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FILOGENIA DE Tibraca limbativentris Stal 1860 (HEMIPTERA: PENTATOMIDAE) 

UTILIZANDO MARCADOR MITOCONDRIAL COI 

 
Autor: Luciana Lins Oliveira Santos 

Orientadora: Profa. Dra. Raimunda Nonata Santos de Lemos 

 

 

RESUMO   

 

O percevejo-do-colmo Tibraca limbativentris é um inseto fitófago da família Pentatomidae 

que causa muitos prejuízos em áreas orizícolas. Sua distribuição no Maranhão ocorre em 

cultivos de terras altas ou sequeiro, mas também é possível encontrá-lo em várzeas úmidas. 

Estudos filogenéticos de espécies permitem estimar as relações evolutivas de diferentes 

grupos. As maiores aplicabilidades estão associadas a correta classificação sistemática e 

agrupamento das espécies, considerando caracteres morfológicos, comportamentais e 

genéticos, que podem implicar em sistemas de manejo de pragas. A busca pela similaridade 

entre os indivíduos indica os caminhos percorridos pelas espécies no curso evolutivo. A 

sistemática filogenética é uma ferramenta baseada em vários métodos, mas o sequenciamento 

de regiões do gene fortalece as relações de similaridade. Essas relações podem ser estimadas 

pela divergência e índices de diversidade genética e representadas por árvores filogenéticas. 

Neste trabalho, objetivou-se inferir e entender as relações filogenéticas de T. limbativentris 

provenientes de áreas orizícolas em diferentes localidades do Maranhão (Arari, Viana, São 

Mateus, Pedreiras, Nina Rodrigues, Zé Doca e Caxias) e de outras espécies neotropicais de 

Pentatomideos, usando o marcador de DNA mitocondrial COI. As análises foram feitas 

apenas com 27 sequências de Tibraca, das quais foram gerados nove haplótipos. As distâncias 

genéticas para T. limbativentris foram baixas com média de 0,41% e valores acima de 14% 

entre o grupo externo. O arranjo da árvore filogenética confirmou os resultados de 

divergência apresentando um único clado para as populações de Tibraca. Testes de 

neutralidade indicaram que o grupo populacional da espécie sofreu expansão populacional 

recente e que a espécie não segue o modelo de tamanho constante. 

Palavras-Chave: Percevejo-do-colmo. Sequenciamento. Marcador molecular. Divergência 

genética. 
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PHYLOGENIA OF Tibraca limbativentris Stal 1860 (HEMIPTERA: 

PENTATOMIDAE) USING MITOCHONDRIAL MARKER COX1 

 

Autor: Luciana Lins Oliveira Santos 

Orientadora: Profa. Dra. Raimunda Nonata Santos de Lemos 

 

ABSTRACT 

 

The stink bug Tibraca limbativentris is a phytophagous insect of the family Pentatomidae that 

causes many damages in rice fields. Its distribution in Maranhão occurs in upland or rainfed 

crops, but it is also possible to find it in humid floodplains. Phylogenetic studies of species 

allow us to estimate the evolutionary relationships of different groups. The highest 

applicability is associated to the correct systematic classification and grouping of the species, 

considering morphological, behavioral and genetic characters, which may imply in pest 

management systems. The search for similarity between individuals indicates the paths 

traveled by the species in the evolutionary course. The phylogenetic systematics is a tool 

based on several methods, but the sequencing of regions of the gene strengthens the similarity 

relations. These relationships can be estimated by the divergence and indices of genetic 

diversity and represented by phylogenetic trees. In this work, the objective of this study was 

to infer and understand the phylogenetic relationships of T. limbativentris from different 

orchards in different locations of Maranhão (Arari, Viana, São Mateus, Pedreiras, Nina 

Rodrigues, Zé Doca and Caxias) and other neotropical species of Pentatomideos, using the 

mitochondrial DNA marker COX1. The analyzes were done with only 27 Tibraca sequences, 

from which nine haplotypes were generated. The genetic distances for T. limbativentris were 

low with a mean of 0.41% and values above 14% among the external group. The arrangement 

of the phylogenetic tree confirmed the results of divergence presenting a single clade for the 

populations of Tibraca. Neutrality tests indicated that the population group of the species has 

undergone recent population expansion and that the species does not follow the constant size 

model. 

Key Words: Stink bug. Sequencing. Molecular marker. Genetic divergence. 



13 

 

 

 

1 INTRODUÇÃO 
 

O Brasil é o nono maior produtor de arroz no mundo (FAO, 2014) e o maior produtor 

do MERCOSUL (Mercado Comum do Sul), atingindo safras entre 11 e 13 milhões de 

toneladas nos últimos anos e representando 82% de toda produção do bloco (SOSBAI, 2012). 

O maior estado produtor é o Rio Grande do Sul, responsável por 44,45% da área nacional 

plantada, respondendo por 67,12% da produção brasileira (CONAB, 2017). Na região 

Nordeste o estado do Maranhão destaca-se como principal produtor do grão, assumindo a 

primeira posição no ranque regional e quinta posição no ranque nacional de produção (255,9 

mil t/ha) (IBGE, 2017).  

A cultura do arroz é atacada por diversos insetos-pragas, destacando-se o percevejo-

do-colmo, Tibraca limbativentris Stal, 1860 (Hemiptera: Pentatomidae). Esta praga ocorre 

nas fases vegetativa e reprodutiva da planta, manifestando-se a partir da fase de perfilhamento 

(V3), causando o sintoma denominado “coração morto”, e se estendendo até a fase 

reprodutiva (R9), provocando o aparecimento da “panícula-branca” (BOTTA; PAZINI; 

SILVA, 2011). Esses sintomas causam perdas na produção pelo fato de incidirem no 

definhamento das plantas com a morte da parte interna da planta (folha central) durante a fase 

vegetativa e murchamento ou espiguetas completamente vazias na fase reprodutiva 

(FERREIRA et al., 1997). 

No Maranhão, o percevejo-do-colmo é encontrado em praticamente todos os 

municípios orizícolas. O controle dessa praga no estado, assim como no país, é feito 

principalmente por agrotóxicos (MEUS et al., 2012). No entanto, o uso constante destes 

produtos eleva os custos de produção, ocasionam danos ao homem e ao meio ambiente, além 

da possibilidade de surgimento de resistência aos produtos tradicionalmente empregados 

(MARTINS et al., 2014). 

A correta identificação de T. limbativentris, o conhecimento de suas características 

genéticas, bem como a compreensão da relação de parentesco entre suas populações, constitui 

ferramentas importantes para o estabelecimento de um programa de manejo agroecológico 

para essa espécie, visando diminuir os impactos que medidas unilaterais de controle, como os 

químicos, podem causar ao meio ambiente. Para tal, as análises moleculares apresentam-se 

como importantes ferramentas para auxiliar estudos taxonômicos, esclarecimento de possíveis 
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relações filogenéticas e compreensão de possíveis relações de parentesco, história evolutiva, e 

hipóteses das relações de ancestralidade entre os táxons (SCHWARTZ et al., 2000). 

Para estes estudos a molécula de DNA mitocondrial é considerada um bom marcador 

para revelar relações filogenéticas entre os diversos grupos de insetos, pois apresenta alta taxa 

de evolução (YAGI et al., 1999), não possui íntrons, sua herança é haplóide e possui, 

basicamente, genes associados às suas funções (RIVERA et al., 2012).  

De forma geral os insetos apresentam grande diversidade, em termos de espécies e de 

habitats, e grande variedade de habilidades para dispersão e seleção de hospedeiros e de 

respostas à qualidade e quantidade de recursos disponíveis, além de sua dinâmica 

populacional ser altamente influenciada pela heterogeneidade dentro de um mesmo habitat 

(THOMAZINI, 2000). Contudo, sabe-se que a redução ou perturbação de habitats naturais 

para a implantação de atividades agrícolas, assim como a adoção de práticas peculiares nos 

sistemas de cultivo, dentre elas o uso intensivo de agrotóxicos, podem atuar diretamente no 

padrão de vida das espécies dentro dos ecossistemas e levar a redução da biodiversidade e/ou 

aumento populacional de algumas outras, ou ainda fomentar pressões de seleção e modificar 

padrões ecológicos como, reprodução, mortalidade, densidade populacional, etc..., tanto de 

pragas, quanto de inimigos naturais (FUTUYMA, 2002). Esses padrões podem correlacionar-

se com a composição fitossociológica e demais fatores intrínsecos aos biomas e/ou 

agroecossistemas e com as perturbações provocadas no ambiente, tais como fragmentação da 

paisagem pela atividade agrícola. A perda de habitat e a fragmentação de paisagens são 

responsáveis por vários impactos negativos sobre populações, aumentando chances de 

extinção, diminuição da riqueza e abundância e modificações na distribuição das espécies nos 

fragmentos (FAHRIG, 2003; EWERS; DIDHAM, 2006). 

 A ausência ou presença de inimigos naturais, a oferta de recursos alimentares, 

reprodutivos e de abrigo podem refletir na dinâmica populacional de pragas e promover 

alterações no pool genético das populações (FUTUYMA, 2002). Desta forma, o presente 

estudo objetivou descrever a filogenia de grupos de T. limbativentris na cultura do arroz 

implantadas em municípios pertencentes a diferentes biomas (Baixada maranhense, Cerrado, 

Mata de transição (Cocais) e área com caracterização de floresta), utilizando o marcador 

mitocondrial COI.  
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2 REVISÃO DE LITERATURA 

 

2.1 A cultura do arroz – produção e consumo 

O arroz pertence ao gênero Oryza, uma angiosperma monocotiledônea pertencente à 

família Poaceae, ordem Poales, subfamília Oryzoideae e tribo Oryzeae (WATANABE, 1997). 

Este gênero compreende em torno de 23 espécies distribuídas em todas as regiões tropicais, 

subtropicais e temperadas, mas apenas duas espécies são cultivadas: Oryza glaberrima 

(Steudel) e Oryza sativa (L.) (LU, 1999). A espécie O. sativa apresenta uma maior 

distribuição mundial, sendo que todas as variedades cultivadas no Brasil pertencem a essa 

espécie (MAGALHÃES JÚNIOR et al., 2004).  

Essa cultura apresenta valor socioeconômico, desempenhando papel importante na 

alimentação humana, pois representa uma das principais fontes de carboidratos para mais da 

metade da população mundial (KHUSH, 2005), sendo também rico em proteínas, sais 

minerais (fósforo, ferro e cálcio) e vitaminas do complexo B, como a B1 (tiamina), B2 

(riboflavina) e B3 (niacina) (SILVA et al., 2012).  

No ranking dos maiores produtores mundiais de arroz, o continente Asiático 

representa cerca de 90% da produção e do consumo global, seguido das Américas (5,9%), 

África (3,0%), Europa (0,5%) e Oceania (0,1%) (FAO, 2016). No ranking nacional, a Região 

Sul está em primeiro lugar em produção (10.017,7 em 1000t), seguida pela Região Norte 

(1.086,1 em 1000t), Região Centro-Oeste (732,3 em 1000t), Região Nordeste (436,8 em 

1000t) e Região Sudeste (53,7 em 1000t) (CONAB, 2017).  O Rio Grande do Sul é o maior 

produtor brasileiro, com participação de 70,8% na atual safra (IBGE, 2017).  

