporânea” apresenta em 
seus 8 capítulos discussões de diversas abordagens acerca do respectivo tema, onde 
encontram-se métodos e resultados que auxiliam nas tomadas de decisões voltadas 
principalmente a pesquisa científica e ao planejamento. 

O estudo da ecologia é imprescindível para compreender o espaço e as 
modificações que ocorrem na paisagem. Com o crescimento acelerado da população 
e juntamente com a expansão da fronteira agrícola, observamos uma pressão sobre o 
meio ambiente, sendo necessário um equilíbrio entre o uso dos recursos naturais e a 
preservação do mesmo para promover a sustentabilidade dos ecossistemas, a fim de 
não prejudicar estas e as futuras gerações.

O uso desordenado dos recursos naturais, seja em áreas urbanas ou rurais afetam 
diretamente a qualidade do ambiente, dificultando ações de gestão e conservação. O 
estudo aprofundado da Ecologia em suas diversas ramificações pode contribuir para 
a elaboração de propostas visando à preservação e conservação ambiental dando 
maior suporte as ações de planejamento.

Neste sentido, este volume é dedicado aos trabalhos relacionados às diversas 
áreas voltadas a Ecologia contemporânea. A importância dos estudos dessa vertente 
é notada no cerne da produção do conhecimento. Nota-se também uma preocupação 
dos profissionais de áreas afins em contribuir para o desenvolvimento e disseminação 
do conhecimento científico. 

Os organizadores da Atena Editora entendem que um trabalho como este não 
é uma tarefa solitária. Os autores e autoras presentes neste volume vieram contribuir 
e valorizar o conhecimento científico. Agradecemos e parabenizamos a dedicação e 
esforço de cada um, os quais viabilizaram a construção dessa obra no viés da temática 
apresentada. 

Por fim, a Atena Editora publica esta obra com o intuito de estar contribuindo, de 
forma prática e objetiva, com pesquisas voltadas para este tema. Desejamos que esta 
obra, fruto do esforço de muitos, seja seminal para todos que vierem a utilizá-la.

Jéssica Aparecida Prandel
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CAPÍTULO 4

FILOGEOGRAFIA DO CARUNCHO DO FEIJÃO 
ZABROTES SUBFASCIATUS (BOHEMANN, 1833) 

(COLEOPTERA: BRUCHIDAE) NO BRASIL

Data de aceite: 02/01/2020

Jefferson de Brito Marthe
Universidade Federal de Viçosa, Departamento de 

Bioquímica e Biologia Molecular, Viçosa - MG

Raul Narciso Carvalho Guedes
Universidade Federal de Viçosa, Departamento de 

Entomologia, Viçosa - MG

Luiz Orlando de Oliveira
Universidade Federal de Viçosa, Departamento de 

Bioquímica e Biologia Molecular, Viçosa - MG

RESUMO: A espécie Zabrotes subfasciatus 
(Boheman, 1833) (Coleoptera, Bruchinae), 
também conhecida como caruncho-do-
feijão, é uma das principais pragas de feijão 
armazenado. Esta espécie tem distribuição 
mundial devido ao comércio de sementes 
a nível intra e intercontinental. Por isso, o 
presente trabalho focou realizar um estudo 
filogeografico de Z. subfasciatus para verificar 
sua diversidade genética e dispersão. As 
amostras foram obtidas do Brasil e da cidade 
de Huaraz, Peru. O DNA de cada indivíduo foi 
extraído, submetido a uma PCR (Polimerase 
Chain Reaction) e sequenciado para as regiões 
do gene mitocondrial COI e da região nuclear 
de ITS2 do gene 5,8S. Foi acrescentada a 
esta análise sequências de COI obtidas do 

GenBank de populações do México. As análises 
de rede de haplótipos em COI revelaram o 
predomínio de um único haplogrupo no Brasil 
e uma grande proximidade com o haplogrupo 
mexicano, sendo que ambos se distanciam 
do haplogrupo peruano. As análises em ITS2 
demonstraram que as populações do Brasil 
possuem grande variação haplotípica, apesar 
do compartilhamento de haplótipos entre elas, 
incluindo com indivíduos do Peru. Embora os 
testes de Tajima e F de Fu revelarem que as 
sequências estejam em neutralidade, os altos 
valores de Raggedness em COI indicam que 
ouve efeito gargalo, devido provavelmente à 
migração de poucos indivíduos para o Brasil. 
Já o compartilhamento de haplótipos de ITS2 
é provavelmente consequência da troca de 
sementes, sem que haja o devido controle da 
praga.
PALAVRAS-CHAVE: Zabrotes; subfasciatus; 
Filogeografia; Caruncho; Brasil

