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APRESENTACAO

A obra “Desafios teéricos e aplicados da ecologia contemporanea” apresenta em
seus 8 capitulos discussodes de diversas abordagens acerca do respectivo tema, onde
encontram-se métodos e resultados que auxiliam nas tomadas de decisdes voltadas
principalmente a pesquisa cientifica e ao planejamento.

O estudo da ecologia é imprescindivel para compreender o espago e as
modificagcdes que ocorrem na paisagem. Com o crescimento acelerado da populacéo
e juntamente com a expansao da fronteira agricola, observamos uma pressao sobre 0
meio ambiente, sendo necessario um equilibrio entre o uso dos recursos naturais e a
preservacao do mesmo para promover a sustentabilidade dos ecossistemas, a fim de
nao prejudicar estas e as futuras geragoes.

O uso desordenado dos recursos naturais, seja em areas urbanas ou rurais afetam
diretamente a qualidade do ambiente, dificultando a¢des de gestéo e conservacéo. O
estudo aprofundado da Ecologia em suas diversas ramificagcdes pode contribuir para
a elaboracao de propostas visando a preservacao e conservacao ambiental dando
maior suporte as acdes de planejamento.

Neste sentido, este volume é dedicado aos trabalhos relacionados as diversas
areas voltadas a Ecologia contemporanea. A importancia dos estudos dessa vertente
€ notada no cerne da producéao do conhecimento. Nota-se também uma preocupacgéao
dos profissionais de areas afins em contribuir para o desenvolvimento e disseminagao
do conhecimento cientifico.

Os organizadores da Atena Editora entendem que um trabalho como este néo
€ uma tarefa solitaria. Os autores e autoras presentes neste volume vieram contribuir
e valorizar o conhecimento cientifico. Agradecemos e parabenizamos a dedicacao e
esforgo de cada um, os quais viabilizaram a construgéo dessa obra no viés da tematica
apresentada.

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

Jéssica Aparecida Prandel
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CAPITULO 4

FILOGEOGRAFIA DO CARUNCHO DO FEIJAO
ZABROTES SUBFASCIATUS (BOHEMANN, 1833)
(COLEOPTERA: BRUCHIDAE) NO BRASIL

Data de aceite: 02/01/2020

Jefferson de Brito Marthe
Universidade Federal de Vigosa, Departamento de
Bioquimica e Biologia Molecular, Vigosa - MG

Raul Narciso Carvalho Guedes
Universidade Federal de Vigosa, Departamento de
Entomologia, Vigosa - MG

Luiz Orlando de Oliveira
Universidade Federal de Vigosa, Departamento de
Bioquimica e Biologia Molecular, Vigosa - MG

RESUMO: A espécie Zabrotes subfasciatus
(Boheman, 1833) (Coleoptera, Bruchinae),
também conhecida como caruncho-do-
feijdo, € uma das principais pragas de feijao
armazenado. Esta espécie tem distribuicao
mundial devido ao comércio de sementes
a nivel intra e intercontinental. Por isso, o
presente trabalho focou realizar um estudo
filogeografico de Z. subfasciatus para verificar
sua diversidade genética e dispersdo. As
amostras foram obtidas do Brasil e da cidade
de Huaraz, Peru. O DNA de cada individuo foi
extraido, submetido a uma PCR (Polimerase
Chain Reaction) e sequenciado para as regides
do gene mitocondrial COIl e da regido nuclear
de ITS2 do gene 5,8S. Foi acrescentada a
esta andlise sequéncias de COIl obtidas do

Desafios Teéricos e Aplicados da Ecologia Contemporanea

GenBank de populag¢des do México. As analises
de rede de haplétipos em COI revelaram o
predominio de um unico haplogrupo no Brasil
e uma grande proximidade com o haplogrupo
mexicano, sendo que ambos se distanciam
do haplogrupo peruano. As analises em ITS2
demonstraram que as populagdes do Brasil
possuem grande variacdo haplotipica, apesar
do compartilhamento de haplétipos entre elas,
incluindo com individuos do Peru. Embora os
testes de Tajima e F de Fu revelarem que as
sequéncias estejam em neutralidade, os altos
valores de Raggedness em COI indicam que
ouve efeito gargalo, devido provavelmente a
migracdo de poucos individuos para o Brasil.
Ja o compartilhamento de haplétipos de ITS2
€ provavelmente consequéncia 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
COlI 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 COIl 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

