
27

Rev. Biol. Neotrop. / J. Neotrop. Biol., Goiânia, v. 16, n. 1, p. 27­41, jan.­jun. 2019

A
R
T
IG
O
S

AVALIAÇÃO DA DIVERSIDADE GENÉTICA DE SITOPHILUS ZEAMAIS 
MOTSCHULSKY,  1855  (COLEOPTERA:  CURCULIONIDAE) 
UTILIZANDO ISOENZIMAS EM AMOSTRAS DE DIVERSAS REGIÕES 
DO BRASIL E DO PARAGUAI

DANIELLE DAS NEVES BESPALHOK

Universidade Estadual de Maringá, Departamento de Agronomia, Programa de Pós­
Graduação em Genética e Melhoramento, Maringá, Paraná, Brasil,  
dani_bespalhok@hotmail.com.

BRUNO CESAR CIRCUNVIS

Universidade Estadual de Maringá, Departamento de Agronomia, Programa de Pós­
Graduação em Genética e Melhoramento, Maringá, Paraná, Brasil, 
bc.circunvis@gmail.com.

ALISON HENRIQUE FERREIRA JULIO

Universidade Estadual de Maringá, Departamento de Bioquímica, Programa de Pós­
Graduação em Biologia Celular e Molecular, Maringá, Paraná, Brasil, 
alisonhfj@gmail.com.

SANDRO DANIEL DROSDOSKI

Universidade Estadual de Maringá, Departamento de Bioquímica, Programa de Pós­
Graduação em Biologia Celular e Molecular, Maringá, Paraná, Brasil, 
sandro.twister@gmail.com.

ERASMO RENESTO

Universidade Estadual de Maringá, Departamento de Biotecnologia, Genética e Biologia 
Celular, Maringá, Paraná, Brasil, erenesto@hotmail.com.

Resumo: O uso do inseticida ainda tem sido utilizado em grande escala para o controle de diversas 
pragas  de  grãos  armazenados  representando  grandes  riscos  no  desenvolvimento  de  resistências. 
Existem vários estudos com o Sitophilus zeamais que buscam conter suas populações, contudo estu­
dos que analisam sua variabilidade genética é muito pouco. O objetivo deste trabalho foi o de avaliar 
a variabilidade genética de S. zeamais em 10 amostras de diversos locais, destes, oito localidades são 
do território Brasileiro: Tunápolis (SC), Iguatemi (PR), Piracicaba (SP), Coimbra (MG), Maracaju (MS), 
Canarana (MT), Jataí (GO), Picos (PI) e duas localidades são do Paraguai: Amambay e Pedro Juan Ca­
ballero. Foram empregadas metodologias de eletroforese de isoenzimas, em gel de amido para exa­
minar  seis  sistemas  enzimáticos  (AAT,  ACP,  GPI,  IDH,  MDH  e  ME)  e  em  gel  de  poliacrilamida  que 
permitiram analisar a enzima (EST). A conclusão deste, foi que a espécie revelou ter uma elevada va­
riabilidade genética  (He), uma moderada diferenciação entre as amostras e estas  foram compiladas 
em três grupos.

Palavras­chave: eletroforese, inseto­praga, variabilidade genética. 
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EVALUATION  OF  THE  GENETIC  DIVERSITY  OF  SITOPHILUS  ZEAMAIS  MOTSCHULSKY,  1855 
(COLEOPTERA:  CURCULIONIDAE)  USING  ISOZYMES  IN  SAMPLES  FROM  SOME  REGIONS  OF 
BRAZIL AND PARAGUAY

Abstract: The use of  insecticide has still been used  in  large scale  for  the control of  several  stored 
grain pests representing great risks in the development of resistance. There are several studies with 
Sitophilus  zeamais  that  seek  to  contain  their  populations,  but  studies  that  analyze  their  genetic 
variability  are  very  few.  The  objective  of  this  work  was  to  evaluate  the  genetic  variability  of  S. 
zeamais  in  10  samples  from  several  sites,  of  these,  eight  localities  are  of  the  Brazilian  territory: 
Tunápolis (SC), Iguatemi (PR), Piracicaba (SP), Coimbra Maracaju (MS), Canarana (MT), Jataí (GO), 
Picos  (PI)  and  two  localities  are  from  Paraguay:  Amambay  and  Pedro  Juan  Caballero.  We  used 
isozyme  electrophoresis methodologies  in  starch  gel  to  examine  six  enzymatic  systems  (AAT,  ACP, 
GPI, HDI, MDH and ME) and  in polyacrylamide gel  that  allowed  to  analyze  the enzyme  (EST).  The 
conclusion  of  this  study  was  that  the  species  showed  high  genetic  variability  (He),  a  moderate 
differentiation between the samples and these were compiled in three groups.

