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RESUMO

Taxonomia comparada, filogeografia e dinamica populacional de Dichelops furcatus
(Fabricius) e Dichelops melacanthus (Dallas) (Hemiptera: Heteroptera: Pentatomidae):

uma abordagem integrativa

Os percevejos barriga-verde (Dichelops spp.) (Hemiptera: Heteroptera:
Pentatomidae) sdo considerados pragas emergentes em diferentes plantas cultivadas
no Brasil. Dichelops furcatus (Fabricius) e Dichelops melacanthus (Dallas) séo
morfologicamente semelhantes, e os caracteres morfolégicos sdo extremamente
variaveis entre as espécies, trazendo em questdo a delimitacdo e padrdo de
distribuicdo geografico das mesmas. Baseado em ampla amostragem ao longo da
distribuicdo de Dichelops spp., 0s objetivos gerais deste estudo foram: 1) estudar a
diversidade morfoldgica de D. furcatus e D. melacanthus utilizando morfometria
linear e geométrica; 2) definir ferramentas para a identificacdo das espécies
reconhecidas a partir de dados morfologicos quantitivos; 3) a partir de ferramentas
moleculares, testar a delimitacdo das espécies, estudar a diversidade, estruturacao
genética, e o padrdo de distribuicdo geografico das populacdes de D. furcatus e D.
melacanthus no Brasil. Para isso, foram fotogradas as principais estruturas
diagnosticas da morfologia geral (cabeca, pronoto e escutelo) dos individuos das
populacbes estudadas e os dados de morfometria linear e geométrica analisados
estatisticamente. DNA de individuos das duas espécies de diferentes populacdes do
Brasil foi extraido, e dois genes mitocondriais (COIl e 16s) foram amplificados por
PCR e sequenciados. Resultados de morfometria geométrica mostraram grande
sobreposicdo na forma entre as espécies, tornando esse método ineficiente na
delimitacdo de D. furcatus e D. melacanthus. A morfometria linear foi eficiente em
delimitar D. furcatus e D. melacanthus. Os resultados de diversidade e estruturacéo
mostraram alta diversidade genética e alta estruturacdo genética entre as populacdes
de ambas as espécies, suportando a existéncia de duas linhagens de D. furcatus e
duas linhagens de D. melacanthus.

Palavras-chave: Dichelops spp.; Pragas emergentes, Morfometria; Filogeografia



ABSTRACT

Comparative taxonomy, phylogeography and population dynamics of Dichelops furcatus
and Dichelops melacanthus (Hemiptera: Heteroptera: Pentatomidae): an integrative

approach

The green-belly stink bugs Dichelops spp. (Hemiptera: Heteroptera:
Pentatomidae) are considered emergent pests in different cultivated plants in Brazil.
Dichelops furcatus (Fabricius) and Dichelops melacanthus (Dallas) are
morphologically similar, and the morphological characteristics are variable within
the species, sometimes overlapping between them, bringing into question the
species delimitation. Based on wide sampling throughout the whole distribution of
Dichelops spp., the goals of this study were: 1) to study the morphological diversity
of D. furcatus e D. melacanthus using both traditional and geometric
morphometrics, and 2) define tools for the species identification recognized from
quantitative morphological data; 3) to study the genetic diversity, population
structuring, and the geographical distribution pattern of D. furcatus and D.
melacanthus populations in Brazil using molecular data. For that, digital
photographs of the main morphological structures (head, pronotum and scutellum)
were taken and statistical analysis of traditional and geometric morphometrics were
made. DNA from individuals of both species from different populations of Brazil
was extracted, and two mitochondrial genes (COI and 16s) were amplified by PCR
and sequenced. Results from geometric morphometrics show that shape of
pronotum, head and scutellum were strongly overlapping between species, making
this method inefficient in separating D. furcatus from D. melacanthus. However,
traditional morphometrics was efficient in separating the species. Results showed
high genetic diversity and high genetic structuring between populations of both
species, supporting the existance of two lineages for D. furcatus and two lineages
for D. melacanthus.

Keywords: Dichelops spp.; Morphometrics; Emergent pests; Phylogeography.



1. INTRODUCAO

Os insetos representam o grupo mais abundante e diverso entre os animais, sendo varias
espécies consideradas pragas agricolas no mundo. Devido a facil adaptacdo em diferentes
ecossistemas e condicBes edafocliméticas, os insetos fitéfagos podem causar a redugdo de
produtividade das culturas agricolas, e no pior dos casos, resultar na perda total da colheita
(ZHANG et al., 2007).

No Brasil, o avanco da fronteira agricola para o cerrado e a crescente intensificacdo dos
sistemas de cultivo, especialmente a expansédo do plantio direto e da segunda safra de milho,
desencadearam o crescimento de populacdes de insetos anteriormente considerados pragas
secundarias (PANIZZI, 1997; SMANIOTTO; PANIZZI, 2015). Dentro desse contexto,
algumas espécies da familia Pentatomidae vém se destacando como importantes pragas em
diversos cultivos na regido Neotropical, devido ao aumento de sua ocorréncia e elevado
crescimento populacional (PANIZZI, 2015).

Dentro do complexo de pentatomideos-praga, o percevejo barriga-verde (Dichelops spp.) é
considerado praga-chave em cultivos de milho no Brasil (VALICENTE, 2015), sendo
frequentemente encontrado em soja e trigo, devido ao cultivo sucessivo dessas culturas ao longo
do ano (CHOCOROSQUI & PANIZZI, 2004). Este percevejo tornou-se uma praga importante
em lavouras de milho segunda safra, em funcdo dos danos significativos a cultura, sobretudo
no inicio do desenvolvimento vegetativo, reduzindo o vigor e a populacdo de plantas
(GASSEN, 1996; CHOCOROSQUI, 2001; CORREA-FERREIRA et al., 2017).

As duas principais espécies de percevejo barriga-verde que causam danos econdmicos sao
Dichelops furcatus (Fabricius, 1775) e Dichelops melacanthus (Dallas, 1851) (PANIZZI et al.,
2000). Segundo Grazia (1978), a distribuicdo geografica estimada para D. melacanthus
compreende 13 estados brasileiros situados nas cinco diferentes regides do pais, enquanto que
para D. furcatus a distribuicdo € mais restrita as areas subtropicais, como a regido Sul do Brasil.

As espécies D. melacanthus e D. furcatus sdo morfologicamente semelhantes, ambas
possuindo a parte dorsal do corpo marrom, e a ventral verde quando vivos e em época
reprodutiva (GRAZIA, 1978; PANIZZI et al., 2015). As principais caracteristicas morfologicas
das espécies de Dichelops sdo cabega com jugas agudas, angulos umerais na forma de espinhos,
tamanho do inseto variando de 9 a 12 mm (GRAZIA, 1978), rostro alcancando as coxas
posteriores, e margens antero-laterais do pronoto serrilhadas. Adultos de D. furcatus sdo

maiores comparados aos adultos de D. melacanthus, porém as diferencas mais marcantes para
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o reconhecimento das espécies encontram-se nas genitalias de machos e fémeas (GRAZIA,
1978).

No entanto, a correta identificacdo das espécies e definicdo atual de sua distribuicdo
geografica a partir de caracteres morfoldgicos ainda é dificil, principalmente em funcéo da
grande variabildade encontrada nas caracteristicas diagndsticas. Com a expansdo recente da
fronteira agricola para o cerrado e considerando o hébito polifago de Dichelops spp., pode-se
ter ocorrido a disperséo de populacdes para regiGes onde anteriormente ndo eram encontradas.
Em alguns casos, como nos percevejos barriga-verde Dichelops spp., problemas de
identificacdo e até mesmo a delimitacdo das espécies ainda sdo questdes em aberto.

Considerando que métodos morfoldgicos podem ser de dificil interpretagdo em muitos
casos, a taxonomia integrativa prop6e abordagens e uso de informacGes de diferentes areas do
conhecimento, como morfologia, marcadores moleculares, genética de populacdes,
filogeografia e filogenética para resolucdo de problemas taxonémicos (SCHLICK-STEINER et
al., 2010). A taxonomia integrativa €, portanto, uma ferramenta de grande importancia no
estudo de caracterizacdo e delimitacdo de D. furcatus e D. melacanthus.

Este trabalho representa a primeira abordagem integrativa para problemas taxonémicos
envolvendo espécies pragas de Pentatomidae. Além da importancia econémica e do impacto
direto que os resultados obtidos terdo nas cadeias produtivas a que Dichelops spp. estdo
associadas, estas espécies apresentam grande potencial para estudos futuros sobre aspectos da
histdria de vida dos pentatomideos em geral. Estudos recentes tém ressaltado a importancia
desse tipo de abordagem para compreensdo da dindmica da condi¢do de praga desses insetos e
na consequente escolha de estratégias de controle e manejo (i.e. CESARI et al., 2017; SOARES
etal., 2018).

Os objetivos deste trabalho incluiram (a) estudar a diversidade morfoldgica de Dichelops
spp. associadas a plantas cultivadas no Brasil, (b) testar a identificacdo das espécies com base
na variacdo do tamanho e forma de partes do corpo (cabeca, escutelo e pronoto), utilizando
métodos de morfometria linear (tradicional) e morfometria geométrica, testando a hipotese de
existir sobreposi¢éo na variacdo observada intraespecificamente; e (c) a partir de ferramentas
moleculares e filogeogréaficas, investigar a demografia, a diversidade genética atual e
estabelecer, de forma comparada, o padrdo de distribuicdo geografico das duas espécies, bem

como a estrutura espacial e genética das populacdes de D. melacanthus e D. furcatus no Brasil.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. A familia Pentatomidae

Membro da superfamilia Pentatomoidea, a familia Pentatomidae é uma das maiores dentro
da subordem Heteroptera, com quase 5.000 espécies descritas em 900 géneros (GRAZIA &
SCHWERTNER, 2017; RIDER et al., 2018). Com 10 subfamilias reconhecidas, maioria de
habito fitdfago, varias espécies sdo consideradas pragas agricolas (PANIZZI, 2015; RIDER et
al., 2018). As espécies da subfamilia Asopinae possuem habito predador, caracteristica que
surgiu secundariamente dentro da familia (GRAZIA & SCHWERTNER, 2017).

As principais caracteristicas dos pentatomideos sdo antenas com cinco segmentos, escutelo
grande e triangular ndo atingindo o apice do abdémen e tibia, com pouco ou nenhum espinho,
e corpo normalmente medindo mais que 7 mm (PANIZZI et al., 2012). Estes insetos apresentam
cinco ecdises até a fase adulta, totalizando cinco estadios ninfais, ndo se dispersando tanto do
local de oviposicdo, ou seja, cobrindo distancias relativamente curtas (COSTA LIMA, 1940).
Ninfas tardias e adultos iniciam a dispersdo mesmo antes que a planta hospedeira atinja o
estadio de maturacdo, dispersando para outros hospedeiros, sejam estes plantas cultivadas ou
invasoras (CORREA-FERREIRA et al., 1999). Essa alternancia de hospedeiras permite a
sobrevivéncia do inseto no campo até o inicio de outro ciclo agricola. Os percevejos
pentatomideos se alimentam de estruturas de plantas de diversas familias, incluindo algumas
de importancia econdmica como Brassicaceae, Fabaceae, Euphorbiaceae, Solanaceae e
Poaceae, nas quais também podem completar seu ciclo de vida (SMANIOTTO & PANIZZI,
2015).

Mais de 100 espécies de percevejos pertencentes a familia Pentatomidae sdo considerados
pragas em plantas cultivadas pelo mundo (GRAZIA & SCHWERTNER, 2017). Recentemente
tém crescido em importancia dessas espécies devido ao potencial invasor (PANIZZI, 2015;
McPHERSON 2018). Dentre elas, na regido Neotropical, as espécies Euschistus heros
(Fabricius), Nezara viridula (Linnaeus), Edessa meditabunda (Fabricius), Piezodorus guildinii
(Westwood), Dichelops furcatus (Fabricius), Dichelops melacanthus (Dallas) e Thyanta
perditor (Fabricius) ocorrem em diferentes plantas hospedeiras e em diferentes epocas do ano
(PANIZZI et al., 2000; SMANIOTTO & PANIZZI, 2015).