11 INTRODUCAO

“O feijao, Phaseolus vulgaris Linnaeus, 1753 (Fabaceae), é a leguminosa de
maior importancia como fonte de proteina vegetal que, combinado com o arroz,
constitui a dieta basica do brasileiro.” (LAZZARI, 2005, p.1). Segundo o Conab (2018),
em relagcdo ao Mercosul, o Brasil € o maior produtor e consumidor com participacéo
superior a 90% e a nivel mundial, o pais se destaca com outros produtores mundiais
como Myanmar, india, México, EUA e China. Entretanto, segundo Oliveira et al. (1979),
os danos provocados por insetos como Zabrotes subfasciatus (Boheman, 1833) ao
grao de feijao, tornam o produto imprdprio para o consumo devido ao mau cheiro,
aspecto ruim e alteracao do paladar. Aespécie Z. subfasciatus‘|...] € nativa de partes da
América Central e do Sul, mas agora se espalhou para outras areas|...]” (CREDLAND;
DENDY, 1992, p. 39). E esta disperséo de Z. subfasciatus, assim como de outras
espécies do género Zabrotes “[...] tem agora uma grande distribuicdo cosmopolita,
devido ao comércio de gréos que sao parasitados [...]” (AEBI et al., 2004, p. 752).

Muitas das espécies de bruquideos, por exemplo, tém a atual distribuicao mundial
resultante do estoque de sementes que passaram por longas distancias de
migragéo através de trocas humanas ao nivel intra e intercontinental. (ALVAREZ et
al., 2005, p. 1015).

A eficiéncia de estratégia de manejo de pragas frequentemente requer também
um entendimento da variacédo genética entre e dentro de populacdes e como esta
variacao € distribuida geograficamente (KUMAR et al., 2001, p. 298).

Por isso, esse presente trabalho visou responder as seguintes questdes:
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a) Como esta distribuido o perfil haplotipico nas populagdes do Brasil e se ha
algum indicio de mudancas no tamanho populacional ao longo do tempo evolutivo?

b) Se ha ou néo indicio de disperséo entre as populagbes do Brasil e de outros
paises (México e Peru)?

2 | MATERIAIS E METODOS

Para a realizagcdo do presente trabalho amostramos individuos de Zabrotes
subfasciatus de onze localidades do Brasil: Ipatinga-MG, Unai-MG, Jaboticabal-SP,
Macei6-AL, Teresina-Pl, Euclides da Cunha-BA, Santo Anténio de Goias-GO, Brasilia-
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
a -20 °C.

° Brasil bt

Figura 1. Localizagéo geogréfica das populagdes de Z. subfasciatus coletadas no subcontinente
sul-americano.
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Acesso Cadigo COI IT52  Latitude Longitude Codigo do GenBank
Ipatinga-MG IPA 4 3 19°28'6"S 42932°12"W Em submissdo
Unai-MG UNAI 2 5 16°21'6"S 46°54°43"W Em submissio
Jaboticabal-5P JAB 3 3 21°15"17"8 48°19'20™W Em submissio
Euclides da Cunha-BA ECU 1 1 10°30°27"S 39°057T"W Em submissio
Maceio-AL MAC 4 4 9939'57"8 315°44°0.7"W Em submissio
Teresina-PI TER 4 4 5205218 42°48'0.7"W Em submissdo
Santo Antonio de Goias-GO SAG 3 3 16°29'8"S 49°18'32"W Em submissdo
Garanhuns-PE GAR 7 6 08°53'25"8 36°29'34"W Em submissdo
Brasilia-DF BRA 6 3 15°46'48"5 47055'45"W Em submissio
Huaraz-Peru PRU 8 5 9°31'38"S T7°31'60"W Em submissio
Malinalco-México CLNY 1 18°5T'13.2"N So30'08.9"W AYEB1233
Tlavecapan-México TLA 1 - 18%3T20"N 990324 4"W DQ152241
Tilapa-México OCM 1 19°11'24 5"N 992512 2"W DQ152242
Yautepec-Aléxico YAU 1 - 18°%45'31 9"N 99°01"24"W DQ152240
Elabillal-México ELA 1 - 1820027"N 10292144 8"W DQ152239
San Juan Bosco-Meéxico SIB 1 18°07'12.4"N  102°0824 9"W AYEB1214
Total 48 37

Tabela 1. Populacdes de Z. subfasciatus analisadas com seus respectivos codigos, tamanho
amostral dos genes COI e da regido ITS2 do gene 5,8S e a localizagdo geografica.