Keywords: electrophoresis, insect pests, genetic variability.

INTRODUÇÃO

O  sexto  levantamento de grãos divul­
gado  pela  Companhia  Nacional  de  Abasteci­
mento  (CONAB)  no mês  de  fevereiro  do  ano 
de 2016  revelou que a produção de grãos no 
Brasil na safra 2015/2016  foi de aproximada­
mente 210,3 milhões de toneladas. De acordo 
com o documento, o volume é 1,3% superior 
à  safra  anterior  (CONAB,  2016).  De  acordo 
com esse levantamento, dos 210,3 milhões de 
toneladas  de  grãos  produzidos,  aproximada­
mente 39,73 % são de milho.  E  a  cultura  do 
milho  é  a maior  em  volume  de  produção  em 
escala mundial, sendo os Estados Unidos, Chi­
na, Brasil  e Argentina os maiores produtores, 
o que  representa 70% da produção conforme 
Peixoto (2014). O milho ainda será o alimento 
mais importante, visto que há uma estimativa 
de  que  teremos  de  alimentar  o  mundo,  que 
atualmente  possui  uma  população  em  torno 
de  sete  bilhões  de  pessoas  e,  que  em  2050 
excederá a nove bilhões (Peixoto, 2014). 

Uma parte relevante das safras agrícolas 
de  grãos  se  perde  todo  ano  devido  às  falhas 
na  colheita,  no  transporte  e  armazenamento. 
A situação se agrava com a falta ou uso inde­
vido de medidas de controle de pragas, sendo 
essas  responsáveis  pelas  maiores  perdas 
(Campos, 2014). Estima­se que no Brasil 20% 
da produção anual de grãos se perde entre a 
colheita  e  o  armazenamento  e  que  metade 
dessas  perdas  seja  ocasionada  durante  o  ar­
mazenamento dos grãos devido ao ataque de 
pragas (Campos, 2014).

Uma das principais pragas dos grãos ar­
mazenados em regiões tropicais é o Sitophilus 
zeamais Motschulsky, 1855 e é considerada a 
praga  mais  importante  do  milho  no  Brasil 

(Guedes, 1991). Para Mckenzie  (1996) o manejo 
da maioria das pragas de grãos armazenados tem 
sido feito, preferencialmente, com o uso do inse­
ticida fumigante fosfeto de alumínio, o que repre­
senta  um  enorme  risco  no  desenvolvimento  de 
resistência a este produto. O uso frequente de in­
seticida  somado às  técnicas de aplicação  inapro­
priadas  favorece  o  aumento  da  pressão  de 
seleção  de  indivíduos  resistentes  (Mckenzie, 
1996).  Estes  produtos  químicos  de  ação  prolon­
gada podem permanecer nas águas e no solo por 
décadas,  infiltrando­se  até  os  lençóis  freáticos. 
Por  serem  à  base  de  metais  pesados  (chumbo, 
cádmio,  mercúrio),  são  capazes  de  persistir  no 
ambiente e provocam alta toxicidade (Lara & Ba­
tista, 1992).

Os  problemas  relacionados  à  utilização 
desses inseticidas no manejo de insetos­praga de 
grãos  armazenados  estimulam  a  o  desenvolvi­
mento  de  novas  alternativas  de  controle,  princi­
palmente  as  técnicas  que  possam  ser  utilizadas 
em pequenas propriedades rurais, onde, segundo 
Santos  (1993),  as  principais  pragas  são  S.  zea­
mais e roedores.

Existem muitos  estudos  com o  S.  zeamais 
visando seu controle, porém poucos analisando a 
variabilidade genética desta espécie. Alguns estu­
dos  foram  feitos por Beiras & Petitpierre  (1981), 
Pintureau  et  al.  (1991)  e  Grenier  et  al.  (1994) 
que analisaram esterases de três espécies de Si­
tophilus  da  Europa.  Análises  de  microssatélites 
em herança de genes nulos foram realizadas, po­
rém em outras espécies da mesma família o Cur­
culionidae,  Pissodes  strobi  (Liewlaksaneeyanawin 
et al., 2002; Kim et al., 2006).