2.2. Dichelops furcatus
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O pentatomideo Dichelops furcatus (Fabricius, 1775) possui o corpo pontuado de castanho
ou negro, antenas e pernas da mesma cor do corpo, sendo que alguns apresentam reflexo
vermelho-ferrugineo nos trés primeiros articulos das anternas, na parte posterior do pronoto, e
no hemielitro (GRAZIA, 1978). Conhecido como percevejo barriga-verde, D. furcatus ocorre
no Brasil mais restrito as areas subtropicais, na maioria das vezes, em regides com temperaturas
mais baixas, onde a temperatura anual varia de 14 a 22°, nos estados do Rio Grande do Sul,
Santa Catarina, Parana e Sao Paulo (GRAZIA, 1978; PANIZZI, 2015). Também ¢é registrado
na Argentina, Paraguai e Uruguai. Nos dias atuais, a praga é considerada de importancia
econdmica para culturas de inverno como trigo e aveia no sul do Brasil (PEREIRA et al., 2010),
sendo também relatada em cultivos de soja em fim de ciclo e milho em estadios vegetativos
iniciais (LINK & GRAZIA, 1987).

Além de atacar culturas de importancia econémica, D. furcatus foi relatado utilizando
outras espécies de plantas como hospedeiras, incluindo Canola (Brassica napus L.), Couve
(Brassica oleracea L.), Rabanete (Raphanus sativus L.), e Girassol (Helianthus annuus L.)
(FROTA & SANTOS, 2007; SMANIOTTO & PANIZZI, 2015).

2.3. Dichelops melacanthus

O pentatomideo Dichelops melacanthus (Dallas, 1851), também conhecido como
percevejo barriga-verde, ocorre em diversos paises da regido Neotropical, incluindo Argentina,
Brasil, Bolivia, Paraguai, Peru, Uruguai, e Venezuela (GRAZIA, 1978; SMANIOTTO, 2015).
Segundo Grazia (1978), a espécie esta distribuida abundantemente em 13 estados do Brasil,
incluindo Amap4, Alagoas, Maranhdo, Ceara, Tocantins, Rio Grande do Norte, Minas Gerais,
S&o Paulo, Parana, Rio Grande do Sul, Goiés, Mato Grosso e Mato Grosso do Sul.

A ocorréncia de D. melacanthus foi relatada pela primeira vez em lavouras no Brasil em
1993, em plantulas de milho no estado do Mato Grosso do Sul, causando murchamento devido
ao ataque proximo ao colo da planta (AVILA; PANIZZI, 1995; CHOCOROSQUI, 2001).
Ainda segundo estes autores, no mesmo ano constatou-se o ataque de Dichelops spp. também
em plantulas de milho no estado do Parana.

Segundo Panizzi (2015), as populac¢Bes de D. melacanthus tém crescido drasticamente em
cultivos de soja, milho e trigo no Brasil e Argentina, especialmente apos a adocao do sistema
de cultivo em plantio direto e multiplos cultivos ao longo do ano, concentrando-se em areas

agricolas com temperaturas mais elevadas, com temperatura anual variando de 20 a 24° C. Além
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do ambiente com temperaturas favoraveis, 0s percevejos encontram nos restos da cultura
anteriormente plantada, sementes secas e vagens que servem como fonte de alimento,
contribuindo para a sobrevivéncia dessa praga no ambiente (CHOCOROSQUI; PANIZZI,
2004).

De acordo com Smaniotto & Panizzi (2015), D. melacanthus pode também sobreviver
e reproduzir em hospedeiros alternativos entre safras, sendo registrado em plantas de
Trapoeraba (Commelina benghalensis L.), Crotalaria (Crotalaria lanceolata E. Mey.) e

Anileira (Indigofera hirsuta L.), dentre outras nas quais € registrada a incidéncia do inseto.

2.4. Taxonomia de D. furcatus e D. melacanthus

Os percevejos do género Dichelops apresentam cabeca com jugas agudas, angulos
umerais na forma de espinhos, podendo ser longos ou arredondados, tamanho do inseto
variando de 9 a 12 mm, rostro alcangando as coxas posteriores, margens antero-laterais do
pronoto serrilhadas e abdéme de coloracdo verde predominante (GRAZIA, 1978). Os ovos de
Dichelops spp. possuem coloracgdo verde clara, dispostos em grupos de variados tamanhos, e as
ninfas apresentam coloracdo marrom acinzentada (CHOCOROSQUI, 2001).

As duas especies encontradas em lavouras no Brasil D. furcatus apresenta grande
semelhanca morfoldgica com D. melacanthus, sendo separados por caracteres morfoldgicos
qualitativos que incluem tamanho do inseto adulto e caracteristicas de estruturas como cabeca,
escutelo, pronoto e hemiélitro, além da morfologia das genitalias (GRAZIA, 1978). No entanto,
as caracteristicas somaticas sdo polimorficas e apresentam grande sobreposicdo entre as
populacdes das duas espécies. Ja as caracteristicas de genitalia, principalmente da capsula
genital dos machos (= pigéforo), sdo consideradas cruciais para a correta identificacdo das
espécies.

Segundo Grazia (1978), uma das maneiras de reconhecer as duas espécies é pelo
tamanho do individuo adulto, sendo que o de D. furcatus é maior que o de D. melacanthus, algo
que nunca foi testado levando em consideracao diferentes populagGes dessas espécies. Por sua
vez, o pigoforo de D. melacanthus possui a regido média da margem ventral bisinuada, e 0
processo do diafragma em forma de aba denteada. Ja o pigéforo de D. furcatus possui a margem
ventral retilinea em toda sua extensdo ou apenas levemente sinuada no meio, e processo do
diafragma em forma de tubérculo situado no fundo da camara genital, muitas vezes encobertos

pelos parameros. Em individuos fémeas, os seguintes caracteres sdo utilizados para discriminar
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as espécies: para D. melacanthus, os laterotergitos 8 sdo sub-agudos ou agudos na extremidade,
enquanto que para D. furcatus séo agudos ou agucados na extremidade. Os gonocoxitos 8 sao
menos inflados que em D. furcatus, no qual dobram-se em direcdo dorsal formando um arco se
observado em vista lateral (GRAZIA, 1978).

2.5. Danos e importancia econdmica do percevejo barriga-verde (Dichelops spp.)

O impacto econémico dos percevejos barriga-verde (Dichelops spp.) ocorre com mais
frequéncia e importancia nos sistemas de cultivo soja-milho, sendo também frequente em
cultivos de cereais no Sul do Brasil, como trigo, aveia-preta, triticale e sorgo (CORREA-
FERREIRA et al., 2017). Os danos ocorrem tanto por ninfas, como por individuos adultos, que
se alimentam inserindo seus estiletes nos diferentes tecidos das plantas, ocasionando perda de
fluidos, injecdo de enzimas digestivas que danificam os tecidos, deformacgdo de estruturas
reprodutivas, e predisposicdo a colonizacdo de organismos patogénicos e decompositores
(SMANIOTTO & PANIZZI, 2015). Além do ambiente com alimentacdo em abundancia e
temperaturas favoraveis dos agroecosistemas, em sistemas de plantio direto, esses percevejos
encontram nos restos da cultura da soja, colhida anteriormente a semeadura do milho, sementes
secas e vagens que servem como fonte de alimento, bem como outras plantas hospedeiras que
oferecem recursos alimentares e servem como ponte-verde no periodo de entressafra,
contribuindo para a sobrevivéncia dessas pragas no ambiente (SMANIOTTO & PANIZZI,
2015).

No milho, as injurias do percevejo barriga-verde sdo decorrentes da penetracdo dos
estiletes e da suc¢do de seiva da base do colmo das plantas jovens, que, associadas a injecdo de
secrecdo salivares toxicas, causam deformacgdes e morte dos tecidos vegetais (PANIZZI et al,
2009). Esse problema ocorre na fase inicial e até no méximo vinte e cinco dias apos a
germinacdo, momento no qual a planta apresenta crescimento reduzido, pontuacgdes e faixas
cloréticas que podem evoluir e prejudicar a abertura normal das folhas, que podem ficar com
aspecto “encharutado”, ou ainda ocasionar a morte do cartucho central da planta. Em casos mais
extremos pode ocorrer a producéo de perfilhos improdutivos e até a morte de plantas (AVILA,;
PANIZZI, 1995). O milho € mais suscetivel aos danos causados por percevejos nos primeiros
dias apds a emergéncia das plantas, provavelmente por ser nesta fase que se define o potencial
produtivo da cultura (FANCELLI; DOURADO NETO, 2000).
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Apesar dos percevejos barriga-verde estarem presentes nas lavouras de soja desde a fase
cotiledonar, podem ndo causar danos a esta planta. No entanto, € observado crescimento
acentuado das populagdes no final do ciclo da cultura, préximo ao periodo de maturacéo das
plantas (CORREA-FERREIRA etal., 2017), sendo necessaria atencio em sistemas de producao
soja-milho, nos quais apo6s a colheita da soja ocorre a semeadura do milho, hospedeiro
preferencial da praga.

2.6. Caracterizagdao morfoldgica e uso de métodos morfométricos

Estudos morfol6gicos e morfométricos desempenham papel importante no estudo dos
insetos, sendo primordiais para estudos taxonémicos, descricdo de novas espécies e estagios
imaturos (por ex. GRAZIA & FREY-DA-SILVA, 2001; BERNARDES et al., 2006),
informacdes que também podem ser utilizadas em chaves de identificagdo (ANDRADE, 2014).
Por sua vez, a morfometria auxilia em estudos de distin¢do entre espécies, estudos comparativos
de morfologia dos insetos (LEMOS et al., 2005), na distin¢cdo de caracteres ligados ao
dimorfismo sexual e na influéncia de aspectos ligados a sazonalidade sobre a morfologia das
espécies (CARLESSI et al., 1999; FERREIRA et al., 2006).

Além disso, a morfometria geométrica combina as informacbes de forma dos
organismos, e quando associadas a dados de biologia molecular, seja em filogenias moleculares,
analises baseadas em genealogias a partir de informac6es de marcadores moleculares, efeitos
de hibridizagéo na assimetria dos organismos (KLINGENBERG et al., 2001; KLINGENBERG
et al., 2010; KLINGENBERG, 2011), permitem quantificar as varia¢fes entre os individuos,
trazendo inferéncias relevantes no estudo de individuos e popula¢fes (KLINGENBERG et al.,
2002).

2.7. Marcadores mitocondriais

Os insetos sdo a forma de vida mais abundante na terra e devido ao elevado namero de
especies existentes, a taxonomia e classificacdo a partir de dados morfolédgicos torna-se uma
tarefa altamente dependente de especialistas e recursos (JALALI et al., 2015). Neste contexto,
a disponibilidade das ferramentas moleculares levaram ao uso crescente destas na identificacao
de espécies pelo mundo, especialmente as de dificil reconhecimento morfolgico (CORREA et
al., 2013).
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O uso de ferramentas moleculares baseadas no genoma mitocondrial, que vem sendo
altamente empregado em estudos de identificacdo de espécies, permite ndo s6 a caracterizacao
genetica das populacdes, mas também avaliar a conformidade das caracteristicas que
tradicionalmente séo utilizadas para identificar as espécies. O DNA mitocondrial é sugerido
como marcador em estudos envolvendo animais devido a falta de recombinacdo e a
neutralidade, sendo capaz de refletir a histdria e ancestralidade das espécies (HICKERSON et
al., 2010). Em animais, 0 gene citocromo c oxidase subunidade I, de heranca mitocondrial, é
conhecido como sendo variavel dentro dos genomas e seu uso € sugerido para identificacdo
molecular destes organismos (SIMON et al., 1994), além de servir como um auxilio préatico e
agil na identificacdo de espécies cripticas ou irmas, formas imaturas dos insetos, sendo (util

também na identificacdo de novas espécies (HERBERT et al., 2003).

2.8. Filogeografia, demografia e estrutura populacional

O termo filogeografia abrange a andlise filogenética de dados de um determinado
organismo no contexto da distribuicdo geografica, além de ser uma ferramenta Gtil para testar
hip6teses quanto a relagdo entre fenémenos geograficos, distribuicdo de espécies e mecanismos
de especiacdo (AVISE et al., 1987; HICKERSON et al., 2010).