Na Região Nordeste o Maranhão é o principal produtor (255,9 em 1000t), com 

destaque para os municípios de Santa Luzia, Grajaú, Barra do Corda, Arari, Bom Jesus das 

Selvas, Mirador, Tuntum, Vitória do Mearim, São Domingos do Maranhão e Colinas 

(SAGRIMA, 2013). Santos e Santiago (2004) apontaram ainda São Mateus, Pindaré Mirim, 

Monção, Igarapé do Meio, Viana e Araioses como importantes produtores. Barreirinhas, 

Pastos Bons e Paraibano também se destacam (SAGRIMA, 2016). 

A diversidade de solos, clima e vegetação do Estado permitem que o arroz seja 

cultivado sob três sistemas, predominando a produção em terras altas (no sistema de corte e 

queima), o cultivo de várzeas úmidas em menor escala e culturas irrigadas, desenvolvidas 
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principalmente na região do baixo Mearim, com destaque para os municípios de Arari, São 

Mateus do Maranhão e Vitória do Mearim, conduzido por produtores, geralmente, originários 

do sul do país (FERRAZ JÚNIOR, 2000).   

No sistema de cultivo de terras altas, a umidade é o fator limitante da produção sendo, 

portanto, necessária para o crescimento e desenvolvimento das plantas de arroz. Como esse 

sistema é dependente da quantidade e distribuição das chuvas, Fornasieri e Fornasieri-Filho 

(2006) relatam que, no Brasil, podem ser caracterizadas classes ou áreas consideradas muito 

favoráveis de acordo com a quantidade de água disponível para as raízes e que entre as áreas 

consideradas muito favoráveis estão o norte de Goiás, o norte estado do Mato Grosso e o 

Maranhão.  Estes mesmos autores enfatizam que nos estados brasileiros produtores de arroz 

de terras altas predominam os solos do tipo Latossolos e Podzólicos; no estado do Maranhão, 

mais de 60% dos seus solos pertencem a esses grupos. 

A prática do cultivo do arroz no Maranhão é realizada principalmente por pequenos 

agricultores em um sistema itinerante, de derruba-queima e pousio, em consórcio com outras 

culturas, destacando-se feijão, milho e mandioca (Figura 1), sendo pouco frequente o cultivo 

isolado (FERRAZ JÚNIOR, 2004). Também evidencia-se o uso de variedades rústicas, 

ausência de tecnologia e assistência técnica, e manejos inadequados de doenças e pragas, que 

juntos limitam drasticamente a produtividade e o sucesso dessa cultura no estado. 

 

Figura 1. Cultivo de arroz em sistema de derruba-queima e pousio: A) área itinerante - 

Pedreiras, MA (2016), B) consórcio de milho, arroz e mandioca - Vitória-do-Mearim, MA 

(2016).  

  

 

 

 

 

 

 

A B 

Foto: SANTOS, Raimundo, N.V., 2016 Foto: OLIVEIRA, Luciana, L., 2016 
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2.2 Percevejo-do-colmo (Tibraca limbativentris Stal, 1860)  

2.2.1 Aspectos bioecológicos 

A espécie Tibraca limbativentris Stal, 1860 pertence à ordem Hemiptera. Os 

Hemipteras são insetos exopterigotos e hemimetábolos divididos em três Subordens: 

Auchenorrhyncha, Heteroptera e Sternorrhyncha (CRYAN; URBAN, 2012). A subordem 

Heteroptera, em especial, engloba insetos que apresentam grande variedade no modo de vida. 

Eles possuem habitat diversificado, sendo que, a maioria das famílias ocorre em todos os 

continentes (exceto na Antártica) e em muitas ilhas (GOMES, 2013). A maioria vive no 

ambiente terrestre, tanto nas plantas quanto no chão (entre a areia, debaixo das pedras ou nas 

rachaduras do substrato) (GOULA; MATA, 2015). O grande número de espécies descritas 

(aproximadamente 40.000), a variedade de habitat e a alimentação sugerem que esses animais 

têm um longo curso evolutivo (SCHUH; SLATER, 1995; WEIRAUCH; SCHUH, 2011).  

Dentre os Heteropteras, a família Pentatomidae é uma das mais importantes reunindo 

cerca de 4.100 espécies em 760 gêneros, sendo a quarta família mais diversa dos heterópteros, 

e com ampla distribuição mundial (GRAZIA et al., 1999). Muitas espécies de pentatomideos 

apresentam importância como insetos-pragas em diversas culturas. No arroz, o percevejo-do-

colmo T. limbativentris (Hemiptera: Pentatomidae) é considerado umas das pragas principais, 

ocorrendo tanto em cultivos sequeiros quanto irrigados, sendo responsável por ocasionar 

prejuízo de até 90% no rendimento dos grãos (FERREIRA et al., 1997).  É um inseto com 

ampla distribuição geográfica e está presente em todas as regiões orizícolas da América 

Latina (MARTINS et al., 2004).  

No Brasil, o percevejo-do-colmo também é conhecido como percevejo-marrom, 

percevejo-das-hastes e percevejo-grande-do arroz (BOTTON et al., 1996). No Maranhão, este 

inseto é conhecido regionalmente como “Cangapara”, devido sua aparência na fase adulta 

assemelhar-se ao quelônio de igual nome muito comum na Baixada Maranhense (PEREIRA, 

2002).  

Por serem geralmente polífagos, os percevejos utilizam plantas não cultivadas como 

alternativa para manutenção populacional. No período da entressafra do arroz, o percevejo-

do-colmo hiberna na base de plantas de diferentes espécies hospedeiras, próximo ao solo, 

local de maior umidade, permanecendo neste estado por 4 a 6 meses (BARRIGOSSI; 

MARTINS, 2006). No Maranhão o principal hospedeiro para diapausa durante a época seca é 
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a espécie Attalea speciosa Mart. Ex. Spreng, Arecaceae (palmeira babaçu), principalmente as 

palmeiras mais jovens (pindobas). A alta densidade de babaçu e suas características 

estruturais tornam esse hospedeiro atrativo ao T. limbativentris, proporcionando ambiente 

protegido e úmido até a safra seguinte servindo como fonte de alimento e/ou abrigo (COSTA, 

2014). Quando o arroz torna a ser cultivado, o percevejo migra novamente para as áreas de 

cultivo. Isso ocorre cerca de 20 dias após a emergência das plântulas, quando os adultos 

hibernantes invadem as lavouras, sendo encontrados na base dos colmos, próximos ao colo 

das plantas, onde ocorre a reprodução (BARRIGOSSI; MARTINS, 2006). 

Quanto aos aspectos biológicos, T. limbativentris apresenta metamorfose incompleta e 

períodos de desenvolvimento sensíveis a temperatura e umidade do local. Prando et al. (1993) 

registraram ciclo variável de 63 a 77 dias, enquanto Botton et al. (1996) registraram 37,5 dias 

de vida em insetos mantidos em casa de vegetação, com temperatura média de 28°C.  Silva et 

al. (2004) registraram aproximadamente 60 dias a uma temperatura média de 26°C. 

Os adultos são marrons na parte dorsal e marrom escuro na face ventral, e possuem 

proporção sexual de um macho para cada fêmea (BOTTON et al., 1996; FERREIRA et al., 

1997). Durante o ciclo de vida do T. limbativentris, as fêmeas podem ser fecundadas várias 

vezes e a cópula pode ocorrer mais de 27 vezes (BOTTON et al., 1996), mas não se sabe 

exatamente se com um macho apenas, ou com machos diferentes ao longo do ciclo 

reprodutivo. Os insetos alimentam-se da seiva em posição de “cabeça para baixo” na base das 

plantas e suas posturas são colocadas principalmente na parte abaxial das folhas de forma 

enfileirada. As posturas podem ser agrupadas de 2 a 6 fileiras (TRUJILLO, 1970; PANTOJA 

et al., 2007) (Figura 2). Tanto a oviposição quanto a emergência de adultos, ocorrem 

predominantemente nos períodos crepuscular e noturno (SILVA et al., 2004). 
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Figura 2. Posição alimentar (A) e posturas (B) de Tibraca limbativentris. Pedreiras, MA, 

2016. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

As fêmeas apresentam-se com tamanho superior aos machos e iniciam o período sexual 

quando migram para as áreas de arroz (PANTOJA et al., 2007). Durante o seu ciclo de vida, 

cada fêmea de T. limbativentris oviposita em média 268,67 ovos, podendo em alguns casos 

chegar até 900 ovos (RIFFEL, 2007). Os ovos são cilíndricos, medindo 1 mm de comprimento 

e 0,8 mm de diâmetro, apresentam coloração inicial esverdeada ficando escura com a 

proximidade da emergência das ninfas (FERREIRA et al., 1997), que possuem duração média 

de sete dias e 89% de sobrevivência. O período ninfal apresenta cinco instares bem definidos e 

facilmente influenciados pela temperatura. No primeiro instar, as ninfas permanecem 

agregadas e não se alimentam dos colmos, o que ocorre a partir do segundo instar (BOTTON et 

al., 1996; FERREIRA et al., 1997; SILVA et al., 2004).  

A dispersão de T. limbativentris ocorre principalmente por locomoção no solo ou voos 

curtos em busca de umidade e/ou hospedeiros para permanência após o período da safra 

(FERREIRA et al., 1997). Voos mais longos só ocorrem quando o inseto não encontra 

condições favoráveis para sua permanência no local, como ausência de hospedeiros e ausência 

de umidade (TRUJILLO, 1970). No Maranhão essa dispersão é induzida principalmente pelo 

sistema itinerante de cultivo adotado pelos agricultores familiares. As áreas de produção 

sempre mudam a cada ano. 

 

A B 

Fotos: OLIVEIRA, Luciana, L.,2016. 
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2.2.2 Distribuição geográfica  

A espécie T. limbativentris não se encontra amplamente distribuída no mundo, mas em 

regiões neotropicais. Há relatos de ocorrência de T. limbativentris na Argentina (TRUJILLO, 

1970), Peru, Equador, República Dominicana, Colômbia e Venezuela (PANTOJA et al., 

1995). No Brasil, o percevejo-do-colmo ocorre na maioria dos estados em que o arroz é 

cultivado: Rio Grande do Sul, Santa Catarina, São Paulo, Rio de Janeiro, Minas Gerais, Pará, 

Amazonas, Roraima, Acre, Rondônia, Tocantins, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Goiás, 

Rio Grande do Norte, Piauí e Maranhão (FERREIRA et al., 1997).  

No Maranhão essa praga está presente em praticamente toda extensão do estado, desde 

áreas de baixada até as de Floresta e Cerrado. É possível encontrar o percevejo-do-colmo em 

todos os agroecossistemas de arroz, principalmente em áreas em que o solo é mantido com 

umidade superficial, essa condição é favorável ao aumento populacional do inseto 

(TRUJILLO, 1970).  