PHYLOGEOGRAPHY OF THE MEXICAN 
BEAN WEEVIL ZABROTES SUBFASCIATUS 

(BOHEMANN, 1833) (COLEOPTERA: 
BRUCHIDAE) IN BRAZIL

ABSTRACT: The species Zabrotes subfasciatus 
(Boheman, 1833) (Coleptera, Bruchinae), 
also known as Mexican Bean Weevil is one of 
the main stored bean pest. This species has 
worldwide distribution due to the grain trade 
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at intra and intercontinental level. Because that, the present work aimed to make 
a phylogeographic study of Z. subfasciatus and verify your genetic diversity and 
dispersion. The samples were obtained from Brazil and from Huaraz city in Peru. The 
DNA of each individual was extracted and it was submetted to a PCR (Polimerase 
Chain Reaction) and then it were obtained DNA sequences for the mithocondrial gene 
COI and nuclear region of ITS2 from the 5,8S gene. It was added to this analyse COI 
sequences from Mexican population that were deposited in the GenBank. Network 
analyse in COI showed the predominance of a unique haplogroup in Brazil which is 
close related with the Mexican haplogroup. Both Mexican and Brazilian haplogroups 
are distant to the Peruvian haplogroup. Beside that, ITS2 analyse showed that Brazilian 
populations have a great haplotipic variation, despite the sharing of haplotypes between 
them and with individuals from Peru. Although the Tajima and Fu’s F tests showed that 
sequences are in neutrality, the high values of Raggedness in COI suggested a likely 
bottleneck effect, probably because a migration of few individuals to Brazil. On the 
other hand, haplotypes of ITS2 were probably consequence of trade seeds, without the 
suitable pest control.
KEYWORDS: Zabrotes; subfasciatus; Phylogeography; Weevil; Brazil

1 | 	INTRODUÇÃO

“O feijão, Phaseolus vulgaris Linnaeus, 1753 (Fabaceae), é a leguminosa de 
maior importância como fonte de proteína vegetal que, combinado com o arroz, 
constitui a dieta básica do brasileiro.” (LAZZARI, 2005, p.1). Segundo o Conab (2018), 
em relação ao Mercosul, o Brasil é o maior produtor e consumidor com participação 
superior a 90% e a nível mundial, o país se destaca com outros produtores mundiais 
como Myanmar, Índia, México, EUA e China. Entretanto, segundo Oliveira et al. (1979), 
os danos provocados por insetos como Zabrotes subfasciatus (Boheman, 1833) ao 
grão de feijão, tornam o produto impróprio para o consumo devido ao mau cheiro, 
aspecto ruim e alteração do paladar. A espécie Z. subfasciatus “[...] é nativa de partes da 
América Central e do Sul, mas agora se espalhou para outras áreas[...]” (CREDLAND; 
DENDY, 1992, p. 39). E esta dispersão de Z. subfasciatus, assim como de outras 
espécies do gênero Zabrotes “[…] tem agora uma grande distribuição cosmopolita, 
devido ao comércio de grãos que são parasitados […]” (AEBI et al., 2004, p. 752). 

Muitas das espécies de bruquídeos, por exemplo, têm a atual distribuição mundial 
resultante do estoque de sementes que passaram por longas distâncias de 
migração através de trocas humanas ao nível intra e intercontinental. (ALVAREZ et 
al., 2005, p. 1015). 
A eficiência de estratégia de manejo de pragas frequentemente requer também 
um entendimento da variação genética entre e dentro de populações e como esta 
variação é distribuída geograficamente (KUMAR et al., 2001, p. 298).