A andlise de dados mitocondriais a nivel de espécie é fundamental para estudos em
filogeografia, uma vez que a partir de fragmentos de um gene mitocondrial, é possivel conhecer
a origem e ocorréncia das espécies, parametros de historia de vida, bem como relagdes de
ancestralidade entre populacBes ou individuos (EMERSON et al., 2011). A partir do
conhecimento das linhagens geogréaficas e localizacdo geografica de uma determinada espécie,
torna-se possivel entender os fatores que interferem na sua distribuicdo (HICKERSON et al.,
2010). Além disso, a demografia populacional, que engloba aspectos de diversidade e fluxo
génico, permite inferir se as populacfes estudadas estdo em expansao, ou seja, com alta taxa de
polimorfismos de baixa frequéncia, ou em retragdo, com baixa taxa de polimorfismos (AVISE
et al., 2000).

Em estudos de genética de populagdes, o uso do genoma mitocondrial é adequado
devido ao alto grau de polimorfismo existente entre as sequéncias, e rapida evolucao, sendo
Uteis nos estudos de variabilidade intraespecifica (RAMALHO et al., 2012).
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3. MORFOMETRIA COMPARADA DE Dichelops spp. (HEMIPTERA:
HETEROPTERA: PENTATOMIDAE)

RESUMO

A classificacdo e identificacdo dos dos insetos € geralmente baseada em
caracteres morfologicos. Atualmente, métodos morfometricos tém sido
amplamente utilizados com sucesso na comparacdo e delimitacdo de espécies para
variados grupos de insetos. Os percevejos Dichelops furcatus e Dichelops
melacanthus sdo morfologicamente semelhantes, as principais diferencas utilizadas
no reconhecimento das espécies encontram-se nas genitalias de machos e fémeas,
tornando a correta identificacdo dos adultos ainda dificil para ndo especialistas.
Devido a condicdo de praga de D. furcatus e D. melacanthus, ocorréncia simpatrica
e elevado crescimento populacional em cultivos agricolas no Brasil, 0 nimero de
estudos sobre essas espécies tém crescido nos Gltimos anos. E observada grande
variacdo na morfologia dessas espécies, trazendo em questao a correta identificacdo
das mesmas. Neste trabalho, propomos uma abordagem integrativa utilizando
morfometria linear e geométrica a fim de testar a delimitag&o entre D. furcatus e D.
melacanthus. Foram utilizadas fotografias de alta resolucdo das cabecas, escutelos
e pronotos de individuos de populacdes das duas espécies. Foram feitas analises
estatisticas a partir da forma (morfometria geométrica) e de medidas lineares
(morfometria linear) das estruturas cabeca, escutelo e pronoto. Os resultados de
morfometria geométrica mostraram que as formas da cabeca, escutelo e pronoto se
sobrepBem entre as espécies, sendo este método ineficiente na identificacdo das
mesmas. Ja a morfometria linear mostrou-se eficiente em delimitar as espécies a
partir da analise multivariada discriminante. Os pardmetros comprimento do
escutelo, largura maxima do pronoto e comprimento abdominal sdo considerados
como variaveis determinantes na separacdo entre D. furcatus e D. melacanthus.

Palavras-chave: Morfometria; Dichelops spp.; Taxonomia; Pentatomidae

ABSTRACT

Insect classification and identification is usually based on morphological
characters. Currently, morphometric methods have been widely used to compare and
delimitate species for several groups of insects. The green-belly stink bugs Dichelops
furcatus and Dichelops melacanthus are morphologically similar, and the differences
used for its recognition are found in male and female genitalia, making adults’
identification still hard for non-specialists. Due to D. furcatus and D. melacanthus
pest status, sympatric occurrence and high population growth in agricultural crops in
Brazil, the number of studies on these species has been increasing in the last few
years. A great variation in the morphology of these species is observed, bringing into
question the species delimitation. In this work, we propose an integrative approach,
using traditional and geometric morphometrics in order to test the delimitation
between D. furcatus and D. melacanthus. High resolution photographs of the heads,
scutellum and pronotum of individuals from populations of both species were used.
Statistical analysis was performed using shape analysis (geometric morphometrics),
and using linear measurements of the head, scutellum and pronotum structures
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(traditional morphometrics). The results of geometric morphometrics showed that
head, scutellum and pronotum shapes strongly overlap among species, making this
method inefficient in their identification. Traditional morphometrics was efficient in
delimiting the species using discriminant multivariate analysis. The parameters
scutellum length, maximum width of the pronotum and abdominal length are
considered determinant variables in separating D. furcatus and D. melacanthus.

Keywords: Morphometrics; Dichelops spp.; Taxonomy; Pentatomidae

3.1. INTRODUGAO

A classificacdo e identificacdo dos insetos € tradicionalmente baseada em descricdes
morfoldgicas. Métodos morfométricos tém se mostrado cada vez mais comuns e eficientes na
delimitacdo de espécies morfologicamente semelhantes e de dificil reconhecimento, assim
como na descricdo de novas espécies para diferentes grupos de insetos (MUTANEN &
PRETORIUS, 2007; FERNANDEZ-ALDEA et al., 2014; MARINHO et al., 2017; DE-LA-
MORA et al., 2018; AVENDANO et al., 2018).

Os percevejos do género Dichelops spp. sdo morfologicamente semelhantes, reconhecidos
por possuirem cabeca com jugas agudas, angulos umerais na forma de espinhos, tamanho do
inseto variando de 9 a 12 mm, rostro alcangando as coxas posteriores, e margens antero-laterais
do pronoto serrilhadas (GRAZIA, 1978). Porém, as diferencas mais marcantes para o
reconhecimento das espécies encontram-se nas genitalias de machos e fémeas, acessiveis no
caso dos machos apenas com a dissecacdo dos individuos. Nas fémeas, as diferencas apontadas
nas placas genitais das fémeas s&o bastante sutis e varidveis. Assim, a correta identificacdo dos
adultos ainda é dificil para ndo-especialistas.

Em individuos machos, o pigéforo de D. melacanthus possui a regido média da margem
ventral bisinuada (Figura 1a, 1c) e o processo do diafragma em forma de aba denteada (Figura
le). Ja o pigoforo de D. furcatus possui a margem ventral retilinea em toda sua extenséo (Figura
1b, 1d) ou apenas levemente sinuada no meio e processo do diafragma em forma de tubérculo
(Figura 1f), situado no fundo da taca genital, muitas vezes encobertos pelos pardmeros
(GRAZIA, 1978). Em individuos fémeas (Figura 2), 0s seguintes caracteres sdo utilizados para
discriminar as espécies: em D. melacanthus, os laterotergitos 8 sdo sub-agudos ou agudos na
extremidade, em D. furcatus sdo agudos ou agucados na extremidade. Os gonocoxitos 8 sdo
menos inflados que em D. furcatus, no qual dobram-se em dire¢do dorsal formando um arco se
observado em vista lateral (GRAZIA, 1978).



Figura 1. Cépsula genital dos machos de Dichelops furcatus (a, ¢, €) e D. melacanthus (b, d, f). a,b —
vista dorsal; c,d — vista ventral da regido apical; e,f — colagem da vista posterior (bv = bordo ventral;
pdd = processo do diafragma em carena denteada; pde = processo do diafragma em espinho).



Figura 2. Placas genitais das fémeas, Dichelops furcatus (a,c) e D. melacanthus (b, d), demonstrando a
variacdo no desenvolvimento dos la8 e a9 (legenda: gc8 = gonocoxitos 8; 1a8 = laterotergitos 8; 1a9 =
laterotergitos 9).

Atualmente, um maior numero de estudos de D. furcatus e D. melacanthus vém sendo
publicados devido a condicdo de praga, ocorréncia simpatrica e grande crescimento
populacional em cultivos agricolas de algumas regides no Brasil (SMANIOTTO & PANIZZI,
2015). Boletins técnicos e informacbes provenientes de monitoramento de percevejos em
diferentes regides do pais sugerem a identificacdo das espécies por caracteres ligados a cor e
forma do espinho do pronoto, e cor do corpo (CORREA-FERREIRA et al., 2017). Porém, tais
caracteristicas, avaliadas de forma qualitativas, sdo extremamente variaveis dentro das especies.
GRAZIA (1978) indicou que individuos de Dichelops furcatus s&o maiores quando comparados
a Dichelops melacanthus, porém esta informacdo nunca foi testada de forma quantitativa
levando em consideracdo diferentes populagdes dessas espécies. Outros trabalhos sugerem a
identificacdo das espécies baseando-se em levantamentos de ocorréncia em lavouras de soja,
sendo D. furcatus apontado como predominante nos estados do Rio Grande do Sul e Santa
Catarina, e D. melacanthus como predominante a na metade norte do Estado do Parana e demais
regides do Brasil (GRAZIA, 1978; PANIZZI, 2015).

Dados recententes utilzando os marcadores COIl e 16s suportam que D. furcatus e D.
melacathus representam duas espécies distintas (Moraes, dados ndo publicados; Capitulo 2

desta dissertacdo). No entanto, observando individuos adultos de diferentes populaces ao
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longo de toda a distribuicdo das duas espécies, é possivel perceber que os caracteres
morfologicos utilizados para identificacdo sdo extremamente variaveis e em muitos casos por
vezes se sobrepBe. Além disso, foi registrada recentemente na literatura a ocorréncia de D.
furcatus mais ao norte do Brasil (MAGGIO, 2017), o que sugere uma recente expansao da
espécie onde anteriormente ndo era relatada.

Considerando a dificuldade na identificacdo entre D. furcatus e D. melacanthus e o recente
aumento na incidéncia dessas espécies como pragas primarias em cultivos de soja, milho e
outros cereais nas diferentes regies do Brasil, propomos uma abordagem que integra métodos
de morfometria linear e geométrica para auxiliar na identificacdo das duas espécies. O objetivo
principal deste trabalho foi estudar a diversidade morfolédgica de Dichelops spp. associadas a
plantas cultivadas no Brasil e testar métodos quantitativos, simples e mais eficiente possivel,
para identificacdo das espécies. Utilizando morfometria linear e morfometria geométrica, 0s
objetivos especificos incluiram: (a) testar a identificacdo das espécies com base na variacdo do
tamanho e forma de diferentes estruturas do corpo (cabeca, escutelo e pronoto), (b) testar a
hipdtese de sobreposicdo na variacdo morfoldgica observada intraespecificamente. Para isso,

foram utilizados individuos provenientes de diferentes populac6es coletadas no Brasil.

3.2. MATERIAL E METODOS
3.2.1. Amostragem de individuos

Foram estudados 138 individuos de Dichelops spp. coletados em lavouras de 16 diferentes
localidades no Brasil (38 individuos de D. furcatus e 100 individuos de D. melacanthus). As
espécies foram identificadas a partir de caracteres morfoldgicos descritos por Grazia (1978), e
confirmados por identificacdo molecular, como parte do capitulo 2 deste trabalho.

Os individuos de cada populagdo foram individualizados e armazenados em tubos
Eppendorf de 1,5mL em etanol 99% logo que coletados em campo, posteriormente
armazenados em freezer a -20 °C para que fossem mantidas a qualidade e integridade do DNA
dos individuos, alem de evitar contaminagdes. As populac6es foram etiquetadas de acordo com
0 hospedeiro, local, data e coordenadas geograficas da respectiva coleta. Um mapa de
distribuicdo para cada espécie foi construido utilizando o software Quantum Gis 2.18 (QGIS

Development Team) (Figura 3).



28

Figura 3. Mapa de distribuicdo das populacdes de (a) D. furcatus e (b) D. melacanthus coletados no
Brasil e Coldmbia.

3.2.2. Obtencdo dos dados morfométricos

Para testar a delimitacdo das espécies através de caracteres morfoldgicos, foram
extraidas e montadas em triangulo, as cabecas e os pronotos dos 138 individuos adultos
estudados. As demais estruturas (mesotérax, metatérax e abdomen) de cada individuo foram
mantidas juntas e montadas em tridngulo, de forma que o escutelo e o abdomen fossem
visualizados em vista dorsal. Apos fotogradas, o conjunto dessas estruturas foram mantidas para
0 alcool 99% para estudos que envolvem extracdo do DNA.

Cada estrutura morfolégica foi posicionada paralelamente ao plano focal. Foram feitas
imagens com focos subsequentes, automaticamente compiladas, gerando uma fotografia de alta
resolucdo de cada estrutura. Todas as fotografias foram feitas utilizando camera digital Leica
DFC450 acoplada a estereomicroscopio Leica M205C e software LAS V4.5, disponiveis no
Instituto Nacional de Ciéncia e Tecnologia (INCT), no Departamento de Entomologia e
Acarologia da USP/ESALQ.