 

2.2.3 Danos e importância econômica 

Em áreas de produção, as plantas de arroz estão sujeitas ao ataque do percevejo-do-

colmo a partir de 20 dias de emergência, pois nessa fase as plantas apresentam altura média de 

25-30 cm e possuem consistência suficiente para sustentação do inseto e introdução das peças 

bucais para alimentação (RAMPELOTTI, 2005; MARTINS et al., 2004). 

No processo de alimentação, os percevejos ao introduzirem seu aparelho bucal no 

colmo das plantas, injetam uma substancia tóxica, que ocasiona estrangulamento do colmo. A 

interrupção do fluxo de seiva resulta na morte da planta, pelo murchamento da folha central 

durante a fase vegetativa (“coração morto”). Na fase reprodutiva, ocorre o sintoma de 

“panícula branca”, ou espiguetas vazias, sendo que apenas um único indivíduo, após 12 a 24 

horas de sucção do colmo, é suficiente para ocasionar os dois tipos de sintomas (MARTINS et 

al., 2004; BARRIGOSSI et al., 2004; RIFFEL, 2007).  

Em geral, adultos e ninfas ficam escondidos no meio dos colmos das plantas 

hospedeiras, próximo ao solo, o que dificulta a detecção e as medidas de controle, que devem 

ser realizadas quando for encontrado um percevejo adulto por m2, na fase vegetativa da 

cultura (FERREIRA et al., 1997). Por sua vez, Costa e Link (1992) verificaram que o nível de 

dano econômico desta praga está associado as fases fenológicas da planta, de modo que na 
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fase vegetativa a redução na produção é de 58,7 kg/ ha e na fase reprodutiva, um percevejo/m2 

reduz a produção em 65,16 kg/ ha.  

 

2.2.4 Métodos de controle  

No Brasil, atualmente, o principal método de controle do T. limbativentris é o 

químico. Recomenda-se que deva ser realizado quando a infestação, em plantas com 40 a 50 

dias de idade for de 1 a 2 percevejos por 15 colmos ou por m2 (FERREIRA et al., 1997; 

MARTINS et al., 2000). Contudo, o maior problema associado ao percevejo-do-colmo é o 

fato desse controle ser efetuado sem considerar princípios do manejo integrado de pragas 

(MARTINS et al., 2009). 

O controle químico é ineficiente, pois os insetos se alojam na base dos colmos quando 

as plantas se desenvolvem, dificultando a ação do inseticida em atingir os indivíduos alojados 

na parte baixa do dossel das plantas (AGEITEC, 2017). No Maranhão, a utilização de 

agrotóxicos por produtores de arroz é comum, mas sabe-se que essa prática provoca 

desequilíbrios no ecossistema, polui o meio ambiente e pode ser prejudicial à saúde do 

produtor, partindo da premissa que muitos agricultores familiares utilizam os produtos sem 

equipamentos de proteção individual adequados e sem assistência técnica prévia (BOHNER; 

ARAÚJO; NISHIJIMA, 2013). Além disso, o controle químico atua também sobre 

populações de inimigos naturais do percevejo devido a sua não seletividade, e pela 

possibilidade de gerar populações de insetos praga mais resistentes ao controle químico. 

O monitoramento populacional dos insetos nas lavouras é importante para estratégias 

de controle e deve ser efetuado em intervalos semanais, do início do perfilhamento das plantas 

à fase de floração (MARTINS et al., 2017). Para a amostragem, recomenda-se contar o 

número de adultos em 1m2 em, pelo menos, 10 pontos a partir das bordas da lavoura. O 

controle é recomendado quando for encontrado um percevejo por m2, em média 

(BARRIGOSSI; MARTINS, 2017).  

Para o manejo do percevejo-do-colmo, recomenda-se a adoção de práticas promotoras 

da redução populacional em níveis mínimos, tais como: diminuir o número de plantas 

hospedeiras no interior e ao redor dos campos, bem como os restos culturais e os materiais 

que sirvam de abrigo ao percevejo na entressafra da cultura (BARRIGOSSI; MARTINS, 

2017). O método cultural é eficiente na redução da infestação remanescente em áreas 
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anteriormente infestadas pelo percevejo-do-colmo, e pode ser implementada por meio de 

pastoreio, destruição de taipas e, fundamentalmente, pelo preparo antecipado do solo 

(SOSBAI, 2014). 

No manejo de pragas, estratégias inerentes ao T. limbativentris podem ser adotadas 

mediante o avanço de pesquisas, tais como a utilização de variedades resistentes, avaliação da 

patogenicidade de fungos e do seu potencial para uso comercial (MARTINS et al., 2004; 

RAMPELOTTI et al., 2007), prospecção de parasitoides (MACIEL et al., 2007; RIFFEL et 

al., 2007), utilização de feromônios (MARTINS et al., 2009), além do conhecimento das 

características genéticas que possibilitem a identificação e o estabelecimento de marcadores 

moleculares que apontem para  populações resistentes  a inseticidas (MARTINS et al., 2005). 

 

2.3 Filogenia e estudos filogenéticos em insetos da Ordem Hemiptera 

Os seres vivos apresentam “elos de consanguinidade”, isto é, laços de parentesco que 

os aproximam uns dos outros (LOPES; VASCONCELOS, 2012). Em sistemas de 

classificação, por muito tempo considerou-se que aspectos semelhantes, principalmente 

morfológicos, citológicos e embriológicos poderiam ser utilizados para agrupamento de 

organismos, partindo da premissa que aqueles com relação de parentesco próxima são mais 

semelhantes que organismos com relação de parentesco relativamente mais distante (LOPES; 

HO, 2017).  

No entanto, as interpretações nas relações de parentesco possuíam cunho subjetivo e 

arbitrário, que dependiam da visão do pesquisador ou de determinada característica ser mais 

evidente que outras (SANTOS, 2008). Diversos critérios podem ser utilizados para embasar 

um sistema de classificação, porém, as classificações com frequência são conflitantes entre si 

(LOPES; VASCONCELOS, 2012). Desse modo, há necessidade de métodos analíticos para 

determinar a validade dos caracteres homólogos no processo de classificação e definição de 

uma população, raça ou espécie (BIO212, 2017). Segundo Radford; Caddell (1986) 

geralmente, as homologias são baseadas em algumas evidências de similaridade direta (por 

exemplo, de estrutura, de posição, ou desenvolvimento) ou similaridade via uma série 

gradativa (por exemplo, formas intermediárias entre estados de caracteres).  

A cladística ou sistemática filogenética entra nesse contexto como uma teoria capaz de 

lidar com os conflitos gerados pelos morfologistas por um meio analítico, ou seja, é uma 
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ferramenta para entender como os seres vivos conectam-se ao longo de sua história 

(GUIMARÃES, 2005). Hennig (1966) afirma que a cladística é um ramo da sistemática 

interessado na reconstrução da filogenia, que por sua vez é a história genealógica de um grupo 

de organismos e uma representação hipotética das relações ancestral/descendente. O objetivo 

da sistemática é criar um sistema geral de referência que refletisse diretamente os resultados 

do processo evolutivo, constituindo-se como o critério mais apropriado para uma classificação 

consistente dos organismos do ponto de vista evolutivo (AMORIM et al., 2002).  

A análise filogenética fundamenta-se no teste de congruência entre os caracteres 

inicialmente considerados homólogos, ou seja, se eles estiverem presentes no ancestral 

comum. O objetivo da congruência é verificar as hipóteses de homologia e delimitar grupos 

monofiléticos (do grego monos = único; filético = refere-se à linhagem), descobrindo as 

relações evolutivas entre os organismos (SANTOS; CALOR, 2008).  

A filogenia tornou-se amplamente conhecida a partir de 1966 e, de lá até hoje, passou 

a ser considerada o instrumento de sistematização mais adequado para a diversidade dos seres 

vivos (LOPES; VASCONCELOS, 2012).  

Os conflitos existentes na compreensão evolutiva, quando analisados sob o ponto de 

vista genético, tornam-se mais claros e fica evidente que a sede das mudanças evolutivas está 

na matéria prima que é a variação genética (ALBERTS et al., 2017). Estudar as mudanças 

evolutivas a que estes caracteres estão sujeitos é estudar as mudanças que ocorrem no próprio 

material genético (BIO212, 2017). De acordo com Sunnucks (2000) e Avise (2004), a 

utilização de dados moleculares vem sendo feita com maior frequência em diversos estudos 

nos mais diferentes grupos taxonômicos, contribuindo para avanços consideráveis no 

conhecimento da biologia das espécies, ecologia, comportamento, genética e evolução. 

Estudos filogenéticos têm mostrado que em alguns casos as relações entre os táxons 

são complexas, principalmente por se observar incongruências ao serem contrastados dados 

morfológicos e genéticos (PACHECO; PATTERSON, 1991). 

Em termos filogenéticos, a explicação mais simples de relação entre os organismos é 

aquela que assume o menor número de passos evolutivos, ou seja, o menor número de 

mudanças de estado dos caracteres (LOPES; HO, 2017). Geralmente esses resultados dos 

grupos biológicos são expressos em árvores filogenéticas. Nelas, é possível identificar o 

parentesco entre grupos atuais, entender claramente quem é a espécie ancestral e perceber a 

dinâmica de transformação da vida no tempo (LOPES; VASCONCELOS, 2012). Estes 
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métodos são em geral executados por programas de computador, mas em alguns casos, pode-

se executar até mesmo de maneira manual (LOPES; HO, 2017). 

As árvores filogenéticas podem ser de dois tipos: enraizadas (possuem uma origem) ou 

não enraizadas. As árvores sem raiz apresentam apenas a noção de distância entre os vértices 

e não apresentam as noções de ancestralidade. Enquanto que em árvores com raiz fica 

implícita a noção de tempo e de antepassado comum a todos os outros vértices (DARLU; 

TASSY, 2004) (Figura 3). Na construção de árvores enraizadas, deve-se definir o 

posicionamento da raiz com base na determinação de pelo menos um grupo externo, ou seja, 

de pelo menos uma linhagem que não faça parte das linhagens de interesse, chamadas grupos 

internos (LOPES; HO, 2017). 

 

 

Figura 3: Representação esquemática de (a) árvore sem raiz e de (b) uma árvore com raiz. 
 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

A monofília, por sua vez, expressa-se pela inclusão do ancestral comum e todos os 

seus descendentes (SOUZA; ROCHA, 2015). Em árvores com grupos monofiléticos, os 

diagramas ramificados agrupam táxons que dividem um ou mais caracteres derivados 

(PEDERNEIRAS, 2011). Nesse contexto, outros termos são também empregados para 

demostrar formas de agrupamento, tais como grupos parafiléticos (incluem o ancestral 

comum, mas nem todos os seus descendentes) e polifiléticos (não incluem o ancestral 

imediato, pois incluem espécies ou grupos de diferentes ancestrais que se formam a partir dos 

grupos monofiléticos) (UNIFOA, 2012) (Figura 4). 