Por isso, esse presente trabalho visou responder as seguintes questões:
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a) Como está distribuído o perfi l haplotípico nas populações do Brasil e se há 
algum indício de mudanças no tamanho populacional ao longo do tempo evolutivo?

b) Se há ou não indício de dispersão entre as populações do Brasil e de outros 
países (México e Peru)?

2 |  MATERIAIS E MÉTODOS

Para a realização do presente trabalho amostramos indivíduos de Zabrotes 
subfasciatus de onze localidades do Brasil: Ipatinga-MG, Unaí-MG, Jaboticabal-SP, 
Maceió-AL, Teresina-PI, Euclides da Cunha-BA, Santo Antônio de Goiás-GO, Brasília-
DF, Garanhuns-PE. Também foram obtidas amostras do Peru (Huaraz) (Figura 1 e 
Tabela 1). Os insetos coletados foram mantidos em etanol 95% e estocados em freezer 
à -20 ºC.

Figura 1. Localização geográfi ca das populações de Z. subfasciatus coletadas no subcontinente 
sul-americano.
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Tabela 1. Populações de Z. subfasciatus analisadas com seus respectivos códigos, tamanho 
amostral dos genes COI e da região ITS2 do gene 5,8S e a localização geográfi ca.

O DNA genômico total foi extraído de cada inseto individualmente usando o 
protocolo adotado por Clark et al. (2001). Fragmentos do gene mitocondrial COI foram 
amplifi cados, utilizando os primers L2-N-3014 e C1-J-2183 como descrito por Alvarez 
et al. (2005). Já os fragmentos da região ITS2 do gene nuclear 5,8S foram amplifi cados 
utilizando os primers ITS2f e ITS2r como descrito por Navajas et al. (1998) com 
algumas adaptações. A PCR (Reação em Cadeia de Polimeração) de ambos os genes 
foi realizada num volume fi nal de 25 μL, contendo 3 μL de DNA (aproximadamente 
40 ng), 2,5 μL de tampão (Cellco Biotec), 2,5 μL de dNTPs (2 mM de concentração 
inicial), 2 μL de MgCl2 (25 mM de concentração inicial) 0,2 μL de Taq polimerase (5 
unidades/ μL de concentração inicial) (Cellco Biotec), 2 μL de cada primer (0,4 μM 
de concentração inicial) e 10,8 μL de água ultra pura. A PCR para o gene COI foi 
realizada com um ciclo de desnaturação inicial a 95ºC por 5 minutos, seguidos por um 
programa de 30 ciclos de desnaturação a 94 ºC por 30 segundos, anelamento a 58 ºC 
de anelamento por 45 segundos e extensão a 72 ºC de extensão por 1 minutos e 30 
segundos e um ciclo de extensão fi nal de 72 ºC por 10 minutos. Já a PCR para ITS2 foi 
realizada com um ciclo de desnaturação inicial a 94ºC por 5 minutos seguidos por um 
programa de 35 ciclos de desnaturação a 94 ºC por 1 minuto, anelamento a 65 ºC por 
1 minutos e 45 segundos e extensão a 72 ºC por 1 minutos e 45 segundos e um ciclo 
de extensão fi nal de 72 ºC por 5 minutos. Após a PCR dos fragmentos, uma pequena 
porção (5 μL) de cada amplifi cado foi aplicado em um gel de agarose 2% (m/v), 
contendo 0,2 μg/mL de brometo de etídeo e separados por meio de eletroforese a 100 
Volts em tampão TBE 1X (500 mM Tris-HC1, 60 mM ácido bórico e 83 mM EDTA). Os 
fragmentos foram então visualizados sob luz ultravioleta para confi rmar o padrão de 
qualidade das amplifi cações. As amostras foram então purifi cadas (via clivagem de fi ta 
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simples de DNA e primers) adicionando a cada 20 μL de amostra, 4 μL de uma solução 
purificadora contendo 0,1 μL de Exonuclease I (EXO), 1 μL de Fosfatase Alcalina de 
Camarão (SAP) e 3 μL de tampão (Tris HCl 50 mM, pH 8,0), para um volume final de 
24 μL. Cada amostra então foi encubada à 37 ºC por 40 minutos e depois à 80 ºC por 
20 minutos. Os produtos de PCR foram então enviados para a empresa Macrogen Inc 
(Coréia do Sul) para sequenciamento. O resultado da sequência dos dois genes foi 
alinhado usando o programa Sequencher 4.0.1 (GENES CODES CORPORATION). 
Sequências de COI de populações mexicanas obtidas do GenBank foram adicionadas 
a análise (ALVAREZ et al., 2006). As sequências obtidas nesse presente trabalho serão 
depositadas posteriormente neste mesmo banco. O alinhamento de COI formou o 
banco de dados Z1(n=48 e 749 pb) e o alinhamento de ITS2 formou o banco de dados 
Z2 (n=37 e 504 pb). Utilizando o algoritmo Median-joining (BANDELT et al., 1999) 
implementado no programa NETWORK 5.0 (FLUXUS TECHNOLOGY LTD) foi criada 
as redes de haplótipos para os dois respectivos genes. Ainda utilizando Z1 e Z2 foi 
verificado se as sequências estavam evoluindo em neutralidade, por meio dos testes 
D de Tajima (1983) e F de Fu (1997) utilizando o programa DNAsp 6.11.01 (ROZAS et 
al., 2018). Para verificar a estruturação e o valor de Raggedness das populações foi 
utilizado o programa Arlequin 3.5 (EXCOFFIER et al., 2005).