As estruturas morfologicas de cada individuo foram medidas utilizando métodos de
morfometria tradicional (linear) e geometrica (landmarks) a partir das fotografias
(FERNANDEZ-ALDEA et al., 2014, AVENDANO et al., 2018).

Os seguintes parametros foram utilizados para as analises de morfometria tradicional
(linear): largura do escutelo (LE), comprimento do escutelo (CE), comprimento do
abdome(CAB), largura maxima do pronoto (LMP), comprimento do pronoto (CP), largura na
base do pronoto (LBP), comprimento maximo do pronoto (CMP), largura da cabeca (LC),

distancia interocular (DI), comprimento das jugas adiante dos olhos (CJAO), comprimento das
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jugas aos ocelos (CCoce) e comprimento total (CCoce+CP+CAB) (CT). Todas as medidas

estdo expressas em milimetros (Figura 4).

Figura 4. Medidas lineares para (A) cabeca, (B) escutelo e (C) pronoto de D. furcatus e D.
melacanthus.

Para as andlises de morfometria geomeétrica, que utiliza estatistica para avaliar a variagédo
nas formas dos invividuos, foram digitalizados marcos anatdmicos homologos (landmarks)
(Figura 5) para cada estrutura estudada, utilizando os softwares tpsUtil64 (ROHLF, 2017A) e
tpsDig2 (ROHLF, 2017B).
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Figura 5. Posicdo dos landmarks digitalizados para (A) cabeca, (B) escutelo e (C) pronoto.

3.2.3. Analises estatisticas

Para as analises estatisticas da morfometria linear, individuos com dados de medidas
incompletos foram removidos das andlises, de forma que os dados finais incluiram 31
individuos de Dichelops furcatus (9 15; & 16) e 84 individuos de Dichelops melacanthus (%
40; & 44). Todos os dados foram log-transformados a fim de se adequarem a normalidade,
sendo também um pressuposto estatistico para analise multivariada. Dimorfismo
interespecifico, intraespecifico, e sexual foram testados por analise de variancia multifatorial
(ANOVA multifatorial). Para identificar os parametros mais adequados para distinguir
espécies, foi utilizada analise discriminante com variaveis candnicas (DFA) (STATSOFT,
2013). Todos os testes foram realizados utilizando o = 0,05 no software STATISTICA 8
(STATSOFT, 2013).

Para as analises de morfometria geométrica, um arquivo TPS contendo todas as imagens de
cada estrutura (31 individuos de Dichelops furcatus e 87 individuos de Dichelops melacanthus)
foi criado utilizando o software tpsUtil (ROHLF, 2017B) e os landmarks foram digitalizados

utilizando o software tpsDig2 (ROHLF 2017A). Todos os marcos anatdmicos (landmarks)
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foram transformados em coordenadas cartesianas (X, y), e as distancias correspondentes as
escalas de cada fotografia inseridas no mesmo arquivo.

As configuragdes de marcos anatdmicos foram alinhadas utilizando o método da
sobreposicdo de Procrustes, que elimina efeitos de transposicdo, rotacdo e escala, restando
apenas diferencas de forma entre os marcos anatémicos analisados. Este ajuste dd menos peso
para observacdes que estdo distantes da forma média, fazendo com que a anélise seja mais
robusta contra a influéncia de ‘outliers’ (KLINGENBERG, 2011). Além disso, este método
remove toda a informacdo nédo relacionada a forma e inclui todos os pontos em um mesmo
sistema de coordenadas. Diferencas entre as populacdes e espécies foram testadas utilizando
ANOVA de Procrustes, e a andlise discriminante de grupos multiplos (DFA) foi aplicada no
resultado do componente simétrico para examinar o grau de separacao entre as espécies para
cada estrutura, bem como andlise de componente principal (PCA). Todas as andlises
geométricas foram feitas utilizando software MorphoJ (KLINGENBERG, 2011).

3.1. RESULTADOS
3.1.1. Morfometria linear

As medidas lineares resultantes de D. furcatus e D. melacanthus estdo resumidas na Tabela
1. A diferenca das médias de todos os parametros ndo foram significativas para interacao
espécie-sexo (ANOVA multifatorial, F=1,11; P=0,360) e entre sexos (ANOVA multifatoriall,
F= 1,24; P= 0,268), mas foram significativas entre as espécies (ANOVA multifatorial, F=
20,15; P<0,005).
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Tabela 1. Medidas lineares de D. furcatus e D. melacanthus. LE, Largura do escutelo; CE,
Comprimento do escutelo; CAB, Comprimento do abdome; LMP, Largura maxima do pronoto; CP,
comprimento do pronoto; LBP, Largura na base do pronoto; CMP, Comprimento maximo do pronoto;
LC, Largura da cabeca; DI, Disténcia interocular; CJAO, Comprimento das jugas adianta dos olhos;
CCoce, Comprimento das jugas aos ocelos; e CT, Comprimento total (em mm).

D. furcatus (n=31)

Fémeas (n=15) Machos (n=16) Total (n=31)
Medida Média SD Min. Mé&x. Média SD Min. Méx. Meédia SD Min. Max.
LE 38 0,18 346 415 3775 0,13 3,52 4 377 016 346 4,15
CE 387 0,19 354 434 383 013 359 408 385 016 354 434
CAB 6,63 027 6,13 704 683 035 617 7,37 6,73 032 613 7,37
LMP 746 056 656 866 704 046 633 7,76 7,25 055 6,33 8,66
CP 232 017 197 266 225 014 197 255 228 016 197 2,66
LBP 542 037 459 6,14 514 029 453 565 528 035 453 6,14
CMP 2,7 019 232 309 264 015 229 291 267 0,17 229 3,09
LC 221 0,77 208 235 216 0,07 2,07 23 218 0,07 207 235
DI 1,68 0,06 1,56 18 163 005 155 1,74 166 0,06 1,55 1,8

CJAO 165 005 156 1,75 162 008 15 1,77 163 007 15 1,77
CCoce 237 0,06 225 248 231 007 221 243 234 007 221 248
CT 932 04 847 1005 942 041 856 1003 937 04 847 10,05

D. melacanthus (n=84)

Fémeas (n=40) Machos (n=44) Total (n=84)
Medida Meédia SD Min. Méax. Média SD Min. Max. Média SD Min. Max.
LE 3.52 023 3.08 4.02 338 021 287 391 345 0.23 287 4.02
CE 3.44 0.24 29 3.85 3.27 024 225 3.67 335 025 225 3.85
CAB 591 05 492 7.16 563 054 355 6.76 577 053 355 7.16
LMP 728 0.71 6.02 8.46 7.06 065 5.84 8.17 7.16 0.68 5.84 8.46
CpP 212 0.17 1.7 2.4 204 012 181 229 2.08 0.15 1.7 2.4
LBP 497 036 435 5.76 481 029 4.21 5.7 489 033 421 576
CMP 25 019 205 282 241 0.15 2.1 2.7 245 017 205 2.82
LC 207 0.08 195 224 203 005 1.88 214 205 007 188 224
DI 1.56 0.07 14 1.73 152 005 139 164 154 006 139 1.73

CJAO 156 0.07 143 1.65 154 008 137 171 155 0.07 137 171
CCoce 221 0.15 1.93 2.9 217 01 194 237 219 0.13 1.93 2.9
CT 842 063 718 974 807 055 64 924 824 061 64 0974

Os Testes de Tukey HSD para comparagdo multipla de médias (a = 0,05)
demonstraram diferencas significativas [F (11,101) = 20,147; P<0,05] para todos os parametros
(Figura 6), com excecdo da largura méxima do pronoto (LMP), que se sobrepde entre as

espécies.
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Figura 6. Teste de Tukey para comparacdo multipla de médias das medidas lineares LE, CE, CAB,
LMP, CP, LBP, CMP, LC, DI, CJAO e CCOce para D. furcatus e D. melacanthus. *= Médias nao

significativas entre espécies.

A andlise discriminante incluindo todos parametros medidos (cabeca, escutelo e

pronoto) de D. furcatus e D. melacanthus foi significativa (Wilks’ Lambda= 0,334; F (11,103)

=18,665; P=0,000; Figura 7) Os resultados suportam que essa analise é eficiente em identificar

as duas espécies através de morfometria linear.
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Figura 7. Diagrama de anélise de funcéo discriminante com varidveis candnicas, com base nas medidas
lineares correspondentes para parametros totais de cabeca, escutelo e pronoto (D) de 31 individuos de
D. furcatus e 84 individuos de D. melacanthus.

Tendo em vista os resultados da analise discriminante com todos os parametros,
verificou-se que as seguintes medidas lineares foram significativas: comprimento do escutelo
(CE) [Wilks’ Lambda= 0,362; F (1,103) = 8,881; P=0,003], largura maxima do pronoto (LMP)
[Wilks’ Lambda= 0,451; F (1,103) = 36,355; P=0,000] e comprimento abdominal (CAB)
[Wilks” Lambda= 0,350; F (1,103) = 5,037; P=0,026]. Estes pardmetros sdo sugeridos para

correta identificacdo e delimitacdo das espécies D. furcatus e D. melacanthus.

3.1.2. Morfometria geométrica

A partir do diagrama de mudanca de forma para o componente principal 1 (Figura 8)
fica claro a grande variacdo na forma encontrada pelos marcos anatdmicos para cabeca, escutelo
e pronoto de D. furcatus e D. melacanthus. Esta variacdo encontrada reflete a variagédo
morfoldgica presente nas populagdes ao longo da distribuigdo geogréfica.
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Figura 8. Diagrama da mudanca de forma no componente principal 1 para cabeca (A), escutelo (B) e
pronoto (C) de D. furcatus e D. melacanthus. Os pontos representam a forma original e as linhas indicam

a mudanca de forma na direcdo positiva ao longo do eixo.

A analise discriminante com base nas formas médias correspondentes (Figura 9)

demonstra uma alta sobreposicdo na forma entre as espécies. Esses dados confirmam que a
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variacdo encontrada na forma das estruturas de ambas as espécies torna esse método pouco

eficiente a delimitacéo e identificagdo de D. furcatus e D. melacanthus.

Frequency

Frequency

Frequency

“+ E ]

D. furcatus -- D. melacanthus

Figura 9. Diagrama de analise de funcgdo discriminante ap6s o procedimento de validagdo cruzada, com
base na variavel discriminante de forma e formas médias correspondentes para cabega (A), escutelo (B)
e pronoto (C) de D. furcatus e D. melacanthus. Azul= D. furcatus e Vermelho= D. melacanthus.
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Assim como descrito para a andlise discriminante para os dados de forma, a analise de
componente principal a partir dos marcos anatdmicos correspondentes demonstra alta
sobreposicdo nas formas de cabeca, escutelo e pronoto entre as espécies D. furcatus e D.
melacanthus. E possivel observar a partir das elipses de confianca (95%), que esta anélise ndo

é eficiente em determinar a espécie de interesse somente com base na forma (Figura 10).
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Figura 10. Analise de componente principal (PCA) para a variavel forma de cabeca (A), escutelo (B) e
pronoto (C) de individuos de D. furcatus e D. melacanthus.
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3.2. DISCUSSAO

A anélise multivariada discriminante, utilizando medidas lineares, € um método estatistico
que pode ser utilizado na delimitacdo dos percevejos do género Dichelops. Este método é
usualmente aplicado com sucesso em estudos de identificacdo, sistematica, e em estudos
envolvendo problemas taxondémicos para varios outros grupos de insetos.

Para mosca-das-frutas do género Anastrepha, ARAUJO et al. (1998) demonstram a
eficiéncia da analise discriminante em distinguir 4 espécies utilizando medidas lineares. Ja para
percevejos do género Cyrtomenus, AVENDANO et al. (2018) utilizaram abordagem que
integra a analise discriminante para dados lineares e geométricos, permitindo a identificacéo de
caracteres capazes de delimitar as espécies C. mirabilis e C. bergi. Em estudos para a familia
Pentatomidae, FERNANDEZ-ALDEA et al. (2014) utilizaram metodologia similar, porém na
descricdo de duas novas espécies do género Oenopiella.

GRAZIA (1978) demonstrou que os limites de variagdo de medidas lineares para machos
e fémeas de D. furcatus e D. melacanthus ndo se sobrep6em. No entanto, a autora comparou
individuos das duas espécies coletados em uma mesma localidade, ndo levando em
consideracao diferentes populacGes. Por apresentarem distribuicdo simpatrica em grande parte
do territdrio brasileiro, a variacdo interpopulacional dessas espécies ndao deve ser ignorada ao
se estabelecer um método eficiente de identificacdo. Além disso, dados recentes da literatura
indicam a ocorréncia de expansdo na distribuicdo de Dichelops furcatus, sendo encontradas em
regides onde anteriormente ndo ocorria.