O DNA gendmico total foi extraido de cada inseto individualmente usando o
protocolo adotado por Clark et al. (2001). Fragmentos do gene mitocondrial COI foram
amplificados, utilizando os primers L2-N-3014 e C1-J-2183 como descrito por Alvarez
etal. (2005). Ja os fragmentos da regido ITS2 do gene nuclear 5,8S foram amplificados
utilizando os primers ITS2f e ITS2r como descrito por Navajas et al. (1998) com
algumas adaptacées. A PCR (Reacdo em Cadeia de Polimeragao) de ambos os genes
foi realizada num volume final de 25 uL, contendo 3 pL de DNA (aproximadamente
40 ng), 2,5 pL de tampao (Cellco Biotec), 2,5 pL de dNTPs (2 mM de concentracao
inicial), 2 pL de MgCI2 (25 mM de concentracgéao inicial) 0,2 pL de Taq polimerase (5
unidades/ puL de concentracao inicial) (Cellco Biotec), 2 yL de cada primer (0,4 pM
de concentragao inicial) e 10,8 pL de agua ultra pura. A PCR para o gene COlI foi
realizada com um ciclo de desnaturacéo inicial a 95°C por 5 minutos, seguidos por um
programa de 30 ciclos de desnaturacao a 94 °C por 30 segundos, anelamento a 58 °C
de anelamento por 45 segundos e extenséo a 72 °C de extensao por 1 minutos e 30
segundos e um ciclo de extensao final de 72 °C por 10 minutos. Ja a PCR para ITS2 foi
realizada com um ciclo de desnaturacao inicial a 94°C por 5 minutos seguidos por um
programa de 35 ciclos de desnaturagcédo a 94 °C por 1 minuto, anelamento a 65 °C por
1 minutos e 45 segundos e extensdo a 72 °C por 1 minutos e 45 segundos e um ciclo
de extensao final de 72 °C por 5 minutos. Ap6s a PCR dos fragmentos, uma pequena
porcao (5 pL) de cada amplificado foi aplicado em um gel de agarose 2% (m/v),
contendo 0,2 pg/mL de brometo de etideo e separados por meio de eletroforese a 100
Volts em tampao TBE 1X (500 mM Tris-HC1, 60 mM &cido bérico e 83 mM EDTA). Os
fragmentos foram entéo visualizados sob luz ultravioleta para confirmar o padréo de
qualidade das amplificacdes. As amostras foram entdo purificadas (via clivagem de fita
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simples de DNA e primers) adicionando a cada 20 uL de amostra, 4 pL de uma solugéo
purificadora contendo 0,1 pL de Exonuclease | (EXO), 1 uL de Fosfatase Alcalina de
Camarao (SAP) e 3 pL de tampao (Tris HCI 50 mM, pH 8,0), para um volume final de
24 L. Cada amostra entao foi encubada a 37 °C por 40 minutos e depois a 80 °C por
20 minutos. Os produtos de PCR foram entao enviados para a empresa Macrogen Inc
(Coréia do Sul) para sequenciamento. O resultado da sequéncia dos dois genes foi
alinhado usando o programa Sequencher 4.0.1 (GENES CODES CORPORATION).
Sequéncias de COI de populagbes mexicanas obtidas do GenBank foram adicionadas
a analise (ALVAREZ et al., 2006). As sequéncias obtidas nesse presente trabalho serao
depositadas posteriormente neste mesmo banco. O alinhamento de COIl 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 hapl6tipos para os dois respectivos genes. Ainda utilizando Z1 e Z2 foi
verificado se as sequéncias 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 estruturacéo e o valor de Raggedness das populagdes foi
utilizado o programa Arlequin 3.5 (EXCOFFIER et al., 2005).

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

Em relacdo a andlise de rede realizada nas sequéncias de COI constatou-se:
a presenca de trés haplogrupos principais denominados A, B e C, sendo que A é
formado pelos haplétipos 1, 2 e 3; B pelos haplétipos 4 e 5; e C pelos haplétipos 3 e 6;
o haplogrupo A se difere dos hapl6tipos B por 55 passos de mutacéo e o haplogrupo B
se difere do haplogrupo do C por 71 passos de mutacao (Figura 2).