A  avaliação  da  variabilidade  genética  em 
populações de pragas de culturas, bem como dos 
elementos  que  conservam  esta  variabilidade  são 
muito  importantes  na  elaboração  de  programas 
de controle mais eficazes.

De acordo com Moyle & Leidy (1992) a va­
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riabilidade genética é a herança evolutiva de uma 
espécie,  o  conhecimento,  a avaliação e a manu­
tenção  da  integridade  genética  de  determinadas 
espécies  é  um  dos  aspectos  fundamentais  em 
programas de preservação, manejo e controle da 
mesma. Perante isso, podemos inferir que as téc­
nicas  moleculares  genéticas  estão  se  tornando 
cada  vez mais  úteis  na  constatação  da  variabili­
dade de espécies. Informações obtidas pela aná­
lise  de  isoenzimas,  por  exemplo,  apesar  de 
remota, ainda exibe sua importância e pode con­
tribuir  para  várias  áreas  da  biologia,  pois  é  um 
representativo do  conhecimento básico da  varia­
bilidade genética. 

Conforme a conclusão dos estudos de Fer­
reira  &  Grattapaglia  (1998)  e  Alfenas  (2006)  a 
eletroforese de isoenzimas é um instrumento que 
pode ser utilizado não somente como artifício pa­
ra  estimar  os  níveis  de  variabilidade  genética, 
mas  também  para  identificar  o  fluxo  gênico  em 
populações  naturais,  no  estudo  da  dispersão  de 
espécies,  na  análise  de  filogenias  e  hibridização 
natural, e também no melhoramento genético.

A variabilidade genética de uma população 
pode  ser  quantificada  por  meio  das  frequências 
gênicas adquiridas com a análise de isoenzimas e 
parte do princípio de que as proteínas são cadei­
as de aminoácidos que mostram a expressão de 
um gene ativo no DNA (Torres et al., 2004). Nes­
ta  técnica,  ocorre  o  fracionamento  de moléculas 
em  relação  ás  suas  cargas  elétricas,  seus  pesos 
moleculares  e  suas  conformações,  em  suportes 
contendo  poros  e  tampões  apropriados,  sob  a 
condução  de  um  campo  elétrico  contínuo  (Alfe­
nas,  2006).  Nestes  casos,  considera­se  que  os 
locos analisados  retratam uma amostra aleatória 
do  genoma  e,  dessa maneira,  a  população  seria 
representante dessa amostra (Solferini & Selivon, 
2001).

O objetivo deste trabalho foi o de avaliar a 
variabilidade  genética  de  Sitophilus  zeamais  em 
10 amostras de diversos locais, destes, oito loca­
lidades  são  do  território  Brasileiro:  Tunápolis 
(SC),  Iguatemi  (PR),  Piracicaba  (SP),  Coimbra 
(MG), Maracaju (MS), Canarana (MT), Jataí (GO), 
Picos  (PI)  e  duas  localidades  são  do  Paraguai: 
Amambay e Pedro Juan Caballero.

MATERIAL E MÉTODOS

Foram  empregadas  metodologias  de  ele­
troforese  de  isoenzimas,  em  gel  de  amido  para 
examinar  seis  sistemas  enzimáticos:  Aspartato 
Amino Transferase  (AAT), Fosfatase Ácida  (ACP), 
Glucose­6­fosfato  Isomerase  (GPI),  Isocitrato 
Desidrogenase  (IDH),  Malato  Desidrogenase 
(MDH) e Enzima Málica  (ME)  e  em gel  de polia­
crilamida que permitiu analisar uma enzima, Es­
terase (EST). 