 

Fonte: DARLU; TASSY, 2004. 
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Figura 4: Representação esquemática de agrupamentos monofiléticos (A), parafiléticos (B) e 

polifiléticos (C). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Estudos filogenéticos são importantes para analisar semelhanças fortemente 

constatadas geneticamente entre espécies. Do ponto de vista prático, conhecer a genealogia 

das espécies, permite ampliar conhecimentos que podem refletir em conservação ou manejo 

das mesmas (CIANCIARUSO et al., 2009). 

Em Hemipteras alguns trabalhos filogenéticos já foram desenvolvidos. Na subordem 

Heteroptera, os primeiros estudos moleculares foram realizados por Wheeler et al. (1993), 

utilizando caracteres morfológicos combinados com dados moleculares do gene ribossomal 

18S, propondo uma filogenia que mostrava as relações entre suas infraordens. Muraji e 

Tachikawa (2000) analisaram a infraordem Gerromorpha a partir de sequências dos genes 16S 

(DNAmt) e 28S (gene nuclear ribossomal). Hebsgaard et al. (2004) estudaram as relações 

filogenéticas em Nepomorpha combinando dados moleculares dos genes 16S, 28S e 18S com 

65 caracteres morfológicos. Outra infraordem muito estudada, e que já tem suas relações 

estabelecidas, é a Pentatomomorpha, que foi analisada também por caracteres morfológicos 

aliados a dados moleculares (gene 18S e citocromo oxidase I), confirmando seu status 

monofilético (LI et al., 2005). Grazia et al. (2008), ao analisarem Pentatomoidea a partir de 

Polifilético 

Parafilético  

Monofilético 
A 

B 

C 

Fonte: Adaptado de UNIFOA, 2012. 
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dados moleculares, utilizando os genes 18S, 16S, 28S e COI, juntamente com caracteres 

morfológicos, reconheceram a monofilia desta superfamília. Neste mesmo estudo ao analisar 

algumas famílias de Pentatomoidea, foi verificado que Acanthosomatidae e Pentatomidae 

também são grupos monofiléticos, ao passo que a família Cydnidae se mostrou polifilética. 

Outro exemplo foi o estudo realizado por Weirauch e Munro (2009), que verificaram táxons 

da família Reduviidae, como a subfamília Triatominae e as tribos Triatomini e Rhodniini. 

Gomes (2013) inferiu relações filogenéticas das famílias Coreidae e Pentatomidae baseadas 

em sequências de genes mitocondriais (Cyt b, COI e 16S), nucleares (28S e 18S), e concluiu 

que na família Coreidae, na maioria das análises, houve formação de agrupamentos 

monofiléticos, ocorrendo o mesmo na família Pentatomidae.  

É importante desenvolver estudos moleculares para apoiar ou confirmar a história 

evolutiva dos Pentatomidae para fortalecer relações evolutivas entres as espécies para essa 

subordem. 

 

2.3.1 O DNA mitocondrial em estudos filogenéticos 

Os métodos utilizados para caracterização genética de indivíduos e populações têm 

avançado com o progresso da genética molecular. Na última década, o uso crescente de 

marcadores genéticos deu origem à taxonomia molecular (BUENO-SILVA, 2012). Esse 

recente progresso gerou conhecimento e ferramentas para estudos filogenéticos e 

populacionais, aumentando a capacidade de identificar espécies e caracterizar a 

biodiversidade de diversos ecossistemas, assim como avaliar a variabilidade genética inter e 

intrapopulacional de organismos (ROSA; PAIVA, 2009). 

A complexa interação entre genótipo, fenótipo e ambiente pode ser considerada um 

dos principais motivos que impulsionaram o desenvolvimento de marcadores moleculares 

para o estudo genético de espécies (BUENO-SILVA, 2012). 

O uso combinado de marcadores associados às metodologias estatísticas tem sido 

eficiente para a identificação de espécies e suas especificidades, assim como em estudos 

evolutivos de biogeografia e padrões de migração (ROSA; PAIVA, 2009). De acordo com 

Avise (1994), as duas principais vantagens dos marcadores moleculares são o fato de serem 

pouco influenciados pelo ambiente e o grande número de caracteres/estados informativos 

disponíveis em cada organismo. Além disso, DNA e proteínas são características diretamente 
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herdáveis das quais as bases genéticas e os modos de transmissão podem ser especificados, 

diferenciando homologias de analogias (ZOLET et al., 2013).  

Nesse contexto, o DNA mitocondrial é particularmente favorável a estudos 

fitogeográficos pelo fato de geralmente apresentar transmissão exclusivamente materna, 

ausência de recombinação e altas taxas evolutivas (taxas de mutação) quando comparado ao 

genoma nuclear (AVISE, 2000). O genoma mitocondrial é muito útil, visto que é um dos 

maiores conjuntos gênicos que podem ser comparados entre diversos táxons animais, sendo 

uma fonte eficaz para resolver filogenias de níveis taxonômicos menores que famílias (HUA 

et al., 2009).  

As mitocôndrias são organelas presentes em quase todas as células eucarióticas. São 

constituídas por uma membrana externa e uma membrana interna que possui várias 

invaginações (cristas mitocondriais) que aumentam a sua área de superfície. No seu interior, 

encontra-se a matriz mitocondrial onde estão dispersas enzimas, ribossomos, RNA e DNA 

(MAGALHÃES, 2015). As mitocôndrias são responsáveis pela produção de ATP via 

fosforilação oxidativa e estão presentes em quase todos os eucariontes (ROSA; PAIVA, 

2009). Uma mitocôndria contém entre 2 a 10 cópias de mtDNA e cada célula pode ter entre 

dezenas a milhares destas organelas (CAVELIER et al., 2000). Dessa forma, enquanto a 

maioria das células possui apenas duas cópias de DNA nuclear, as mesmas podem conter 

entre 1.000 e 100.000 cópias de mtDNA, dependendo do tipo de célula e dos seus 

requerimentos energéticos (CHINNERY; HUDSON, 2013). 

O mtDNA é uma molécula circular pequena e apresenta conteúdo gênico altamente 

conservado evolutivamente (GONÇALVES, 2010). O genoma mitocondrial de todos os 

animais, com poucas exceções, possui 37 genes: dois genes codificam para subunidades 

ribossômicas (12S e 16S), 22 para RNA transportadores (tRNA), 3 para as subunidades da 

enzima citocromo oxidase (COI I, II e III), um gene para o citocromo B, 2 para as 

subunidades da ATPase e 7 para as subunidades da NADH desidrogenase (BOORE, 1999) 

(Figura 5). 
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Figura 5. Esquema da molécula de mtDNA mostrando as diferentes regiões que a compõe.  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Dentre os marcadores mitocondriais, o mais utilizado em estudos genéticos com 

artrópodes é o gene citocromo C oxidase subunidade I (COI). A elevada taxa evolutiva 

geralmente apresentada permite que ele seja usado em vários tipos de estudos, incluindo 

filogeografia e DNA Barcode (BUENO-SILVA, 2012). O gene COI é o maior e mais 

conservado do mtDNA (BEARD et al., 1993), e codifica uma proteína responsável pela 

catálise envolvida no transporte de elétrons e a translocação de prótons através da membrana 

(SARASTE, 1990). Seu uso como marcador molecular deve-se à junção de regiões 

nucleotídicas altamente conservadas com outras mais variáveis (SARASTE, 1990; GENNIS, 

1992).  

A informação genética desses marcadores é obtida por meio do sequenciamento de 

fragmentos de DNA. Atualmente, o sequenciamento de DNA é o método que oferece maior 

nível de resolução para caracterizar geneticamente indivíduos e populações (BUENO-SILVA, 

2012).  

Na classe Insecta muitos genomas mitocondriais completos já estão disponíveis em 

bancos de dados, possibilitando a utilização de diversas sequências nucleotídicas ou de 

aminoácidos para a resolução de problemas filogenéticos (HUA et al., 2009). 
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Fonte: (Ilustração: jhc public domain,). Google. 



29 

 

 

 

2.3.2 Extração e Amplificação de DNA 

A obtenção de sequências nucleotídicas para análises moleculares é proveniente de 

sucessivas etapas fundamentais. Inicialmente torna-se necessário a aplicação de métodos 

eficientes para extração e purificação do DNA. De acordo com Oliveira et al. (2007), o 

método mais comum para obtenção de DNA é a extração com fenol tamponado (pH próximo 

a 8,0) e clorofórmio, que provocam a desnaturação das proteínas contidas na amostra de 

maneira eficiente.  

Os procedimentos de extração e purificação de ácidos nucleicos são indispensáveis 

para o bom desempenho de amplificações em métodos que utilizam a Polymerase Chain 

Reaction (PCR), que por sua vez baseia-se na hibridização (“annealing”) e na extensão 

enzimática de um par de oligonucleotídeos (pequenas moléculas de DNA de fita simples) 

utilizados como iniciadores (“primers”), que delimitam a região que deve ser amplificada. 

Estes iniciadores são sintetizados artificialmente de maneira que suas sequências 

nucleotídicas sejam complementares às sequências específicas que flanqueiam a região alvo. 

Através dessa técnica torna-se possível amplificar in vitro regiões especificas de 

qualquer genoma. Ela foi desenvolvida por Mullis e Faloona (1987), mas descrita por Saiki et 

al. (1985), e impulsionou positivamente diversas pesquisas sobre biologia molecular. Através 

da sua especificidade, vários segmentos do genoma podem ser copiados ainda que as amostras 

sejam heterogêneas, tornando-se eficiente em análises sobre diversidade genética de 

populações e estudos evolutivos. As reações possibilitam que determinada região do genoma 

de qualquer organismo seja multiplicada em milhões de cópias, o que facilita a análise 

genética (OLIVEIRA et al., 2007). 
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3 MATERIAL E MÉTODOS 

O trabalho foi desenvolvido nos Laboratórios de Entomologia, do Núcleo de 

Biotecnologia Agronômica, no LABWICK/UEMA (Laboratório de Genética e Biologia 

Molecular Warwick Estevam Kerr”), no LABGEM/UFMA (Laboratório de Genética e 

Biologia Molecular) e no GENBIMOL/UEMA (Laboratório de Genética e Biologia 

Molecular em Caxias - MA). 

 

3.1 Descrição das áreas de coleta - Caracterização dos Biomas e municípios 

Espécimes de T. limbativentris foram coletados em plantios de arroz em sete 

municípios maranhenses distribuídos em diferentes biomas. De acordo com o IBGE (2004), o 

Maranhão apresenta três biomas definidos: Amazônia, Caatinga e Cerrado. Contudo, por sua 

extensão territorial e confluência desses biomas, o estado apresenta também outras formações 

peculiares e típicas como Mata dos cocais (transição) e Baixada, caracterizando o estado no 

âmbito nacional como uma área de grande diversidade animal e vegetal (AB´SABER, 1977; 

MUNIZ, 2006; DIAS et al., 2009).  