Quanto a distribuicdo geogréfica: o hapl6tipo 1 € predominante no Brasil; os
haplétipos 1 e 7 mostraram serem exclusivos das populacdes brasileiras analisadas; o
haplétipo 2 é compartilhado com as populagdes de Brasilia-DF, Ipatinga-MG no Brasil e
de Huaraz no Peru; o hapl6tipo 4 € compartilhado pelas populagcbes de Garanhuns-PE
no Brasil e as populagdes de Tlayecapan, Manilalco e Tilapa no México; os haplétipos
3 e 6 sdo exclusivos das populacdo peruana, ao passo que o haplétipo 5 € exclusivo
das populagdes mexicana de Elalillal, Youtepec e San Juan Bosco (Figuras 2 e 3)
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BMéxico

Figura 2. Rede de haplétipos do gene mitocondrial COI em Z. subfasciatus gerado pelo
programa Network. Na rede, os circulos representam os haplétipos de COI (identificado com
namero); o tamanho dos circulos é proporcional a frequéncia relativa de cada haplétipo.
Cada uma das letras (A, B, C) representa um haplogrupo. Os nimeros de substituicbes estao
indicados com barras e numeros sobre as linhas. Cada cor na figura representa o pais de
origem.

IPA: Ipatings- MG, Brasil
SAG: Samto Antdnio de Golds- G0, Brasil

TER: Teresina P, Brasil

GAR: Garanhuns.PE, Brasil
MALC: Maceio. AL, Brasil

ECU: Euclides da Cunha-BA, Brasil
UNAL: Unai-MG, Brasil

JAB: Jabotical-5P, Brasil
BRA: Brasilia.DF, Brasil

PRIU: Huaraz, Peni

ELA: Elabillal, M icn

YAU: Yautepe:, Maxico

SJB: San Juan Bosco, México
CLNY: Malinalco, México
OCM: Tilapa, México

TLA: Tiayecapan, México

@ Brasil
@Peru
BMéxico

Figura 3. Distribuicdo geografica dos haplétipos do gene mitocondrial COI de Z. subfasciatus.

Os nimeros no mapa séao referéncias ao haplétipo de cada populagéo. As cores dos circulos

correspondem aos respectivos paises dos haplotipos: azul, Brasil; verde, México; vermelho,
Peru.

Jaasanalisesderederealizadas em ITS2 ndo detectou a presenca de haplogrupos
distintos entre os haplétipos, de modo que eles se separam apenas por poucos passos
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mutacionais. Os haplétipos 1, 2, 4, 6 e 7 s&o exclusivos de populagdes brasileiras. As
populacdes do Brasil e Peru compartilham o haplétipo 3 (Figuras 4 e 5).

A andlise da distribuicdo geografica de ITS2 ficou restrita a América do Sul.
Percebe-se um grande compartiihamento de haplétipos entre as populagdes no
geral. O haplétipo 1 € compartilhado pelas populagdes de Santo Anténio de Goias-
GO, Teresina-Pl, Garanhuns-PE, Euclides da Cunha-BA, Ipatinga-MG e Unai-MG. O
haplétipo 2 € compartilhado pelas populagcbes de Santo Anténio de Goias-GO Brasilia-
DF, Macei6-AL. O haplétipo 3 é compartilhado entre as populagbes de Huaraz no Peru
e a de Garanhuns no Brasil. O haplétipo 4 € compartilhado pela populagcbes de Santo
Anténio de Goias-GO, Garanhuns-PE e Jaboticabal-SP. O haplétipo 5 € compartilhado
pelas populagdes de Jaboticabal-SP e Unai-MG. O haplétipo 6 € compartilhado pelas
populacdes de Brasilia-DF e Teresina-Pl. O haplétipo 7 é exclusivo da populagao de
Jaboticabal-SP (Figura 5).