Por sua vez, a morfometria geométrica nao foi eficiente na separacdo das espécies. Este
método é amplamente utilizado em trabalhos de taxonomia e classificacdo. Novas espécies de
parasitéides da familia Ichneumonidae foram descritos por SCHWARZFELD & SPERLING
(2014), com base em morfometria linear, geométrica e marcadores mitocondriais. MARINHO
et al. (2017) utilizaram a morfometria geométrica aliada a ferramenta molecular na descri¢ao
de novas espécies morfologicamente semelhantes do género Doryctobracon. Para a ordem
Coleoptera, DE-LA-MORA et al. (2018) utilizaram a morfometria geométrica e ferramentas
moleculares na delimitacdo de espécies da familia Curculionidae associadas a plantas
hospedeiras.

Ambas as espécies, Dichelops furcatus e Dichelops melacanthus, demonstraram muita
variacdo intraespecifica na posi¢do dos landmarks utilizados para descrever a forma da cabeca,
pronoto e escutelo. Sendo assim, a forma dessas estruturas ndo permite diferenciar as duas

especies. Por sua vez, o método tradicional (linear) demonstrou-se eficiente na delimitacdo de
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D. furcatus e D. melacanthus. A diferenca entre os resultados dos dois métodos aqui utilizados
pode ser explicada pela grande estruturacéo e diversidade genética encontrada nas populagdes
de ambas as espécies (dados ndo publicados; Capitulo 2 desta dissertacdo). O tamanho como
método diagnostico na identificacdo das espécies sugere que mesmo com a variacao
interespecifica, ainda é possivel separar D. furcatus e D. melacanthus. J4 a forma pode estar
diretamente ligada a grande variacdo intraespecifica encontrada para ambas as espécies, e por
essa razdo, ndo ser um fator determinante na separacéo.

Outros trabalhos, como SOARES et al. (2018), ressaltam a expansdo populacional de
percevejos altamente relacionados a expansdo da fronteira agricola no Brasil. Dessa forma,
estudos taxonémicos baseados em diferentes abordagens e tipos de dados podem auxiliar de
forma efetiva na interpretacdo dos caracteres diagnosticos comumente encontrados nos
individuos.

Métodos quantitativos multivariados para identificacdo podem ser usados principalmente
em estudos envolvendo populagcdes nas quais a ocorréncia das espécies & simpatrica,
consequentemente gera duvidas na identificacdo dos individuos. Este trabalho demonstra a
importancia do método quantitativo aliado a estatistica multivariada, uma vez que as
caracteristicas usualmente utilizadas para identificacdo dos percevejos barriga-verde sdo

variaveis e de dificil interpretacdo.

3.3. CONCLUSAO

Este trabalho demonstra que a morfometria linear, a partir de uma analise discriminante
multivariada, € eficiente na correta identificagdo dos percevejos barriga-verde, Dichelops
furcatus e Dichelops melacanthus. Os parametros comprimento do escutelo, largura maxima
do pronoto e comprimento abdominal sdo considerados como variaveis determinantes na
separacgdo das espécies. Por sua vez, a morfometria geométrica ndo foi eficiente na delimitagéo
dessas espécies, levando-se em conta a grande variagdo intrapopulacional e intraespecifica

encontradas.
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4. DIVERSIDADE POPULACIONAL E FILOGEOGRAFIA DE Dichelops furcatus E
Dichelops melacanthus NO BRASIL

RESUMO

O avanco da fronteira agricola para o cerrado e a intensificacdo dos sistemas de
cultivo no Brasil, desencadearam o0 crescimento de populacGes de insetos
anteriormente considerados pragas secundarias. Neste contexto, 0 percevejo
barriga-verde, Dichelops spp., tornou-se praga importante em lavouras de milho de
segunda safra, em funcéo dos danos significativos a cultura, sobretudo no inicio do
desenvolvimento vegetativo. Dichelops furcatus parece se mostrar mais adaptado
as regides de clima subtropical, enquanto Dichelops melacanthus se mostra mais
adaptado a climas tropicais. No entanto, estudos detalhados sobre a prépria
delimitacdo das espécies, a variagdo apresentada por elas, e sua relagdo com a
estrutura populacional ao longo de toda a sua distribuicdo sdo escassos. Assim,
utilizamos uma abordagem filogeogréfica para (a) testar a separacdo das duas
linhagens atualmente reconhecidas como D. furcatus e D. melacanthus; (b) estimar
a diversidade genética e os parametros demograficos das populacfes estudadas; (c)
descrever a estrutura populacional das duas espécies, em diferentes ecorregides
brasileiras; e (d) estimar o tempo de divergéncia inter- e intraespecifico de D.
furcatus e D. melacanthus. Utilizamos individuos de D. furcatus e D. melacanthus
provenientes de populacgdes de 18 locais do Brasil, e dois marcadores mitocondriais
(COI e 16S). Os resultados indicam que as populacdes possuem alta diversidade
genetica, estdo em expansdo demografica e sdo altamente estruturadas
geograficamente. A relacbes genealdgicas entre haplotipos sugerem que as
populagdes sdo antigas e a presenca de linhagens maternas dentro de cada espécie.
A filogenia indica que D. melacanthus é uma linhagem mais antiga que D. furcatus.
Para conclusdes mais robustas sobre os eventos historicos e contemporaneos que
moldaram as populades de Dichelops spp na América do Sul € necessario expandir
a amostragem para regides mais ao Norte do continente e aplicar marcadores
moleculares nucleares que permitirdo acessar um maior numero de informacdes
sobre os padrdes filogeograficos das populagdes de Dichelops spp.

Palavras-chave: Filogeografia; Percevejo-barriga-verde; Gene mitocondrial;
Demografia

ABSTRACT

Expansion of the agricultural frontier in Brazil and the intensification of
crop systems have led to the increase of insect populations that were previously
considered secondary pests. In this context, the green-belly stink bug, Dichelops
spp. has become an important pest in maize cultivation, due to the significant
damage to the crop, especially at the beginning of vegetative development.
Dichelops furcatus appears to be more adapted to subtropical climate regions, while
Dichelops melacanthus is more adapted to tropical climates. However, detailed
studies on the species delimitation itself, the variation presented by them, and their
relation to the population structure throughout its distribution are scarce. Thus, we
use a phylogeographic approach to (a) test the separation of the two currently
recognized lineages D. furcatus and D. melacanthus; (b) estimate the genetic
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diversity and demographic parameters of the populations; (c) to describe the
population structure of the two species, in different Brazilian ecoregions; and (d) to
estimate the inter- and intraspecific divergence time of D. furcatus and D.
melacanthus. We used populations of D. furcatus and D. melacanthus from 18
Brazilian sites and two mitochondrial markers (COI and 16S). The results indicate
that populations have high genetic diversity, are in demographic expansion and are
highly geographically structured. The genealogical relationships between
haplotypes suggest that the populations are old and there is the presence of maternal
lineages within each species. Phylogeny indicates that D. melacanthus is an older
lineage than D. furcatus. For more robust conclusions about the historical and
contemporary events that shaped Dichelops spp. populations in South America, it
is necessary to expand the sampling to Northern regions of the continent and to
apply nuclear molecular markers that will allow access to a greater number of
information about the phylogeographic patterns of Dichelops spp. populations.

Keywords: Phylogeography; Green-belly stink bug; Mitochondrial genes;
Demography

4.1. INTRODUGAO

No Brasil, o avanco da fronteira agricola para o cerrado e a crescente intensificacdo dos
sistemas de cultivo, especialmente a expansdo do plantio direto e da segunda safra de milho,
desencadearam o crescimento de populacdes de insetos anteriormente considerados pragas
secundarias (PANIZZI, 1997; SMANIOTTO & PANIZZI, 2015). Algumas espécies da familia
Pentatomidae vém se destacando como importantes pragas em diversos cultivos na regido
Neotropical (PANIZZI, 2015).

Dentro do complexo de pentatomideos-praga, 0 percevejo barriga-verde, Dichelops spp.
(Hemiptera: Heteroptera: Pentatomidae) é considerado praga-chave em cultivos de milho no
Brasil (VALICENTE, 2015). Estas espécies frequentemente sdo encontradas em areas de
milho, soja e trigo, devido ao cultivo sucessivo dessas culturas ao longo do ano
(CHOCOROSQUI & PANIZZI, 2004). Estes percevejos tornaram-se praga importante em
lavouras de milho segunda safra, em funcéo dos danos significativos a cultura, sobretudo no
inicio do desenvolvimento vegetativo, reduzindo o vigor e a populacéo de plantas (GASSEN,
1996; CHOCOROSQUI, 2001; CORREA-FERREIRA et al., 2017).

De uma maneira geral, D. furcatus parece melhor adaptada as regides com clima
subtropical, enquanto D. melacanthus aos climas tropicais (GRAZIA, 1978; SMANIOTTO &
PANIZZI, 2015). No entanto, a propria delimitacdo das espécies ainda carece de estudos mais
detalhados, que incluam uma abordagem integrativa, utilizando diferentes conjuntos de dados

para confirmar as hipoteses de GRAZIA (1978) para a defini¢do das espécies D. furcatus e D.
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melacanthus. As caracteristicas sométicas sdo altamente polimdrficas, com ampla plasticidade
fenotipica, e apresentam grande sobreposicao entre as populagdes.

Como consequéncia, a definicdo exata da atual distribuicdo geografica das duas
principais espécies e a definicdo de qual espécie predomina nas lavouras em diferentes regides
do Brasil sdo ainda questdes em aberto. Com a expanséo recente da fronteira agricola para o
cerrado e considerando o habito polifago de Dichelops spp., a disperséo recente das populaces
para regides onde nao sdo comumente descritas pode ter ocorrido de forma rapida. Com excecéo
do efeito do fotoperiodo na morfologia de D. melacanthus (CHOCOROSQUI & PANIZZI,
2004), nédo se conhece nenhum tipo de dado sobre a variacdo apresentada por essas duas
espécies e sua relacdo com a estrutura populacional ao longo de toda a sua distribuicéo.

O uso de ferramentas moleculares baseadas no genoma mitocondrial vem sendo
altamente empregado em estudos de identificacdo de espécies (AVISE, 1987). Essas
ferramentas permitem ndo sé a caracterizacdo genética das populagdes, mas também testar a
conformidade das caracteristicas que tradicionalmente sdo utilizadas para identificar as
espéecies. Nesse contexto, a filogeografia auxilia na compreensdo da histdria evolutiva de
espécies relacionadas, permitindo explorar sua genealogia e a distribuicdo geografica das
linhagens (AVISE, 2000). Neste trabalho nos estudamos a historia evolutiva de D. furcatus e
D. melacanthus nas principais regides produtoras de cereais no Sul, Sudeste e Centroeste do
Brasil utilizando marcadores mitocondriais. Nossos objetivos especificos foram: (a) testar a
separacdo das duas linhagens atualmente reconhecidas com D. furcatus e D. melacanthus, e se
existem linhagens a serem reconhecidas intraespecificamente; (b) estimar a diversidade
genética e os parametros demogréaficos das populacBes estudadas; (c) descrever a estrutura
populacional das duas espécies, em diferentes ecorregides brasileiras; e (d) estimar o tempo de

divergéncia inter- e intraespecifico de D. furcatus e D. melacanthus.

4.2. MATERIAL E METODOS
4.2.1. Amostragem de populagdes e extracao de DNA

Populacdes do percevejo barriga-verde, D. furcatus e D. melachantus, foram coletadas
em 19 diferentes locais no Brasil, assim como as respectivas informac6es de planta hospedeira
e coordenadas geogréficas (Tabela 1). Os individuos de cada populagdo foram individualizados
e armazenados em tubos Eppendorf de 1,5mL em etanol 99% logo que coletados em campo,

posteriormente armazenados em freezer a -20 °C para que fossem mantidas a qualidade e
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integridade do DNA dos individuos, além de evitar contaminacfes. As populacdes foram
etiquetadas de acordo com o hospedeiro, local, data e coordenadas geogréficas da respectiva

coleta.

Tabela 1. Local de amostragem de populagdes de Dichelops spp., codigo, espécie, hospedeiro, e
coordenadas geogréaficas dos respectivos locais.