3 | 	RESULTADOS E DISCUSSÃO

Em relação à análise de rede realizada nas sequências de COI constatou-se: 
a presença de três haplogrupos principais denominados A, B e C, sendo que A é 
formado pelos haplótipos 1, 2 e 3; B pelos haplótipos 4 e 5; e C pelos haplótipos 3 e 6; 
o haplogrupo A se difere dos haplótipos B por 55 passos de mutação e o haplogrupo B 
se difere do haplogrupo do C por 71 passos de mutação (Figura 2).

Quanto a distribuição geográfica: o haplótipo 1 é predominante no Brasil; os 
haplótipos 1 e 7 mostraram serem exclusivos das populações brasileiras analisadas; o 
haplótipo 2 é compartilhado com as populações de Brasília-DF, Ipatinga-MG no Brasil e 
de Huaraz no Peru; o haplótipo 4 é compartilhado pelas populações de Garanhuns-PE 
no Brasil e as populações de Tlayecapan, Manilalco e Tilapa no México; os haplótipos 
3 e 6 são exclusivos das população peruana, ao passo que o haplótipo 5 é exclusivo 
das populações mexicana de Elalillal, Youtepec e San Juan Bosco (Figuras 2 e 3)
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Figura 2. Rede de haplótipos do gene mitocondrial COI em Z. subfasciatus gerado pelo 
programa Network. Na rede, os círculos representam os haplótipos de COI (identifi cado com 

número); o tamanho dos círculos é proporcional a frequência relativa de cada haplótipo. 
Cada uma das letras (A, B, C) representa um haplogrupo. Os números de substituições estão 

indicados com barras e números sobre as linhas. Cada cor na fi gura representa o país de 
origem.

Figura 3. Distribuição geográfi ca dos haplótipos do gene mitocondrial COI de Z. subfasciatus. 
Os números no mapa são referências ao haplótipo de cada população. As cores dos círculos 
correspondem aos respectivos países dos haplótipos: azul, Brasil; verde, México; vermelho, 

Peru.

Já as análises de rede realizadas em ITS2 não detectou a presença de haplogrupos 
distintos entre os haplótipos, de modo que eles se separam apenas por poucos passos 
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mutacionais. Os haplótipos 1, 2, 4, 6 e 7 são exclusivos de populações brasileiras. As 
populações do Brasil e Peru compartilham o haplótipo 3 (Figuras 4 e 5).