B Brasil
2Peru

Figura 4. Rede de haplétipos da regido de ITS2 do gene nuclear 5,8 S em Z. subfasciatus
gerado pelo programa Network. Na rede, os circulos representam os hapl6tipos de ITS2
(identificado com nimero); o tamanho dos circulos é proporcional a frequéncia relativa de cada
hapl6tipo. Os numeros de substituicdes estao indicados com barras e nUmeros sobre as linhas.
Cada cor na figura representa um pais.
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IPA: Ipatinga MG, Brasil

SAG: Santo Antdnio de Golas GO, Drasil
TER: TeresinaPl, Brasil

GAR: Garanhuns-PE, Brasil

MAC: Maceid-AL. Brasil

ECL: Euclides da Cunha-BA, Brasil
UMAL: Unad MG, Brasil

JAB: Jabotical-SP, Brasil

BRA: Brasilia DF. Brasil
PRU: Huaraz, Peru

Figura 5. Distribuicdo geografica da regido ITS2 do gene nuclear 5,8S de Z. subfasciatus.
Os ndmeros no mapa séo referéncias ao haploétipo de cada populagdo. As cores dos circulos
correspondem aos respectivos paises dos haplétipos: azul, Brasil; vermelho, Peru.

Os testes de Tajima e F de Fu (Tabela 2) mostram que as sequéncias estao
evoluindo em neutralidade em relagdo as regides de COIl e ITS2. Entretanto o alto
valor de Raggedness de 0,712 para as sequéncias de COI na populagdao do Brasil
(Tabela 3) indicam que ouve algum efeito gargalo no passado, devido possivelmente
a vinda de poucos individuos para o Brasil.

Estatistica COl ITS2
Teste D de Tajima -1,15753 0,61389
P valor do Teste de Tajma 0,153 0,658
Teste F de Fu -1,06131 -1,1297
P valor do Teste F de Fu 0,05 0,232

P<0,05

Tabela 2. Testes de Neutralidade

Localidades Raggedness P- valor de Raggedness

América Latina 0,21962 0,754
Brasil 0,712 0,789
P<0,05

Tabela 3. Valores de Raggedness para o gene COI
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Esta hipétese de efeito gargalo pode ainda ser reforcada pela presenga de
uma unica linhagem de Z. subfasciatus na forma do haplogrupo A e em especial
do predominio do haplétipo 1 na maioria dos individuos analisados das localidades
brasileiras como ja apresentado acima (Figuras 2 e 3). A deteccéo de efeito gargalo e
a escassa diversidade de hapl6tipos para COl ja foi abordado anteriormente em outros
trabalhos envolvendo pragas. Um padrao semelhante, por exemplo, foi encontrado por
Oliveira et al. (2013), que ao analisar populacdes brasileiras de A. obtecus detectou
o predominio de uma linhagem de COI na maioria das populagbes, com excegéo de
algumas populacgdes existentes no sul do pais. Tanto Sakai et al. (2001) quanto Tsutsui
et al. (2000) atribuem a baixa diversidade a dispersao recente de espécies invasivas,
como é o caso de Z. subfasciatus. O mesmo foi constatado por Bonizzoni et al. (2004),
gue ao analisarem uma espécie mediterranea da mosca da fruta concluiram que houve
uma reducéo significativa da diversidade genética, tendo menor variabilidade quando
comparada a populagao original.

Ja em nivel de DNA nuclear, via regido ITS2 do gene 5,8S, é possivel notar um
consideravel compartilhamento de haplétipos entre popula¢des do Brasil e de fora, o
gue é umindicio de fluxo génico. Souza et al. (2008) realizaram anéalises em populacées
de Z. subfasciatus com marcadores ISSR (/nter Simple Sequence Repeat) em regides
de microssatélite do genoma e detectaram que as populagdes brasileiras apresentam
baixa diferenciacéo genética e baixa estruturacéo geografica. Isto reforca o indicativo
de que ndo ha um controle adequado da disperséo dessa praga. Estudando a disperséao
de espécies de caruncho de milho do género Sithophilus, Corréa et al. (2017, p. 17)
diz que “A introducéo nao intencional de novos genétipos pode aumentar a adaptacao
da populacéo local [...] uma vez que os novos individuos introduzidos podem carregar
uma vasta gama de alelos favoraveis”. Desse modo, o combate a pragas como a de Z
subfasciatus pode acabar se tornando a médio e longo prazo mais dificil de se realizar,
devido ao possivel surgimento de novos tipos de individuos com alelos de resisténcia
a inseticidas, por exemplo.
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