Para Walter (1986), o bioma é tido como um ambiente em que são considerados não 

apenas o clima, mas a altitude, as características de solo e ainda a presença de fogo natural. 

Esse conjunto reflete diretamente no estabelecimento e composição florística e faunística das 

regiões (COUTINHO, 2006). Os municípios de coleta pertencem aos biomas Amazônia ou 

Floresta Equatorial (Zé Doca), Mata de transição (São Mateus e faixa de Caxias), Baixada 

(Arari e Viana) e Cerrado (Nina Rodrigues e Pedreiras) (Figura 6), e pertencem a diferentes 

formações geológicas, mas principalmente a Formação Itapecuru que é caracterizada por 

dificuldades de aeração no solo e deficiências nutricionais (MOURA, 2006).  
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Figura 6. Munícipios de coleta dos espécimes de Tibraca limbativentris em seus respectivos 

Biomas segundo o IBGE (2004) (A) e Muniz (2006) (B). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Os biomas em questão apresentam particularidades próprias que refletem a variação 

climática local. As formas mais comuns de organismos que os classificam, geralmente são as 

vegetações distribuídas ao longo de extensas áreas geográficas (SOARES, 2012).  

A floresta Amazônica maranhense é caracterizada por abranger uma diversidade de 

climas e solos, e a história do uso dessas terras reflete na diversidade de vegetação, 

representadas por matas de cipós nas áreas mais úmidas, e matas secas (pluviosidade menor), 

de caráter semidecidual, mais abertas e com maior densidade de palmeiras, como babaçu 

(Attalea speciosa) e bacaba (Oenocarpus spp) (MUNIZ, 2006). 

A Amazônia maranhense ocupa 26% de todo o bioma amazônico nacional, e encontra-

se distribuída em 62 municípios do Maranhão, representando34% do território do Estado 

(MIOTTO, 2012). Sabe-se, porém, que o Maranhão é o estado da Amazônia Legal que possui 
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o menor grau de ocupação do espaço com áreas protegidas (ARAÚJO; LOPES; FILHO, 

2011). Juntamente com o Pará, Rondônia e Mato Grosso, o cenário é de degradação, que 

decorre, principalmente, em função do desmatamento, da falta de prática de manejo 

sustentável das áreas, das queimadas e da fragmentação do ecossistema, representando 90% 

do desmatamento de 2001 a 2003 (FERREIRA; VENTICINQUE, ALMEIDA, 2005). A 

degradação ambiental inclui a perda de biodiversidade, redução da ciclagem da água e 

nutrientes, redução da qualidade de vida, dentre outros (ARAÚJO; LOPES; FILHO, 2011). 

O município Zé Doca, representante do Bioma amazônico, é uma cidade carente, tanto 

do ponto de vista econômico, como social e de recursos naturais. Do ponto de vista agrícola, 

não há zoneamento para identificação de áreas com aptidão para uso e ou para manutenção da 

biodiversidade. Os sistemas de cultivos de corte e queima e a bovinocultura são predatórios, 

pressionam a cobertura vegetal nativa com as queimadas e avançam com pastagens sobre as 

áreas de capoeira, restando atualmente apenas fragmentos de mata equatorial (FERNANDES; 

LEMOS; CARDOSO, 2012). A extração de madeira e as atividades agropecuárias são os 

fatores que mais pressionam os recursos ambientais, descaracterizando ecologicamente os 

ecossistemas originais e agindo na degradação, baixa fertilidade e produtividade da terra, com 

reflexos negativos sobre a qualidade de vida das famílias (DINIZ et al., 2009). A área de 

coleta caracteriza-se por longa extensão de lavoura consorciada em capoeira aberta e com alta 

densidade de A. speciosa, principal hospedeiro de T. limbativentris em período de diapausa, 

no Maranhão. 

A Baixada Maranhense, ou campos inundáveis situa-se na porção centro-norte da área 

de transição entre a Amazônia e o Nordeste Brasileiro, composta por 21 municípios, sendo 

uma região de grande importância social e ecológica no estado (SILVA; MOURA, 2004). O 

pantanal maranhense, como também é conhecida, apresenta grande importância ecológica em 

virtude de suas planícies, que anualmente inundam pelo transbordamento de seus rios, 

trazendo vida e diversidade biológica. Apresenta também enorme importância social, pela 

ligação que os municípios da Baixada mantem pela exploração de recursos dos campos 

inundáveis (FARIAS FILHO, 2006). Os municípios de Viana e Arari representam as áreas de 

coleta inseridas nesse bioma e possuem características semelhantes de solo, clima e 

vegetação. Ambos apresentam em sua totalidade formações geológicas do tipo aluviões, 

caracterizados por depósitos de areia fina e silte, e ainda deposições de argila em virtude da 

inserção de águas marinhas em seus vales (BROWERS, 1977). Na agricultura, a 
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produtividade tende a cair, ainda que inicialmente ocorram experiências exitosas, mas 

insustentáveis no tempo em virtude das características intrínsecas ao solo e também pela 

ausência de práticas que assegure o crescimento e manutenção da qualidade desses solos 

(MOURA, 2006). O cenário atual são cultivos desenvolvidos por agricultores de porte 

econômico e tecnológico variados, em grandes extensões de terra (empresas e agricultores de 

grande porte, principalmente para o cultivo de arroz) e pequenas extensões de terra (agricultor 

familiar ou associados em cultivos geralmente consorciados no sistema corte-queima). As 

áreas de coleta nesses dois munícipios são semelhantes, ambas possuíam vegetação e nível 

tecnológico similares (baixo nível) e alta densidade de A. speciosa. 

O Cerrado maranhense corresponde a aproximadamente 40% do território do estado, 

apresentando várias formas de vegetação com diferentes tipos estruturais, relacionados, 

principalmente, a um gradiente de biomassa (MUNIZ, 2006). Por se tratar de uma região 

ecotonal, o Cerrado maranhense apresenta grande heterogeneidade com manchas de Caatinga 

na sua porção leste, vegetação amazônica na região oeste e campos inundáveis na região 

central, além das restingas e manguezais (IBGE, 1984). A presença do fogo em áreas de 

Cerrado é um fator de forte impacto na diversidade de espécies, e a agricultura é propulsora 

nesse processo. Os municípios Caxias, Nina Rodrigues, São Mateus e Pedreiras se inserem no 

Bioma Cerrado, contudo suas características de solo e clima lhe conferem aptidões especificas 

para a agricultura. Caxias, por exemplo, destaca-se como uma das dez cidades maranhenses 

mais importantes na produção de cana-de-açúcar (SAGRIMA, 2016). O munícipio está em 

uma faixa de clima seco e sub-úmido, e apresenta vegetação com características típicas do 

Bioma, mas possui manchas com densas faixas de A. speciosa e outras Arecaceas. São Mateus 

do Maranhão apresenta aptidão para o cultivo de arroz e Pedreiras destaca-se como 

importante produtor de banana e melancia (SAGRIMA, 2016).  Nina Rodrigues destaca-se 

com atividades voltadas para a agricultura familiar com lavouras de arroz, feijão, milho e 

mandioca, principalmente (COELHO; MATOS JÚNIOR, 2012). O principal sistema de 

cultivo adotado é de corte e queima que é muito comum nos cultivos dos produtos (JARDIM; 

RIBEIRO; FARIAS FILHO, 2010). 
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3.2 Coleta de Tibraca limbativentris 

 

Os espécimes de T. limbativentris foram coletados durante a safra (cultura instalada 

nos campos de produção) em áreas caracterizadas por possuírem baixa fertilidade natural em 

que predominava o sistema de corte e queima para o arroz de sequeiro. 

A amostragem em campo foi realizada a partir da região central de cada área, com 

caminhamento em “X”, cujos vértices distavam dez metros entre si. Em cada vértice, 

considerou-se cinco touceiras próximas para realização das coletas. Elas não possuíam a 

mesma distância, por se tratar de cultivos com semeadura a lanço. A média de espécimes 

coletados em cada vértice (representado pelas cinco touceiras) foi de 18 indivíduos adultos, 

contudo, para as análises considerou-se apenas 10 percevejos de cada município, totalizando 

70 indivíduos adultos. 

A triagem do material consistiu inicialmente na limpeza dos espécimes em água 

destilada, secagem delicada com papel toalha, sexagem, identificação das amostras e 

armazenamento dos indivíduos em etanol absoluto a temperatura de -20°C. A extração do 

DNA foi realizada com partes do tecido muscular presentes no abdômen e tórax dos insetos 

machos. As fêmeas foram desprezadas pelo fato de muitas delas estarem cheias de ovos 

possivelmente fecundados. A reprodução sexuada proporciona troca de material genético. 

Dessa forma, tentou-se evitar informações genéticas de mais de um indivíduo por amostra. 

  

3.3 Isolamento e visualização do material genético – DNA 

O material genético de cada exemplar foi isolado utilizando o protocolo de extração 

fenol-clorofórmio, seguido da precipitação por acetato de sódio e isopropanol (SAMBROOK 

et al., 2001). A musculatura foi isolada em tubos eppendorf, com tampão de lise (600 µL) e 

proteinase K (15 µL), e submetidos a banho-maria (55°C) por duas horas para dissolver o 

tecido. A cada dez minutos realizou-se homogeneização manual para aumentar a eficiência do 

processo. Após esfriamento total dos tubos, pipetou-se fenol-clorofórmio-álcool isoamilíco 

(25:24:1) (700 µL). Esse material foi manualmente homogeneizado (10 minutos) e 

centrifugado a 10.000 rpm por 10 minutos. O fenol-clorofórmio-álcool-isoamilíco fez a 

separação entre o DNA e outras moléculas celulares. Transferiu-se o sobrenadante para novos 

tubos, nos quais, adicionou-se 700 µL de clorofórmio-álcool isoamilíco (24:1) para nova 



35 

 

 

 

centrifugação (10.000 rpm a 10 minutos). Transferiu-se o sobrenadante formado para novos 

tubos com aplicação posterior de acetato de sódio (100 µL) e isopropanol (700 µL) para a 

precipitação do DNA. Com a formação do pellet, congelou-se os tubos por aproximadamente 

24 horas. Após permanência no frio, centrifugou-se os tubos por 10 minutos a 10.000 rpm 

para separação do sobrenadante, que foi descartado. O pellet permaneceu no interior do 

eppendorf. Realizou-se uma nova centrifugação (10.000 rpm a 5 minutos) com etanol 70% 

(500 µL). O álcool foi descartado e o DNA foi colocado para secar em estufa (37° C) e 

dissolvido em TE (50 µL). 

Para a verificação dos resultados da extração foram feitas corridas das amostras de 

DNA em eletroforese horizontal a 80 V e 90 mA por 30 minutos em tampão de corrida TBE, 

utilizando gel de agarose a 1%, corado com brometo de etídio, que foi posteriormente 

visualizado em um transiluminador de luz ultravioleta. O DNA foi quantificado em 

NanoDrop® 1000 - Thermo ScientificTM para determinação da concentração de DNA 

(ng/µL). Nessa etapa realizou-se a homogeneização dos eppendorfs em microcentrifuga para 

posterior leitura. Amostras com altas concentrações de DNA foram diluídas em água ultra-

pura na proporção 1:1 e novamente quantificadas.  