A análise da distribuição geográfi ca de ITS2 fi cou restrita a América do Sul. 
Percebe-se um grande compartilhamento de haplótipos entre as populações no 
geral. O haplótipo 1 é compartilhado pelas populações de Santo Antônio de Goiás-
GO, Teresina-PI, Garanhuns-PE, Euclides da Cunha-BA, Ipatinga-MG e Unaí-MG. O 
haplótipo 2 é compartilhado pelas populações de Santo Antônio de Goiás-GO Brasília-
DF, Maceió-AL. O haplótipo 3 é compartilhado entre as populações de Huaraz no Peru 
e a de Garanhuns no Brasil. O haplótipo 4 é compartilhado pela populações de Santo 
Antônio de Goiás-GO, Garanhuns-PE e Jaboticabal-SP. O haplótipo 5 é compartilhado 
pelas populações de Jaboticabal-SP e Unaí-MG. O haplótipo 6 é compartilhado pelas 
populações de Brasília-DF e Teresina-PI. O haplótipo 7 é exclusivo da população de 
Jaboticabal-SP (Figura 5).

Figura 4. Rede de haplótipos da região de ITS2 do gene nuclear 5,8 S em Z. subfasciatus 
gerado pelo programa Network. Na rede, os círculos representam os haplótipos de ITS2 

(identifi cado com número); o tamanho dos círculos é proporcional a frequência relativa de cada 
haplótipo. Os números de substituições estão indicados com barras e números sobre as linhas. 

Cada cor na fi gura representa um país.
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Figura 5. Distribuição geográfi ca da região ITS2 do gene nuclear 5,8S de Z. subfasciatus. 
Os números no mapa são referências ao haplótipo de cada população. As cores dos círculos 

correspondem aos respectivos países dos haplótipos: azul, Brasil; vermelho, Peru.

Os testes de Tajima e F de Fu (Tabela 2) mostram que as sequências estão 
evoluindo em neutralidade em relação às regiões de COI e ITS2. Entretanto o alto 
valor de Raggedness de 0,712 para as sequências de COI na população do Brasil 
(Tabela 3) indicam que ouve algum efeito gargalo no passado, devido possivelmente 
à vinda de poucos indivíduos para o Brasil.

Tabela 2. Testes de Neutralidade

Tabela 3. Valores de Raggedness para o gene COI
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Esta hipótese de efeito gargalo pode ainda ser reforçada pela presença de 
uma única linhagem de Z. subfasciatus na forma do haplogrupo A e em especial 
do predomínio do haplótipo 1 na maioria dos indivíduos analisados das localidades 
brasileiras como já apresentado acima (Figuras 2 e 3). A detecção de efeito gargalo e 
a escassa diversidade de haplótipos para COI já foi abordado anteriormente em outros 
trabalhos envolvendo pragas. Um padrão semelhante, por exemplo, foi encontrado por 
Oliveira et al. (2013), que ao analisar populações brasileiras de A. obtecus detectou 
o predomínio de uma linhagem de COI na maioria das populações, com exceção de 
algumas populações existentes no sul do país. Tanto Sakai et al. (2001) quanto Tsutsui 
et al. (2000) atribuem a baixa diversidade a dispersão recente de espécies invasivas, 
como é o caso de Z. subfasciatus. O mesmo foi constatado por Bonizzoni et al. (2004), 
que ao analisarem uma espécie mediterrânea da mosca da fruta concluíram que houve 
uma redução significativa da diversidade genética, tendo menor variabilidade quando 
comparada à população original.

Já em nível de DNA nuclear, via região ITS2 do gene 5,8S, é possível notar um 
considerável compartilhamento de haplótipos entre populações do Brasil e de fora, o 
que é um indício de fluxo gênico. Souza et al. (2008) realizaram análises em populações 
de Z. subfasciatus com marcadores ISSR (Inter Simple Sequence Repeat) em regiões 
de microssatélite do genoma e detectaram que as populações brasileiras apresentam 
baixa diferenciação genética e baixa estruturação geográfica. Isto reforça o indicativo 
de que não há um controle adequado da dispersão dessa praga. Estudando a dispersão 
de espécies de caruncho de milho do gênero Sithophilus, Corrêa et al. (2017, p. 17) 
diz que “A introdução não intencional de novos genótipos pode aumentar a adaptação 
da população local [...] uma vez que os novos indivíduos introduzidos podem carregar 
uma vasta gama de alelos favoráveis”. Desse modo, o combate a pragas como a de Z. 
subfasciatus pode acabar se tornando a médio e longo prazo mais difícil de se realizar, 
devido ao possível surgimento de novos tipos de indivíduos com alelos de resistência 
a inseticidas, por exemplo.
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