Local (Cidade/Estado) Cddigo Espécie Hospedeiro Latitude Longitude

Santa Maria, RS RSSM  D. furcatus Soja 29°43'38"S  53°33'38" O
Passo Fundo, RS RSPF D. furcatus Canola 28°13'33" S 52°23'49" O
Passo Fundo, RS RSLB  D. furcatus Laboratorio 28°13'33"S  52°23'49" O
Paranavai, PR PRPN  D. melacanthus Soja 23°06'14" S 52°26'02" O
Itapetininga, SP SPIT D. melacanthus  Milho 23°31'09"S  48°02'45" O
Piracicaba, SP SPPI D. melacanthus  Soja/Milho 22°45'00"S  48°00'00" O
Pindorama, SP SPPD  D.melacanthus Trapoeraba 21°1326"S  48°54'32" O
Salto, SP SPSA  D. melacanthus Soja 23°07'38" S 47°19'39" O
Capitolio, MG MGCA D. melacanthus  Soja 20°38'06" S  46°03'13" O
Florestal, MG MGFL  D. furcatus Soja 19°52'31"'S  44°25'07" O
Florestal, MG MGFL D. melacanthus Soja 19°52'31"' S 44°25'07" O
Maracaju, MS MSMA D. melacanthus  Soja 21°38'28"S  55°06'31" O
Rondondpolis, MT MTRD D. melacanthus Soja 16°32'13" S  54°38'36" O
Sinop, MT MTSI  D. melacanthus  Soja 11°52'32" S 55°36'06" O
S. A. de Goias, GO GOLB D. melacanthus Laboratério 16°28'00"S  49°17'00" O
S. A. de Goias, GO GOST  D. furcatus Arroz 16°28'00"S 49°17'00" O
Mineiros, GO GOMI  D. melacanthus Milheto/Tomate 17°27'18"S  52°35'59" O
Penedo, AL ALPE D. melacanthus Mata 10°18'57"S  36°33'01" O
Tolima, Colémbia COTO D. melacanthus Mata 4°16'33" N 74°54'18"0

Para a extracdo de DNA total dos individuos de cada populacéo, foi extraido o tecido
muscular da cavidade torécica, obtido com a remocao integral da perna esquerda, de forma que
as estruturas do corpo do inseto, Uteis na identificacdo morfologica e na morfometria, nao
fossem destruidas. Foi utilizado protocolo padrédo de extracdo de DNA do Laboratério de
Ecologia Molecular de Artropodes da ESALQ/USP, que utiliza como base tampédo CTAB para
lise celular (DOYLE & DOYLE, 1987), remocao de proteina com proteinase K e lavagem com
cloroformio, adaptado para pentatomideos. A verificagdo do DNA total das extragdes foi feita
utilizando gel de agarose 1% em eletroforese.
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4.2.2. Amplificacao dos genes COI e 16S e sequenciamento de Sanger

Para amplificacdo do gene citocromo c oxidase subunidade I (COI), foram inicialmente
utilizados os iniciadores C1-J-1751 (GGATCACCTGATATAGCATTCCC) e TL2-N-3014
(TCCATTGCACTAATCTGCCATATTA) (SIMON et al,, 1994). Foram amplificados
fragmentos de 1.263 pares de bases de 20 individuos de D. furcatus e D. melacanthus. As
condicdes para reacdo da polimerase em cadeia (PCR) foram realizadas em volume total de 25
uL, e por amostra os seguintes reagentes: 2,0 uL. de ANTP; 2,0 uL de primer F; 2,0 uL. de Primer
R; 2,5 uL de Mg; 2,5 uL de Tampio; 0,3 pL de Taq Polimerase; 10,7 pL de Agua Milli-Q; e 3
uL do DNA do individuo, Os ciclos de PCR serdo nas seguintes condi¢des: desnaturacdo a
94°C por um minuto; 35 ciclos de 30 segundos de desnaturacéo a 94°C; anelamento a 58°C por
45seg; extensdo a 72°C por 1min e 30 seg; e uma extensdo final de 7 minutos a 72°C. Para
verificar a amplificagéo positiva, foi feita a corrida em eletroforese utilizando gel de agarose
1,5%, corados com SYBR life (LIFE TECHNOLOGIES).

Posteriormente, os produtos da amplificacdo que apresentaram alta qualidade foram
purificados com as enzimas EXO (Exonuclease 1) e FastAp (Thermosensitive Alkaline
Phosphatase). As condigdes de purificagdo utilizaram ciclo de 37°C por 30 minutos, 80°C por
15 minutos em termociclador. O sequenciamento foi terceirizado no Laboratério de
Biotecnologia Animal, no Departamento de Zootecnia da ESALQ/USP. As sequéncias foram
alinhadas manualmente e analisadas pelo software Sequencher 5.4.6 (Gene Codes Corp., Ann
Harbor, M1, USA), e a partir dos polimorfimos interespecificos encontrados, foi desenhado um
primer  especifico para 0 género Dichelops, nomeado de Dic-F
(GRATAGTRGGATCAGCGATA) e Dic-R (GCTGATGTGAARTATGCTCGT) com intuito
de otimizar as reacOes de PCR e o0 sequenciamento da regido de interesse. Posteriormente, o
primer especifico foi testado nas amostras, e a amplificacdo feita para todos os individuos de
cada populagdo. Os resultados positivos de PCR foram verificados e purificados seguindo
protocolo j& descrito, enviados para sequenciamento e as sequéncias alinhadas e editadas
manualmente para 701 pares de bases.

Além do gene COI, foi utilizado um segundo marcador mitocondrial, o gene 16S,
Utilizando a reacdo de polimerase em cadeia, com o0s iniciadores especificos 16Sar
(CGCCTGTTTAACAAAAACAT) e 16Sbr (CCGGTTTGAACTCAGATCATGT), foram
amplificados e sequenciados fragmentos para os individuos de todas as populagdes estudadas.

Apos sequenciamento, o material foi alinhado e editado, caso necesséario, manualmente para
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448 pares de bases utilizando o aplicativo Sequencher 4.1. Cada gene foi isoladamente alinhado
utilizando a ferramenta ClustalW do aplicativo MEGA 5.2 (TAMURA et al., 2011).

4.2.3. Anadlises de diversidade, demografia e estrutura populacional

Para analises subsequentes, as popula¢des foram avaliadas isoladamente ou agrupadas
de acordo com ecoregides brasileiras, definidas utilizando variaveis dos biomas e
edafoclimaticas. Assim delimitamos trés subgrupos para D. melachantus (Ecorregido 1=
populagdes do sudeste presentes na transi¢do dos biomas Mata-Atlantica e Cerrado; Ecorregido
2= Populagdo do Sul-Parand e Centro-Oeste-MS com padrdes agricolas semelhantes;
Ecorregido 3= Populacbes do Cerrado (Centro-oeste) com caracteristicas edafoclimaticas
semelhantes; e dois subgrupos para D. furcatus (Ecorregido 1= Sul do Brasil (Pampa);
Ecorregido 2 = Cerrado). Para D. melachantus, as populagdes da Colémbia e Alagoas ndo foram
agrupadas e utilizadas nas analises demogréaficas e de estrutura genética.

Para as analises de diversidade, foi utilizado o software DnaSP V5 (ROZAS, 2003), no
qual foi calculado o numero de haplotipos (H), a diversidade haplotipica (Hd), a diversidade
nucleotidica (pi), bem como o nimero de sitios variaveis para os genes COIl e 16S em ambas
as especies.

A partir do teste de neutralidade D de Tajima (TAJIMA, 1989), utilizando o software
Arlequin (EXCOFFIER et al., 2005), foi feita a estimativa se as populacdes estdo em expansao,
ou seja, em pressdo de selecdo positiva, se as populacdes estdo em equilibrio, e ainda se as
mutacdes encontradas entre as populacfes estdo de acordo com a hipdtese neutra da evolugédo
molecular descrita por KIMURA (1989). Além disso, foi feito o teste Fs de Fu (FU, 1997) leva
em consideracdo o fator temporal das mutaces, classificando-as também como antigas ou
recentes.

A andlise de variancia molecular (AMOVA) com foco em diferentes ecorregides foi
realizada utilizando o software Arlequin 3.5.1.2. (EXCOFFIER et al., 2005). Essa analise
decompde a variancia total das frequéncias génicas em componentes de variancia associados a
diferentes niveis de subdivisdo na analise de variancia (AMOVA). As ecorregides foram
agrupadas a partir de caracteristicas morfoclimaticas e bidticas de cada local correspondente a
cada populacdo amostrada para cada especie. A partir da variacdo genética dentro das
populacbes foi possivel indicar se existe ou ndo estruturagdo genética, e concluir se as

populacbes das duas espécies sdo ou ndo similares entre si.
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4.2 4. Inferéncias genealogicas e estimativa de tempo de divergéncia

As redes de haplotipos para os genes mitocondriais COl e 16S foram construidas a
partir do método de median joning (BANDELT et al., 1999) utilizando o software POpART
(Population Analysis with Reticulate Trees) (LEIGH & BRYANT, 2015).

A arvores Bayesiana dos hapl6tipos baseados nas sequéncias dos genes COIl e 16S
concatenados foi gerada utilizando software MrBayes 3.2.1 (RONQUIST et al., 2012). O
melhor modelo evolutivo previamente selecionado para a arvore foi 0 HKY+G+I, utilizando o
MRMODELTEST (NYLANDER, 2004). Foi utilizado como outgroup a espécie Eysarcoris
annamita (Hemiptera: Heteroptera: Pentatomidae: Pentatominae) (COI, acesso GenBank:
LC209923; 16S, acesso GenBank: LC209957).

A estimativa de tempo de divergéncia entre D. furcatus e D. melacanthus (relégio
molecular) foi feita utilizando as sequéncias concatenadas dos genes mitocondriais COl e 16S
no software BEAST 4.1.8 (Bayesian Evolutionary Analysis Sampling Trees; DRUMMOND et
al., 2012). O modelo de substituicdo foi 0 mesmo utilizado na arvore Bayesiana gerada pelo
MrBayes (HKY+G+l). Os modelos de relégio-molecular estrito para estimar a taxa de
substituicdo nucleotidica, e os parametros de arvores coalescentes constantes foram
implementados. Foi utilizado o rel6gio molecular para insetos (média=0.0177), correspondente
a 3,54% de divergéncia por milhdes de anos (PAPADOPOULOU et al., 2010). Foram
realizadas trés séries independentes por 150 milhdes de geracdes, sendo a amostragem feita a
cada 1000 passos e descartando 20% das arvores (burn-in). O TRACER v.1.6 foi usado para
determinar a convergéncia, medir o tamanho efetivo da amostra (ESS) e calcular a média e o
intervalo de densidade posterior (DP) mais alto de 95% para o tempo de divergéncia. O tamanho
efetivo da amostra (ESS) para todos os parametros excedeu 200. As corridas foram combinadas

com o LogCombiner v.1.4.7.

4.3. RESULTADOS

Foram obtidas 35 sequéncias de COI e 15 sequéncias de 16S para D. furcatus, e 94
sequencias de COl e 71 sequencias de 16S para D. melacanthus. Como resultado 20 haplo6tipos
para 0 gene COI e 7 haplétipos para o gene 16S compartilhados entre as populacdes de D.
furcatus, enquanto que para populagdes de D. melacanthus foram encontrados 41 haplotipos

para o gene COl, e 27 haplétipos para o gene 16S (Tabela 2).
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Tabela 2. Cédigo da populacéo, ecorregido, nimero de haplétipos e frequéncia de hapl6tipos dos
genes mitocondriais COI, 16S e COI-16S para populacdes de D. furcatus (negrito) e populacdes de D.
melacanthus (italico).