 

3.4 Amplificação do gene COI por PCR (Polymerase Chain Reaction) 

As amplificações das sequências da região mitocondrial do gene COI foram realizadas 

pela técnica de Reação em Cadeia da Polimerase (PCR) em termociclador Veriti 96-Well 

(Applied Biosystems) a partir de amostras padronizadas. A padronização consistiu na 

realização de testes para adequação de volumes e temperaturas ideais para amplificação do 

gene COI. No preparo do mix de PCR, considerou-se o volume final de 25 µL contendo os 

seguintes reagentes: H2O ultra - pura (13,8 µL), DNTP (0,5 µL) a 1 mM, Buffer (5 µL), 

MgCl2 (2,5 µL) a 25 mM, Taq polymerase (0,2 µL), DNA (2 µL) e 0,5 µL de cada iniciador 

(primers) a 10 mM. Os primers utilizados nas reações foram:  HCO-L 2198 (5´-

TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA-3` e LCO-L 1490 (5´-

GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG-3`) (FOLMER et al.,1994).  

As condições para amplificação do segmento do gene mitocondrial COI consistiram 

em uma etapa inicial de desnaturação por 5 minutos a 94oC, 35 ciclos de 30 segundos a 94ºC 

para a desnaturação (separação) da dupla fita de DNA, 1 minuto a 48ºC para o annealing dos 

iniciadores e 1 minuto a 72ºC para a extensão realizada pela enzima Taq polymerase. Ao final 
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da reação foi feita uma etapa de extensão final por 10 minutos a 72ºC. Uma alíquota de 5 L 

de cada amostra de PCR foi aplicada em gel de agarose 1% (60 V, 270 A e 40 min.) para 

confirmar a amplificação. A expressividade e definição visível das bandas é um indicativo da 

qualidade das futuras sequências (ZATS, 2015). A visualização de uma banda íntegra, 

confirmou a amplificação do segmento desejado (Figura 7). 

 

Figura 7.  Visualização das bandas em teste realizado para definir temperatura de anelamento 

ideal para o COI em uma mesma amostra (1- Lader; 2- 48°C, 3- 50°C, 4- 52°C, 5- 54°C, 6- 

58°C, 7- 56°C, 8- controle negativo). 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.5 Purificação e sequenciamento 

O processo de purificação das PCRs consistiu em isolar somente o fragmento 

amplificado, eliminando qualquer outro componente da reação que tenha permanecido na 

solução final. A purificação foi realizada adicionando-se 1,87 µL de água, 3 µL de DNA e 

0,13 µL do Kit ExoSAP-IT. Os purificados foram submetidos a uma nova reação de PCR pelo 

método didesoxiterminal (SANGER et al., 1977), com reagentes do Kit Big Dye (ABI 

PrismTM Dye Terminator Cycle Sequencing Reading Reaction - Perkin Elmer) (Tabela 1). 

Após nova PCR, as amostras foram submetidas a sucessivas etapas de centrifugação com 

etanol e EDTA para precipitação da reação de sequenciamento. O sequenciamento das 

amostras foi efetuado em ambas as fitas de DNA no sequenciador automático ABI 3500 

(Applied Biosystems)  na Universidade Estadual do Maranhão-UEMA, Campus Caxias. 

1 2 3 4 5 6 7 8 
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Tabela 1. Especificações das reações de sequenciamento desenvolvidas em amostras de 

Tibraca limbativentris. 

Reação de Sequenciamento Programa de Amplificação para reação de sequência 

 Vol (µL)  T - ºC Tempo 

Água 3,5 Desnaturação inicial 96 1 minuto 

Buffer 1,5 Desnaturação 96 15 segundos/35 ciclos 

 Prime (0,8 
pmol/µL) 

2 Anelamento 50 15 segundos/35 ciclos 

DNA purificado 2 Extensão 60 2:30 minutos/35 ciclos 

1 Big Dye 1  4 ∞ 

1 Big Dye Kit contém: dNTPs, ddNTPs, AmpliTaq DNA polimerase, MgCl2 e tampão Tris-HCl. 
 
 

3.6 Análises das sequências 

As sequências de COI foram alinhadas e editadas pelo Software Bioedit (HALL, 

1999), a partir de réplicas e das sequências Forward e Reverse (Figura 8). As bases do 

alinhamento foram avaliadas de acordo com sua qualidade, eliminando-se parte do começo e 

fim das sequências, que, em geral, apresentam baixa qualidade de sequenciamento. A edição 

consistiu em verificar “pontos conflitantes” e confirmar possíveis mutações expressas nas 

sequências.  

 

Figura 8: Fragmentos de sequências de espécimes de Tibraca limbativentris. Alinhamento 

(A); Edição conforme necessidade nos gráficos de sequência (B). 
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Como grupo externo, foram usadas sequências de espécies neotropicais da família 

Pentatomidae provenientes da plataforma do GenBank (Tabela 2). 

 

 

 

Os alinhamentos foram submetido a testes para verificar a qualidade da informação 

filogenética das sequências. Estes testes possibilitaram a verificação da saturação, ou seja, 

ocorrência de múltiplos eventos mutacionais no mesmo sítio nucleotídico, que apagam a 

história evolutiva e o sinal filogenético. A verificação da presença de saturação nas 

sequências foi realizada pela plotagem em gráfico da divergência nucleotídica versus 

transições (Xs) e transversões (∆v) utilizando o programa DAMBE v5.2.18 (XIA, 2017).  

As estimativas de razão entre transições e transversões servem para determinar as 

probabilidades dos diferentes eventos de substituição. Mutações por substituição de bases 

Tabela 2: Sequências utilizadas como grupo externo para análise de filogenia.  

Pentatomidae: 
Espécies Cidade/UF/país 

Código no 
Genbank (COI) Similaridade 

T. limbativentris MA/Brasil - Deste estudo 

Dichelops melacanthus EUA JQ218458 86% 

Acrosternum hilare Canadá 
KU601551 

86% 
KU601550 

Piezodorus guildinii Brasil 
JX548501 

87% 
JX548496 

B 
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(transição e transversão) sugerem a ocorrência de grupos que podem se dividir 

filogeneticamente ao longo do tempo. Essas mutações ou substituição de bases são mutações 

de pequena escala que podem levar à substituição de um aminoácido por outro na cadeia 

polipeptídica resultante da troca de uma única base no polímero de ácido nucleico, ou seja, em 

um único ponto do gene. O que ocorre é que códons com pirimidinas e códons com purinas 

codificam aminoácidos específicos. Se houver substituições de uma base pirimídica por outra 

(U/C ou C/U) ou de uma base púrica por outra (A/G ou G/A), ocorrem mutações de transição, 

mas quando bases pirimídicas são substituídas por púricas, ou vice-versa, ocorrem mutações 

de transversão. 

Outro método empregado para verificação da saturação e do sinal filogenético foi 

utilizando-se o modelo de substituição e composição nucleotídica. O modelo de substituição 

nucleotídica fornece o grau de transição e transversão, ou seja, substituição de purinas e 

pirimidinas nos processos de mutação. Esse fato fortalece o sinal filogenético. Já a 

composição nucleotídica fornece o percentual de cada base nitrogenada nas sequências de 

DNA, considerando-se as médias percentuais da região de coleta. Os métodos foram 

realizados pelo programa MEGA versão 6.0 (TAMURA et al., 2013). 

Com o programa Arlequim 3.1 (EXCOFFIER, 2006) determinou-se a diversidade 

haplotípica (h) e a diversidade nucleotídica (π). Os valores do parâmetro diversidade 

haplotípica podem variar entre 0 e 1, sendo que quanto mais próximo de 1, maior a 

diversidade entre os haplótipos analisados.  

A rede de haplótiplos foi construída pelo cálculo de Median joinning utilizando as 

frequências haplotípicas do marcador no grupo analisado por meio do programa Network 5.1 

(BANDELT et al., 1999), para as sequências de T. limbativentris. 

A divergência entre as sequências foi calculada baseando-se em um modelo de 

evolução que determina como as diferenças se acumulam, inferindo a quantidade de mutações 

ocorridas a partir da separação destas (MEYER, 1995). Nesta análise, foi utilizado o método 

de Tamura e Nei (1993), uma vez que seu algoritmo é classicamente usado para o cálculo de 

distâncias a partir de sequências nucleotídicas de genes mitocondriais. Duas análises foram 

desenvolvidas: a distância intrapopulacional e a distância interpopulacional.  

Para verificação de possíveis agrupamentos genéticos entre os indivíduos utilizou-se o 

programa MEGA versão 6.0 (TAMURA et al., 2013) na construção de árvore filogenética 

pelo método de agrupamento de vizinhos (neighbor-joinning). Ele é baseado em matrizes de 
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distância, de acordo com princípios da evolução mínima, que escolhe a topologia que 

apresenta a menor soma de comprimentos de ramos. Esse método utiliza comparações par a 

par entre distâncias (número de mutações) das sequências. A confiabilidade dos ramos foi 

testada pela análise de bootstrap utilizando 1000 replicações. Foram considerados 

significantes os valores de bootstrap iguais ou superiores a 95%, como sugerido por 

Schneider (2003).  

Para analisar se as populações estão em expansão, com o programa Arlequim aplicou-

se os testes D e F (FU; LI, 1993) e D (TAJIMA, 1989) de neutralidade com 10.000 

permutações.  Esses índices têm seu cálculo baseado na distribuição de sítios segregantes e na 

diversidade nucleotídica. A história demográfica de uma população deixa uma assinatura no 

genoma de seus representantes atuais. A reconstrução dessa história pode levar a conclusões 

úteis sobre vários processos evolutivos (ZOLET et al., 2013). Os testes de neutralidade são 

utilizados para testar a ausência de seleção em um conjunto de dados. Eles analisam a 

influência das mutações sobre a história de vida das populações. A hipótese nula utilizada por 

esses testes inclui tamanho populacional constante e população não estruturada. Assim, 

utilizando um marcador supostamente neutro, esses testes podem indicar decréscimo, 

expansão ou estabilidade populacional (NIELSEN, 2001). 

O índice de raggedness (HARPENDING, 1994) entre a distribuição observada e 

esperada também foi utilizado como teste estatístico para analisar o modelo de expansão 

estimado pelos testes de Fu e Tajima. Populações em expansão exibem baixos valores de 

raggedness, enquanto, o contrário é observado em populações estáveis ao longo do tempo 

(HARPENDING, 1994). 
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4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

4.1 Características moleculares 

 

De um total de 70 amostras cuja extração de DNA foi exitosa, obteve-se resultados 

positivos na amplificação do gene COI para 33 amostras, que posteriormente foram 

sequenciadas. Desse total, apenas 27 foram utilizadas no estudo por apresentarem sequências 

mais longas (685 pb em média) e de melhor qualidade (Tabela 3).  

 

Tabela 3: Codificação das sequências de Tibraca limbativentris por município do 
estado do Maranhão. 

 

 Zé Doca São 
Mateus 

Pedreiras Viana Arari Nina 
Rodrigues 

Caxias 

C 
Ó 
D 
I 
G 
O 
S 
 

ZDA01  SMA01 PE04 VI02 ARA01 NR02 CA03 
ZDA04 SMA02 PE13 VI08n ARA02  CA09 
ZDA09 SMA03 PE15 VI10 ARA03  CA13 

 SMA04   ARA04  CA14 
 SMA06   ARA04n   
 SMA07   ARA07   
    ARA10   

Total 3 6 3 3 7 1 4 
 

 

Após alinhamento e edição as sequências ficaram com 519 pb para os 27 

representantes de Tibraca limbativentris (grupo interno) mais as sequências do grupo externo 

(outras espécies de Pentatomidae).  

O gráfico de saturação das sequências demonstra sinal filogenético para o gene COI 

em relação ao polimorfismo das sequências de T. limbativentris. Elas não apresentaram 

indícios de saturação entre as transições (Xs) e transversões (∆v) (Figura 9A).  Caso houvesse 

saturação dos dados (Figura 9A), seria esperado que o número de transições observadas em 

relação ao número de transversões decrescesse na proporção que a taxa de divergência 

aumentasse (ARAÚJO, 2011). 

 

 



42 

 

 

 

Figura 9: Gráfico de transição (s) e transversão (v) versus divergência nucleotídica das 

sequencias do gene COI. (A) Grupo interno; (B) Grupo interno e Grupo externo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Contrariamente, a relação entre os parâmetros apresenta-se de forma não linear, 

demonstrando que com o aumento da distância há o decréscimo de transições e/ou 

transversões (Figura 9B). Conclui-se que o sinal filogenético é fraco apesar da similaridade 

entre T. limbativentris e demais espécies do grupo externo.  Isso sugere que o polimorfismo 

do COI não apresenta sinal filogenético para se fazer uma reconstrução filogenética das 

relações entre o grupo interno e o grupo externo. A saturação de substituição de nucleotídeos 

pode diminuir o potencial das características filogenéticas informativas, diminuindo assim a 

consistência filogenética (COGNATO; SPERLING, 2000). De acordo com Fonseca e Pinto 

(2017), para que espécies sejam chamadas de espécies separadas filogeneticamente, as 

populações devem ter sido independentes por tempo suficiente para garantir características 

distintivas e unificadoras, sejam estas de caráter estrutural, bioquímico ou molecular.  

O conteúdo GC foi de 35,2%, menor que o conteúdo AT. Valores em que o percentual 

de bases AT foram superiores as GC também foram registradas por Banho (2016) com os 

genes mitocondriais 16S (72,3 % AT e 51,4% GC) e ND5 (75,4 % AT e 24,6% GC) aplicados 

em 17 espécies de pentatomideos e uma de Coreidae. Sousa (2013) obteve valores bem 

próximos para o percentual AT (64,1%) em estudo desenvolvido para a mesma região do COI 

em 14 espécies de Pentatomideos. Nesse mesmo estudo, a média do percentual AT apenas no 

codon 3 do gene COI foi de 80%. Segundo o autor, valores elevados podem levar à análise 

filogenética inconsistente em táxons superiores. Geralmente, uma composição maior de AT é 

uma característica comum do DNA mitocondrial de insetos (SIMON et al., 1994). 

s

v

s
 a

n
d
 v

0.00

0.02

0.03

0.05

0.06

0.08

0.10

0,0000 0,0304 0,0609 0,0913 0,1218 0,1522 0,1826

Distância genética 

B 

Tranversão 

Transição 

Distância genética 

s

v

s
 a

n
d
 v

0.000

0.002

0.004

0.006

0.008

0.010

0.012

0,0000 0,0023 0,0046 0,0068 0,0091 0,0114 0,0137

Tranversão 

Transição 

A 



43 

 

 

 

A taxa estimada de transição/transversão (Ts/Tv) do gene COI para as populações de 

T. limbativentris foi de 11,03, enquanto que nos Grupos Interno/Externo foi 1,19. Razões de 

substituições de nucleotídeos iguais ou superiores a 1,0 sugerem que há maior número de 

mutações de transição ocorrendo em comparação a transversões para essas sequências 

(MATIOLI, 2004). Esses valores são inferiores aos registrados por Banho (2016) com os 

genes mitocondriais 16S e ND5, porém superiores aos registrados por Li et al. (2012) com os 

genes mitocondriais 16S e COI que apresentaram Ts/Tv de 0,5 e 0,7, respectivamente, e por 

Tian et al. (2008), que apresentaram Ts/Tv de 0,5 para o gene mitocondrial 16S. Quando 

marcadores gênicos apresentam baixa razão (Ts/Tv), isso indica que a quantidade de 

transversões é superior às transições, e que o gene em questão evolui de forma mais lenta em 

comparação com outros. Contudo, esse fato é muito mais comum em genes nucleares do que 

em genes mitocondriais, pois aqueles acumulam menores quantidades de mutações no tempo 

(MAS-COMA; BARGUES, 2009).  

O número de sítios variáveis foi igual a sete, com sete mutações, o que gerou nove 

haplótipos para T. limbativentris coletados no Maranhão. A diversidade haplotípica foi de 

0,65, a diversidade nucleotídica 0,0031, e o número médio de diferenças nucleotídicas em 

relação aos haplótipos encontrados foi de 1,5. Esses parâmetros são importantes, uma vez que 

a variabilidade e a diversidade genética são altamente necessárias para a continuidade 

evolutiva e determiná-las pode, entre outras coisas, demonstrar o quanto organismos podem 

adaptar-se a novos ambientes e/ou condições. Apesar das amostras apresentarem baixa 

diversidade nucleotídica, o valor aqui encontrado para a diversidade haplotípica foi alto, 

indicando que esses indivíduos apresentariam até o momento, boa capacidade de se adaptarem 

a novas pressões seletivas, tais como mudanças climáticas ou mudanças na disponibilidade de 

recursos, ou ainda pressões mais pontuais, como aplicação de métodos específicos de 

controle. Com o tempo essas pressões poderiam aumentar ou diminuir a diversidade. 

Pesquisas desenvolvidas em artrópodes utilizando marcadores mitocondriais registraram 

valores semelhantes. Baggio (2010) registrou diversidade haplotípica (0,719) e diversidade 

nucleotídica (0,00145) para 21 sequências de espécimes de Crisopideos provenientes de seis 

localidades, com o gene COI. Vendrami (2017) registrou diversidades nucleotídicas (0,00342 

a 0,00817) e diversidades haplotípicas (0,634 a 0,819) em alguns exemplares de triatonineos 

(Hemiptera: Reduvidae) utilizando o marcador mitocondrial CitB, demonstrando também que 

os mesmos podem apresentar maior chance de se adaptarem no meio em que vivem. Os 
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indivíduos de Tibraca são muito próximos geneticamente e essa diversidade pode contribuir 

para sistemas de manejo, pois se, o ambiente em que vivem naturalmente sofrer alguma 

mudança importante, sua variabilidade torna a população capaz de lidar com essas mudanças. 

Geralmente, na natureza, quando alguma espécie ou populações são extintas, o fator que mais 

contribui é a redução na variabilidade genética. 

A rede de haplótipos mostrou o haplótipo H3 como mais frequente e ocorrendo em 

quatro das sete localidades amostradas. Houve também haplótipos exclusivos, ou seja, 

somente encontrados em uma determinada localidade, indicando alguma diferenciação ainda 

incipiente. Contudo, todas as populações apresentaram ao menos um haplótipo compartilhado 

com outra população, exceto para Nina Rodrigues, mas isso provavelmente decorre da 

amostragem pouca representativa com apenas um indivíduo. Então o padrão mostrado pela 

rede de haplótipo é de uma população geneticamente homogênea para o marcador 

mitocondrial COI (Figura 10). 

 

Figura 10: Rede de haplótipos de median joining das sequências de COI de Tibraca 

limbativentris no estado do Maranhão.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Matrizes de divergência nucleotídica podem sugerir o quanto os indivíduos estão 

distantes ou próximos evolutivamente. As distâncias genéticas entre as amostras do Maranhão 

tiveram média de 0,41%, variando de zero entre PE e SMA a 0,8% entre ZDA e CA. Em 

São Mateus 
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relação aos grupos externos, as divergências em relação a T. limbativentris foram maiores do 

que 14% (Tabela 4). Essas baixas distâncias genéticas interpopulacionais reforçam o resultado 

de homogeneidade genética no COI para T. limbativentris do Maranhão. 

 
Tabela 4: Estimativas de divergências genéticas pareadas (Kimura 2-parâmetros) para as 

amostras de Tibraca limbativentris coletadas no Maranhão e os grupos externos. 

 
 ARA CA NR PE SMA VI ZDA 

    ARA 0,002*       

    CA 0,002** 0,002      

    NR 0,005 0,005 -     

    PE    0,001 0,001 0,004 0,00    

   SMA 0,001 0,001 0,004 0,000 0,001   

   VI 0,004 0,006 0,005 0,005 0,005 0,001  

   ZDA 0,006 0,008 0,007 0,007 0,007 0,002 0,003 

Dichelops melacanthus 0,161 0,160 0,166 0,161 0,161 0,163 0,163 

Acrosternum hilare 0,158 0,158 0,162 0,159 0,160 0,156 0,157 

Piezodorus guildinii 0,148 0,149 0,151 0,149 0,149 0,148 0,149 

ARA- Arari, CA- Caxias, NR- Nina Rodrigues, PE- Pedreiras, SMA- São Mateus, VI- Viana, ZDA- Zé Doca 
*Valores em negrito indicam distâncias intrapopulacionais (entre os indivíduos de uma mesma região de 
coleta); **Os demais são distâncias interpopulacionais (entre as diferentes populações). 

 

Valores baixos de divergência ou distância genética indicam que todos os indivíduos 

(sejam eles da mesma região de coleta, ou de regiões distintas) compartilham quase que 

completamente do mesmo material genético. As amostras do Maranhão compartilham quase 

100% do mesmo material genético, enquanto que as outras espécies compartilham em média 

84,35% de material genético com T. limbativentris. 

Para as amostras do Maranhão, a compreensão dessa escala mínima de divergência 

pode ser atribuída a variabilidade gênica que é muito importante em processos evolutivos de 

espécies. Muitos fatores podem ser atribuídos a isso, dentre eles processos migratórios ou de 

dispersão. Uma vez que indivíduos se inserem ou sejam inseridos em um grupo populacional, 

a tendência é que eles se tornem adaptados a semelhantes ou diferentes localidades e/ou 

condições, demonstrando suas habilidades de sobrevivência e manifestando comportamentos 

comuns e suplementares aos vigentes. Caso ocorra compatibilidade na reprodução desses 
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indivíduos dentro do habitat, seus genes poderão ser transmitidos aos seus descendentes e 

assim sucessivamente dentro da população. Dessa forma, gradativamente o fluxo gera 

estabilidade gênica, proporcionando semelhanças e reduzindo as diferenças entre os 

organismos de uma mesma espécie em populações distintas.  