Codigo Ecorregido

Frequéncia de hapl6tipos

Frequéncia de haplétipos

Frequéncia de haplétipos

COlI (n) 16S (n) COI-16S (n)
<o, H1 H2(2); H4(4); H6; 4R - e
RSSM  Ecorregido 1 H8: HO: H18 H1(7); H6; H7 H1; H2; H3(4); H5; H7
L H4(2); H10; H11; H12; . .
RSPF  Ecorregiéo 1 H13; H14(2): H15 H1; H4 H3; H6
RSLB  Ecorregido 1 H4(2); H16; H17; H20 H5 H10
GOST  Ecorregido 2 H2; H3(5); H5(2); H7 H1, H2 H4; H9
MGFO Ecorregido2 H19 H3 H8
o H22; H27; H28(3); H8; H13; H14(4); H15; H19(2); H21; H22; H23;
SPIT  Ecorregido 11569y H31(2); H32 H16 H24; H25; H50
SPPI  Ecorreqido 1 H21(3); H22; H26; H41; H12;  H21; H22(2); H18; H30(2); H38; H39;
g H42; H43 H23(3); H24; H25 H40; H41
H21(2); H22(2); H23; : : : : : : : :
SPPD  Ecorregido 1 H24; H25(2); H27; H29; HB(3); H12 HI6; HI19; HI12 HI14; HI5 HI6;
H48 H20 H17(2)
SPSA  Ecorregio 1 :4213(2); H32; H38; 39 | o4(2): H28; H29: H30  H28; H35; H36; H37
MGCA Ecorregido 1 H21; H61 H8 H49
MGFO  Ecorregido 1l H55 - -
MSMA  Ecorregido 2 H21(11); H31 H8; H15(7); H17 H11(7); H13; H26
L H21(7); H26(3); H33; H22(2); H23(3); H24(3); H18(2); H20; H27;
PRPN  Ecorregido2 | a. H26; H27 H28(3); H29; H30(2)
x H21(2); H31; H35; H36; . ) . H31; H32; H33; H34(3);
MTRD  Ecorregido 3 H37(3); H51; H52 H12; H15(2); H18; H19(4) H51: H52
L H21(3); H44(2); H45(2); H24(2); H31; H32; H33; H28; H42; H43; HA44;
MTSI  Ecorregido3 6"t 1a7 H34 H45; H46
GOLB  Ecorregidao 3 H56(2); H57; H58; H59 H11(5) H54(2); H55; H56; H57
GOMI  Ecorregido 3 H21(3); H37; H53; H54 H12 H53
ALPE  Ecorregido 4 H60 - -
COTO Ecorregido 5 H49; H50 H9, H10 H47; H48

*n= frequéncia do haplétipo.

De acordo com as anélises de diversidade para as popula¢des de D. melacanthus, foi

observada alta diversidade nucleotidica e haplotipica nas ecorregifes 1 e 3 para o gene COI

(Tabela 3). Para o gene 16S, a diversidade nucleotidica e haplotipica foi alta nas ecorregides 1,

2 e 3. Ecorregides 1 e 3 foram as mais diversas para 0s dois genes.

Para D. furcatus os maiores valores de diversidade nucleotidica foram encontrados na

ecorregido 2 correspondente as populacdes localizadas no cerrado brasileiro (Tabela 4).
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Tabela 3. Parametros de diversidade genética para D. melacanthus; tamanho da amostra, nimero de
haplétipos (H), diversidade haplotipica (hd), diversidade nucleotidica (), e nimero de sitios variaveis
para as ecorregides; baseados em sequéncias dos genes COIl e 16S.

Tamanho NuUmerode Diversidade Diversidade

Ecorregido da haplotipos haplotipica nucleotidica # si’tio_s
amostra (H) (h) () polimorficos

Col

Ecorregido 1 38 21 0,94 0,009 42

Ecorregido 2 24 5 0,43 0,006 15

Ecorregido 3 30 17 0,91 0,014 56

Ecorregido 5 2 2 1,00 0,004 3
16S

Ecorregido 1 29 15 0,93 0,013 30

Ecorregido 2 19 8 0,83 0,009 10

Ecorregiéo 3 20 10 0,90 0,011 19

Ecorregido 5 2 2 1,00 0,002 1

Tabela 4. Parametros de diversidade genética para D. furcatus; tamanho da amostra, nimero de
haplétipos (H), diversidade haplotipica (hd), diversidade nucleotidica (), € nimero de sitios varidveis
para as ecorregides; baseados em sequéncias dos genes COIl e 16S.

Tamanho NuUmerode Diversidade Diversidade

Ecorregido da haplétipos haplotipica nucleotidica # Si,t io_s
amostra (H) (h) () polimorficos

Col

Ecorregido 1 25 16 0,90 0,009 29

Ecorregido 2 10 5 0,75 0,015 23
16S

Ecorregido 1 12 5 0,57 0,001

Ecorregido 2 3 3 1,00 0,070

Considerando os genes COI e 16S, os valores negativos encontrados nos testes de
neutralidade de Fs de Fu para D. melacanthus, indicam expansdo populacional ou selecéo
purificadora. As estatisticas do teste de neutralidade ndo concordaram entre si, sendo a
estatistica Fs de Fu significativa para todas as ecorregides, enquanto que os valores D de Tajima
ndo foram significativos (Tabela 5). No entanto, o teste Fs de Fu é mais efetivo em indicar

eventos de expansdo populacional comparado ao D de Tajima.
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A anélise de distribuicdo Mismatch resultou em um SSD néo significativo (P>0,05)
para as 3 ecorregides no gene COI, o que indica expansdo demogréfica, concordando com os
testes de neutralidade de Fu. Para o gene 16S, foi encontrado SSD néo significativo para as
ecorregifes 1 e 3, indicando também expansdo demografica (Tabela 5). O indice de Raggedness
Harpending (Rag) néo significativo (P>0,05) suporta 0 modelo de expansdo espacial de
populagdes de D. melacanthus para todas as ecorregides (Tabela 5). Os valores de t (tau) foram
maiores para as ecorregides 1 e 3 em ambos 0s genes, sugerindo que as populaces nessas

regibes sdo mais antigas (Tabela 5).

Tabela 5. Estatistica dos testes de Neutralidade e analise de distribuicdo Mismatch para populacées de
D. melacanthus agrupadas em ecorregibes, com base nos genes mitocondriais COl e 16S (P=0,01).

Feoregizo N T(%T)arng) (VFaSIIOFruP) e (vilsé? P) (V;g? P)

col

Ecorregido 1 38  -1.09 (0.13) (%50%%; (4.3;;(1)1 83) (()(5.()9072) (00'.09072)

Ecorregido 2 24  0.47 (0.70) (%50?)%; (0.3?;?30.50) (8 (1);1) (833)

Ecorregiao3 30  -0.96 (0.16) '(%?’(-)gg; (5.0172_-14234) (8:%) (8:%)
165

Ecorregiio1 30  -0.8 (0.20) (%50%; (35?;22 o 0020041 (8223)

Ecorregiao2 19  1.54 (0.95) _(%)(.)6%%; (05;;2;01) 0,09 (0.07) (00..11043

Ecorregiao3 20  -0.13(0.48) _(%)?6%%; (2319?-195824) 0.02 (0.64) (8:32)

T = parAmetro de expansdo; SSD = Soma do Desvio Quadratico; Rag = Indice de Raggedness Harpending; *
=indicam valores significativos.

O comportamento das populacgdes de D. furcatus foi semelhante ao encontrado para D.
melacanthus. Os valores negativos encontrados nos testes de neutralidade Fs de Fu indicam
expansao populacional de D. furcatus nas duas ecorregides (Tabela 6). No caso de D. furcatus,
as estatisticas Fs de Fu e D de Tajima concordaram entre si para 0 gene 16S na ecorregiéo 1.

A anélise de distribuicdo Mismatch resultou em um SSD néo significativo (P>0,05)
para as 2 ecorregifes em ambos 0s genes, 0 que indica expansdo demogréafica, concordando
com os testes de neutralidade de Fs de Fu. Para o gene COI, foi encontrado SSD néo
significativo para a ecorregido 1, enquanto para o gene 16S foi ndo significativo para as

ecorregifes 1 e 2, 0 que também indica também expansdo demogréafica (Tabela 6). O indice de
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Raggedness Harpending (Rag) nédo significativo (P> 0,05) suporta 0 modelo de expansdo

espacial de populagdes de D. furcatus nas ecorregides (Tabela 6). Os valores de t (tau) foram

maiores para a ecorregiao 2 em ambos 0s genes, sugerindo que as populacBes nessa regido sao

mais antigas (Tabela 6).

Tabela 6. Estatistica dos testes de Neutralidade e analise de distribuicdo Mismatch para populag6es de
D. furcatus agrupadas em ecorregides, com base nos genes mitocondriais COl e 16S (P=0,01).

x Tajima's D Fs'Fu SSD Rag
Ecorregiao N (\Valor P) (\Valor P) T(SD) (ValorP)  (Valor P)

col

~ 20.46 23.06% 9.92 0.03

Ecorregido 1 25 35) 0000) (a51-1360) 001034 540

N 1.62 -3.23* 19.69 0.15

Ecorregiao 2 10 1 g5 0.04) (1161-2578) 209000 55
165

- 174 2371 0.82 0.16

Ecorregido 1 12 (09 ©0000)  (©13181) 901040 5

~ 0.00 0.07 4.97 0.44

Ecorregido 2. 3 (0.78) 0.23)  (0.99-89.97) 16037 5 ga

T = parametro de expansio; SSD = Soma do Desvio Quadratico; Rag = Indice de Raggedness Harpending; *
=indicam valores significativos.

De acordo com a AMOVA de D. melacanthus (Tabela 7) baseada em sequéncias do gene

COl, é possivel afirmar, a partir do indice de fixagdo global (®ST=0,327), que existe alta

estruturacdo genética entre as populacdes. Porém, 21,97% desta variacdo é explicada pelas

ecorregides (®CT=0,219), ou seja, a variacdo reflete a distribuicdo e diversidade encontrada

dentro de cada ecorregido. Este resultado sugere que a distribuicdo morfoclimética é um fator

que pode alterar a adaptacdo local das populages.



54

Tabela 7. Anélise de variancia molecular (AMOVA) para a estrutura genética das populagdes de D.
melacanthus baseado em sequéncias dos genes mitocondriais COl e 16S.

. Componentes  Variancia indices de
Fonte de variacao d.f. A N
de variancia percentual  fixacdo (P-valor)
COl
Entre populactes 13 15,56 32,71 qzszg g’g’g;
Dentro das populagtes 81 32,01 67,29
Total 94 47,58
. OCT=0,219

Entre ecorregides 4 11,06 21,97 (P=0,007)
Entre populagdes dentro das ®dSC=0,185
ecorregides d 7,29 14,48 (P=0,000)

~ OST=0,364
Dentro das populactes 81 32,01 63,56 (P=0,000)
Total 94 50,38

16S

Entre populactes 11 18,68 62,05 (D(E,Z;%gé)o
Dentro das populagtes 59 11,42 37,95
Total 70 30,10
Entre ecorregides 3 -3,70 -12,71 q?%?g&é?
Entre populagdes dentro das ®SC=0,652
ecorregifes 8 21,45 73,95 (P=0,000)
Dentro das populagdes 59 11,42 39,16 CIZFS,E; ggé))s
Total 70 29,17

A AMOVA para os dados de D. furcatus (Tabela 8) também demonstra a alta variacéo
genética presente nas populagdes. O indice de fixagdo global é alto (®ST=0,230) para ambos
0s genes, confirmando alta estruturacdo genética entre as populagdes. 37,36% da variacao foi

encontrada entre as ecorregides considerando o gene COI.
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Tabela 8. Andlise de variancia molecular (AMOVA) para a estrutura genética das populagdes de D.
furcatus baseado em sequéncias dos genes mitocondriais COl e 16S.

I Componentes Variancia indices de
Fonte de variagao d.f. A o
de variancia percentual  fixacdo (P-valor)
COl
N ®ST=0,230
Entre populacdes 4 11,90 23,04 (P=0,000)
Dentro das populagdes 30 39,76 76,96
Total 34 51,66
Entre ecorregides 1 23,24 37,36 q)((IjDT:BOOé)B
Entre populacGes dentro das i i ®SC=-0,020
ecorregides 3 0,78 121 (P=0,000)
N ®ST=0,360
Dentro das populagdes 30 39,76 23,04 (P=0,000)
Total 34 62,22
16S
Entre populacdes 4 26,99 38,69 q)(SPT:;Ol’;§6
Dentro das populacgdes 10 42,77 61,31
Total 14 69,76
Entre ecorregides 1 6,80 9,33 q)(CPT-?)02,8?3
Entre p(_)PuIa(;oes dentro das 3 2333 32,00 CDSC_1=0,352
ecorregioes (P=0,02)
Dentro das populacgdes 10 42,77 58,67 Q(?:,T:T)Ol’g§3
Total 14 72,01

As relagBes genealdgicas indicaram complexa e antiga relacdo entre haplotipos com
uma divisdo em dois haplogrupos muito bem definidos para D. melacanthus (Figura 1A). Os
haplotipos H46, H47, H48, H49 e H50 formam um haplogrupo localizado mais ao norte e
nordeste da América do Sul. O restante dos hapl6tipos representam uma linhagem localizada
mais ao Sul da América do Sul. O haplétipo H21 do gene COI foi o mais frequente encontrado
nas populagoes.

Ja a rede de haplotipos do gene 16S demonstrou também grande complexidade com
haplo6tipos separados por um grande numero de passos mutacionais (Figura 1B). O grande

namero de passos mutacionais nos permite definir distintos haplogrupos, mas menos definidos
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pela distribuicdo geografica. O haplotipo H15 do gene 16S foi o mais frequente encontrado nas
populagdes.

H46

A oo

H47

H58

L sanole
® Ecorregidol
® Ecorregido2
® Ecorregiao3
® Ecorregidod
' Ecorregido$

H29

1 sample

® Ecorregidol

Ecorregiao2
® Ecorregidos
© Ecorregido5

H32

Figura 1. Redes de hapldtipos com base em sequéncias de fragmentos dos genes COI (A) e 16S (B)
para individuos de D. melacanthus.
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Para Dichelops furcatus, as relacGes genealdgicas também indicam complexa e antiga
interacdo entre haplotipos (Figura 2A). Populagdes do Sul e Centro-Oeste compartilham
haplotipos, sendo os haplétipos H3 e H4 os mais frequentes para o gene COI, enquanto o

haplotipo H1 € o mais frequente para o gene 16S (Figura 2B).

H6
H4

H7
H1

H2
H3 H5

15
Q
1 sample

® Ecorregidol
® Ecorregido2

Figura 2. Redes de haplétipos com base em sequéncias de fragmentos dos genes COI (A) e 16S (B)
para individuos de D. furcatus.

As relagdes genealdgicas para os genes COl e 16S concatenados formam uma rede complexa
gue denota um tempo grande de divergéncia entre haplotipos (Figura 3A). Os haplotipos H46,
H47 e H48 formam um haplogrupo/linhagem localizada mais ao norte da América do Sul
provenientes de Sinop-MT e Colémbia. O hapldtipo 28 do gene COI foi o mais frequente

encontrado nas populagbes de D. melacanthus, mais especificamente na ecorregido 2.
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Considerando os genes COI e 16S concatenados, existe grande diviséo entre os haplogrupos
das ecorregides 1 e 2 (Figura 3B). O haplétipo H3 foi o mais frequente encontrado nas

populacgdes.

56

10 samples

1 séﬁple
® Ecorregidol
® Ecorregido2
® Ecorregido3
 Ecorregido5

) H48

H46

H3 Ho

H8
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H7 L
1 sample

® Ecorregidol
® Ecorregido?

Figura 3. Redes de haplotipos com base em sequéncias de fragmentos dos genes COIl e 16S
concatenados para individuos de (A) D. melacanthus e (B) D. furcatus.

A arvore filogenética Bayesiana dos hapl6tipos de COI-16S concatenados demonstra
que D. melacanthus é uma linhagem ancestral em relacdo a D. furcatus (Figura 4). A arvore

demonstra claramente a complexidade das relac6es dos haplotipos dentro de D. melacanthus, o
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que gera um grande numero de ramos que apontam subagrupamento de haplétipos

(haplogrupos) néo resolvidos plenamente, como representado nas redes de haplotipos.

2%
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;
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0.83 H7
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— H47

& H4B
H36
H15

Hi7 0.99
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H41

Figura 4. Arvore Bayesiana dos haplétipos de D. furcatus e D. melacanthus com probabilidades
posteriores para cada né/ramo com base em sequéncias de fragmentos concatenados dos genes COl e
16S. Probabilidades posteriores menores que 0.7 ndo foram inseridas. Ramos e haplétipos em

vermelho= D. furcatus.
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O tempo de divergéncia entre as espécies foi estimado em 1,14 milhdes de anos,

correspondendo ao periodo do Pleistoceno (Figura 5). A arvore Bayeasiana ndo-enraizada

sugere duas linhagens bem definidas para D. furcatus e duas para D. melacanthus.

Calabrian

Middle

Upper

Pleistocene

Figura 5. Arvore Bayesiana ndo enraizada dos haplétipos gerada pelo aplicativo BEAST v4.1.8, com
base em sequéncias de fragmentos concatenados dos genes COI-16S, para populagdes de D. furcatus e

D. melacanthus.

4.4. DISCUSSAO

Os resultados do trabalho demonstram uma divergéncia consistente entre D. furcatus e

D. melacanthus, sem compartilhamento de hapl6tipos mitocondriais entre as espécies. Este dado

confirma que tratam-se de duas linhagens isoladas que correspondem a duas espécies, apesar da

dificuldade na diferenciacdo das mesmas por caracteres morfoldgicos (dados ndo publicados,

capitulo 1 desta dissertacdo). Os dados gerados pela analise filogenética Bayesiana indicam que

D. melacanthus é uma espécie mais antiga e diversa em relacdo a D. furcatus, que é provalmente

derivada de uma linhagem de D. melacanthus h& aproximadamente 1,4 milhdo de anos no

Pleistoceno. Esse é um periodo reconhecido no qual ocorreram vérias alteracdes nos biomas
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brasileiros, com eventos de expansdo e retracdo associados a periodos glaciais e secos
(HAYWOOD, & VALDES, 2006). Entretanto, os resultados deste trabalho ndo permitem
explorar precisamente como 0 processo de especiacao ocorreu entre as duas espécies dentro da
Ameérica do Sul, mas vale ressaltar que pela amostragem e demais levantamentos, D. furcatus
prevalece ao sul do Brasil, enquanto D. melacanthus apresenta uma distribuicdo mais ampla do
norte do Parana e nas regides Sudeste e Centro-oeste do pais (GRAZIA, 1978; PANIZZI, 2015).
Aparentemente, D. melacanthus também é mais polifago que D. furcatus; enquanto a primeira é
amplamente descrita em soja, milho, sorgo e trigo, a Gltima esta associada principalmente a trigo
(SMANIOTTO, 2015; PANIZZI et al., 2018). Essas caractaristicas podem gerar hipdteses a
serem testadas sobre 0s eventos e forcas evolutivas que atuaram na especiacgdo das duas espécies.
Por exemplo, no Plioceno foi o periodo de formacdo do cerrado e campos de pastagens que
aumentaram o isolamento entre a Mata Atlantica e a Floresta Amazdénica (HAYWOOD &
VALDES, 2006).

A alta diversidade genética mitocondrial foi encontrada em todas as populacées de D.
furcatus e D. melacanthus, fato comum entre populacbes nativas de percevejos da familia
Pentatomidae em diferentes regides do mundo (CESARI et al., 2017; SOARES et al., 2018). No
entanto, podemos destacar a maior diversidade nucleotidica de D. melacanthus e D. furcatus
foram estimadas na ecorregido associada ao cerrado brasileiro, onde possui aproximadamente
duas vezes mais diversidade nucleotidica quando comparada a outras ecoregides brasileiras.
Maior diversidade nucleotidica sugere a presenca de haplétipos mais divergentes associados a
populacdes mais antigas ou locais de misturas de populac6es ou linhagens.

A maioria dos indices utilizados apontam para expansdo demogréfica de Dichelops spp.
no Brasil. Essa expansdo demografica pode estar ligada a associagdo com cultivos agricolas que
permitem um aumento do N efetivo das populagdes devido a maior disponibilidade de recurso.
As caracteristicas da agricultura brasileira como cultivos variados presentes durante todas as
estacdes do ano e a adocao ampla de plantio direto, favorecem a expansdo demogréafica de varias
pragas no Brasil, incluindo percevejos (ALBERNAZ et al., 2012; LEITE et al., 2017; SOARES
et al., 2018). Além disso, os maiores valores de T foram estimados para as ecorregides 3 para D.
melacanthus e ecorregido 2 para D. furcatus, que representam o Centro-oeste brasileiro,
sugerindo que as populacdes dessa ecorregifes sdao mais antigas quando comparadas as
populacdes mais ao Sul e Sudeste do Brasil. Esse fato corrobora com estudos que sugerem que
um dos centros de diversidade de Pentatomidae na América do Sul é a regido Norte, com
posterior expansao para regides mais ao Sul do continente (ROLSTON, 1974; BARCELLOS &
GRAZIA, 2003; GENEVCIUS & SCHWERTNER, 2014). O aumento de amostras de Dichelops
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spp. oriundas do Norte do pais e mais estudos filogeogréaficos com percevejos Pentatomidae séo
cruciais para maior robustez dessa hipotese biogeografica.

As populac6es de ambas as espécies estdo altamente estruturadas com ®ST > 0,23 para
todos 0s genes testados. A estruturacdo é explicada significativamente quando dividimos as
populagdes por ecorregides brasileiras, sugerindo um parcial isolamento por distancia (IBD) ou
por fator ambiental (IBE). Alta estruracdo genética é explicada pela baixa capacidade de
dispersao das espécies e 0 comportamento de dorméncia na auséncia de alimento e em condicdes
abioticas desfavoraveis como temperatura e fotoperiodo, descritas para diversos percevejos que
atacam a cultura da soja (MOURAO & PANIZZI, 2000; MOURAO & PANIZZI, 2002). O atual
cenario da agricultura brasileira pode favorecer o aumento de misturas de populagdes devido ao
transporte de grdos e maquinarios agricolas. 1sso pode aumentar a capacidade de adaptacéo local
de populacdes naturais a novos e perturbados ambientes, pois pool génicos isolados quando se
reencontram, e ndo possuem nenhum isolamento reprodutivo, permitem a interacdo de alelos
distintos maximizando o potencial adaptativo de uma espécie (LOMBAERT et al. 2010; CRISPO
etal., 2011; CHOWN et al., 2015; HAHN & RIESEBERG, 2017).

As relacGes genealdgicas demostraram-se complexas e antigas, com haplétipos
separados por um grande nimero de passos mutacionais, sugerindo a presenca de linhagens
mitocondriais distintas dentro das duas espécies. Além disso, a rede de hapl6tipo é congruente
com espécies nativas, de alta diversidade genética e com histdrias demogréaficas complexas
(AVISE, 2000). No entanto, a relacdo geografica entre os haplotipos ndo foi muito bem
esclarecida tanto quando utilizando a rede de haplétipo, quanto com a analise filogenética
Bayesiana, possuindo um grande nimero de intercessdes e baixo bootstrap, respectivamente.
Porém, apesar de ndo-enraizada, a analise filogenética construida juntamente ao reldgio
molecular, sugere claramente as duas linhagens de ambas as espécies que divergiram ha cerca de
1,4 milhGes de anos. A rede de haplotipo do fragmento do gene COIl demostrou uma nitida
separacdo de dois haplogrupos formado por haplétipos oriundo de Alagoas, Coldmbia e um
individuo de Sinop-MT, e outro haplogrupo formado por haplotipos oriundo do Centro-oeste,
Sudeste e Sul do Brasil (ver figura 2A). Esse resultado pode sugerir a presenca de linhagens
distintas isoladas em diferentes ecorregides brasileiras, principalmente onde a agricultura
intensiva ainda néo é difundida.

Este trabalho reforca a importancia do estudo de popula¢es em pragas emergentes, uma
vez que é possivel inferir padres de expansdo e até mesmo entender a histdria evolutiva das
espécies. Apesar dos genes mitocondriais evoluirem rapidamente devido a alta taxa de mutagdes,

os resultados sugerem resultados importantes acerca dos padrdes contemporaneos de evolugéo
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das espécies D. furcatus e D. melacanthus. No entanto, uma melhor definigéo sobre a historia de
vida das espécies requer uma maior amostragem de populacées, abrangendo as regides Norte do
Brasil e América do Sul, e maior amostragem de populacbes de D. furcatus. Além disso, a
utilizacdo de um gene nuclear pode trazer informag6es complementares sobre fluxo génico entre
populaces e linhagens de ambas as espécies, assim como sugerir eventos de hibridizagéo (fluxo
génico) interespecifico.

4.5. CONCLUSAO

Os percevejos barriga-verde Dichelops furcatus e Dichelops melacanthus séo
linhagens geneticamente divergentes, confirmando a existéncia de duas espécies com
estimativa de divergéncia de 1,4 milhGes de anos. As populacGes de ambas as espécies
encontradas no Brasil possuem alta diversidade genética, estdo em expansdo demogréafica e sdo
estruturadas geograficamente.
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