 Souza-Firmino (2015) ao verificar a distância genética entre populações do percevejo 

Pachycoris torridus a partir do gene mitocondrial COI, verificou uma média de distância 

genética de 1,5%, contudo, a maior distância encontrada entre as populações analisadas foi de 

2,5%. Smith-Caldas et al. (2001) ao analisarem 15 espécies de Diptera verificaram uma 

distância genética de 3,3%, evidenciando que valores acima de 3% são encontrados entre 

diferentes grupos taxonômicos. 

Os valores de divergência genética também refletem dados de saturação filogenética. 

A saturação pode ocorrer em espécies que divergiram mais cedo em suas histórias evolutivas. 

Pechenik (2016) em estudo com diferentes espécies das famílias Coreidae e Pentatomidae, 

obteve valores de divergência que não excederam a 20% para os pentatomideos, em especial, 

com um percentual de distância de 19,3% para o gene COI. Quando as espécies são irmãs, os 

valores de divergência geralmente são pequenos. Em estudos desenvolvidos com vários 

outros grupos de animais para o gene COI, as distâncias têm apresentado valores menores que 

2% (KLICKA; ZINK, 1997; JOHNS; AVISE, 1998; HEBERT et al., 2004; WARD et al., 

2005; YOO et al., 2006). 

Com os valores de divergências genética, torna-se possível inferir relações 

filogenéticas não apenas para espécies de Pentatomideos, mas também entre famílias 

diferentes. Se os valores forem próximos, conclui-se que o gene evolui de forma semelhante 

nas famílias analisadas.  

A árvore filogenética utilizando o método de agrupamento de vizinhos (NJ), 

apresentou ramos com altos valores de bootstrap, garantindo confiabilidade. Ela demonstra 

que as amostras de T. limbativentris coletadas no Maranhão formam um único clado 

estatisticamente bem apoiada (99), confirmando os baixos valores de divergência genética 

(Figura 11).  
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Figura 11. Árvore de Neighbor-joining das sequências de COI de Tibraca limbativentris do 

estado Maranhão e Grupos Externos.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
*As letras representam as populações e os números são referentes à sua identificação na amostragem; 
ARA- Arari, CA- Caxias, NR- Nina Rodrigues, PE- Pedreiras, SMA- São Mateus, VI- Viana, ZDA- Zé Doca. 

  
 

O fato dos indivíduos estarem agrupados dessa forma sugere que eles podem ser 

similares por questões de adaptação no habitat, forma de forrageio, adaptação aos 

microclimas, adaptação a inseticidas, não preferência alimentar ou reprodutiva e a outros 

fatores. A árvore também leva a considerar que, possivelmente, ocorre o fluxo gênico entre os 

indivíduos dessas populações.  Coyne et al. (1982) afirma que a movimentação de genes pode 

fazer com que populações mesmo distantes se tornem geneticamente similares, 

consequentemente reduzindo as chances de especiação. Uma espécie vai evoluir em direções 

diferentes, se os indivíduos se tornarem reprodutivamente isolados ao longo do tempo 

 SMA 03

 SMA 07

 SMA 04

 SMA 02

 SMA 01

SMA

PE PE 15

PE PE 13

PE PE 04

CA CA 14

CA CA 13

CA CA 03

ARA ARA 10

ARA ARA 07

 ARA 04

ARA ARA 04

ARA ARA 03

SMA SMA 06

ARA ARA 02

NR NR 02

 VI 02

 VI 08n
VI

 ZDA4

 ZDA9
ZDA

ARA ARA 01

VI VI 10

ZDA ZDA 01

CA CA 09

 gi|1007711923|gb|KU601551.1| Acrosternum hilare voucher PHEL:TG_6.4 cytochrome oxidase subunit I (COI) gene, partial cds; mitochondrial

 gi|1007711921|gb|KU601550.1| Acrosternum hilare voucher PHEL:TG_6.3 cytochrome oxidase subunit I (COI) gene, partial cds; mitochondrial
Acrosternum

 JX548501.1 Piezodorus guildinii isolate F cytochrome oxidase subunit I gene, partial cds; mitochondrial

 JX548496.1 Piezodorus guildinii isolate A cytochrome oxidase subunit I gene, partial cds; mitochondrial
Piezodorus

Dichelops JQ218458.1 Dichelops melacanthus voucher Dm1b cytochrome oxidase subunit I (COI) gene, partial cds; mitochondrial

99

99

99

n 



48 

 

 

 

(PECHENIK, 2016). Quanto menor o fluxo gênico entre duas populações, maior a 

probabilidade de as duas populações evoluírem para duas espécies, o que não está ocorrendo 

entre as populações representadas pelos indivíduos de T. limbativentris que se encontram 

visivelmente similares, indicando migração e dispersão, por exemplo, que possuem caráter 

homogeneizante, limitando, impedindo ou retardando a diferenciação entre as populações 

(MELO, 2012). 

 A abordagem ecológica pode contribuir para entender esse padrão de distribuição 

exposto na árvore (Figura 11). De acordo com Tauber et al. (1986) e Kostal (2011), as 

populações de insetos variam no tempo e no espaço, sob a influência de fatores ecológicos, 

bióticos e abióticos. Fatores bióticos podem induzir processos como a dispersão em busca de 

alimento, enquanto que fatores abióticos podem induzir movimentos de migração regulados 

por variações dos elementos climáticos, em determinada época do ano, como a emigração 

para sítios de hibernação.  

Para as populações de Tibraca deste estudo, a migração e o fluxo gênico entre os 

indivíduos pode ser atribuída a vários fatores, tais como dispersão humana direta ou indireta 

(causada principalmente pelo sistema de cultivo adotado pelos agricultores, corte-e-queima, 

que estimula a migração dos insetos a cada safra para diferentes áreas de cultivo),  ciclo das 

cultivares, ausência de barreiras geográficas drásticas, áreas de coleta relativamente próximas, 

alta densidade de A. speciosa em todas as áreas de coleta, que é o principal refúgio do inseto 

para diapausa, etc. Características peculiares de cada área de coleta como clima, precipitação, 

solo, etc., parecem ter sido insignificantes no estabelecimento e adaptação dos indivíduos. 

Isso demonstra habilidades de sobrevivência do inseto a diferentes condições estabelecidas, 

adequação aos habitats e nichos ecológicos e manifestação de comportamentos afins e 

suplementares aos indivíduos já adaptados a cada um. Esse fato também leva a considerar que 

a espécie T. limbativentris pode ser facilmente adaptável a diferentes condições, tendo em 

vista sua ocorrência em diversos estados produtores de arroz presentes nas cinco regiões do 

país e em outros países da América do Sul. A distribuição espacial é um fator interessante 

para compreensão da dispersão dos insetos dentro das populações de espécies pois considera 

características ecológicas (BINNS et al., 2000) e poderia ser uma fonte de estudo interessante 

para compreender a forma com que se dá a diferenciação genética dentro e entre populações. 

A similaridade genética entre populações, influenciada pela troca de genes entre seus 

indivíduos, pode fomentar a resistência dos mesmos a inseticidas e compostos variados ou 
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ainda superar a resistência de variedades. Os insetos, em especial, possuem ciclo de vida 

relativamente curto e os diferentes sistemas adotados em produções agrícolas podem atuar 

seletivamente sobre as populações, gerando consequentemente diferenças no padrão genético 

e biológico dos indivíduos. Esse fato pode provocar muitos problemas, principalmente 

relacionados à resistência de pragas a inseticidas (CRUZ, 2002).  

De acordo com Moreira et al. (2012), a resistência é tida como fator de 

desenvolvimento de uma habilidade em uma linhagem de algum organismo para tolerar doses 

de um produto tóxico que é letal para a maioria dos indivíduos em uma população normal da 

mesma espécie. Para Li (2007), a resistência é um fenômeno estritamente genético, com 

mutações que afetam as proteínas alvos dos inseticidas e/ou o seu metabolismo. Nesses casos, 

a pressão de seleção (deposição constante de químicos) atua pontualmente no surgimento de 

indivíduos mais fortes e com características herdadas das espécies de insetos envolvidas 

(HEMINGWAY; RANSON, 2000). A genética evolutiva configura-se como uma ferramenta 

importante para retardar ou impedir a evolução da resistência por meio do manejo integrado 

criterioso combinando químicos e não-químicos, como a utilização de inimigos naturais e a 

implantação de variedades resistentes em agroecossistemas diversificados, pois quando o 

cultivo se generaliza, os insetos adquirem maior capacidade de atacá-los, superando sua 

resistência e impulsionando o desenvolvimento de novas linhagens (FUTUYMA, 2002).  

 

4.2 Análise demográfica 

Considerando os municípios de coleta como um único grupo, os testes de neutralidade 

de Tajima’s D (-43497), Fu e Li’s D*(-0,75603) e Fu e Li's F* (-0,76905) não foram 

significativos (p>10). Valores negativos de D sugerem expansão populacional ou seleção 

purificadora (TAJIMA, 1989). Na curva de distribuição (análise de mismatch distribution), a 

linha contínua (curva esperada) indica tamanho de população constante e a linha tracejada 

indica a curva observada. A análise (Raggedness statistic r: 0,0830  Ramos-Onsins and Rozas, 

R2 statistic: 0,1122) não se encaixou num modelo de tamanho constante (Figura 12). Todos 

esses elementos e os baixos valores de raggedness, indicam um modelo de expansão recente. 

A rede de haplótipo com formato de estrela (Figura 10), evidencia que a partir do haplótipo de 

alta frequência surgem haplótipos derivados com poucos passos mutacionais, reforçando 

também uma expansão populacional recente, que pode estar relacionada ao cultivo do arroz, 
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que filogeneticamente é um novo hospedeiro com o qual este inseto tem relações ecológicas 

recentes.  

 

Figura 12: Análise de mismatch distribution para sequências de COI de Tibraca limbativentris 

coletadas no estado do Maranhão. 
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5. CONCLUSÕES 

 

• Os dados de polimorfismo do gene COI para T. limbativentris coletados em 

áreas orizicolas em diferentes biomas do estado do Maranhão, apontam para 

uma homogeneidade genética entre os grupos e uma expansão populacional 

recente deste inseto-praga com a cultura do arroz;  

 

• Presume-se que o fluxo gênico esteja ocorrendo nas populações de T. 

limbativentris pelos baixos valores de divergência genética, arranjo filogenético 

e quantidade de haplótipos compartilhados; 

 

• A ausência de sequências de COI para espécies do gênero Tibraca dos biomas 

maranhenses e da região Neotropical registradas na plataforma do NCBI não 

permite determinar relações filogenéticas mais informativas para este táxon. 
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