COLETA E MANUTENÇÃO DAS AMOSTRAS

Com  exceção  da  amostra  de  Iguatemi 
(PR)  que  foi  coletada  de  amostras  de  milho 
colhido  e  armazenado  em  um  galpão,  o  res­
tante das amostras de S. zeamais foram cedi­
das  pela  Prof.ª  Drª  Leda  Rita  Dantonino 
Faroni,  da  Universidade  Federal  de  Viçosa 
(UFV).  Essas  amostras  foram  mantidas  vivas 
em  uma  incubadora,  com  temperatura  de  25 
°C, umidade relativa de 70% e fotoperíodo de 
12 h com  luz e 12 h sem  luz, na UFV. Foram 
ordenadas  da  seguinte  forma,  8  amostras  de 
diferentes estados brasileiros e duas amostras 
do  Paraguai:  1­  Tunápolis  (SC),  2­  Iguatemi 
(PR), 3­ Piracicaba (SP), 4­ Coimbra (MG), 5­ 
Maracaju  (MS),  6­  Canarana  (MT),  7­  Jataí 
(GO), 8­ Picos  (PI), 9­ Amambay  (PYA­ Para­
guai)  e  10­  Pedro  Juan  Caballero  (PYP­Para­
guai)  (Fig.  1).  Após  ser  enviado  para  a 
Universidade Estadual de Maringá (UEM), Ma­
ringá  (PR),  os  insetos  foram  colocados  em 
frascos  de  vidros  fechados  com  tecido  que 
permite a passagem de ar, contendo arroz co­
mo  dieta  alimentar,  e mantidos  em  uma  sala 
com  fotoperíodo  de  12  h  de  claro  e  12  h  de 
escuro (LD 12:12), temperatura de 25 °C ± 2 
°C  e  umidade  relativa  do  ar  de,  aproximada­
mente, 70%.

PREPARO DAS AMOSTRAS

Para os insetos serem macerados houve 
uma  preparação  antes,  eles  foram  anestesia­
dos com baixa temperatura, ou seja, mantidos 
em  gelo  por  10  minutos.  Em  seguida  foram 
macerados,  com  bastão  de  vidro,  individual­
mente em  tubo plástico do  tipo Eppendorf de 
1,5 ml, a 0 °C em 20 μl de solução de extra­
ção composta por glicerol e β­mercaptoetanol 
0,1% (1:9 V/V). 

PREPARAÇÃO DOS GÉIS

Dois  tipos  de  géis  foram  feitos  para  a 
análise da diversidade genética de S. zeamais: 
Gel de Amido e Gel de Poliacrilamidaa.

ELETROFORESE DE ISOENZIMAS EM GEL DE AMIDO

As  enzimas  AAT  (Aspartato  Amino 
Transferase), ACP (Fosfatase Ácida), GPI (Glu­
cose­6­fosfato  Isomerase),  IDH  (Isocitrato 
Desidrogenase), MDH  (Malato Desidrogenase) 
e ME (Enzima Málica) foram reveladas em gel 
de amido. O gel foi preparado utilizando amido 
penetrose  50  a  17%  em  solução  tampão,  o 
qual é específico para cada enzima. Essa solu­
ção é utilizada tanto para o preparo do gel co­
mo para a corrida eletroforética. O tampão Tris 
Citrato pH 7,6 (Tris 0,1 M e Ácido Cítrico 0,028 
M)  foi  usado  para  as  enzimas:  GPI,  IDH  e 
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MDH;  e  o  Tampão  TBE pH 8,6  (Tris  0,18 M  / 
Ácido Bórico 0,4M e EDTA 0,004M) para as en­
zimas: AAT, ACP, GPI e ME.

Após o preparo das  amostras,  os  tubos 
foram centrifugados em centrífuga refrigerada 
(Mickro  220Rd  a  Hettich)  numa  rotação  de 
19.0064,136 x g, a 4 °C, durante 15 minutos. 
Um volume de 5 μl  do  sobrenadante  foi  apli­
cado no gel com auxílio de uma tira de papel­
filtro  (4 mm x 8 mm) Whatman 3MM®, para 
cada eppendorf, o qual  foi colocado numa cu­
ba horizontal  de  corrida  que  continha  o mes­
mo tampão usado para fazer o gel. Ligou­se a 
cuba a uma fonte de energia com voltagem de 
250  a  300  V  e  amperagem  de  30  a  40  mA, 
durante um período de 17 horas, conforme Al­

fenas (2006a). Após a corrida eletroforética, o gel 
foi fatiado horizontalmente e as fatias foram sub­
mersas  em  soluções  histoquímicas  específicas 
para cada sistema enzimático, preparadas segun­
do  o  protocolo  de Murphy  et  al.  (1996).  Após  5 
minutos, o gel foi retirado dessa solução e fixado 
em  uma  mistura  de  30  ml  de  álcool  metílico, 
água destilada e ácido acético numa proporção de 
5:5:1 para fixação e depois o gel foi colocado em 
uma placa de vidro para ser digitalizado.

ELETROFORESE  DE  ISOENZIMAS  EM GEL  DE  POLIACRI ­
LAMIDA

A  análise  das  Esterases  foi  realizada  pela 
técnica de eletroforese descontínua em gel verti­
cal de poliacrilamida a 11% de acordo com Davis 

Fig. 1. Mapa da América do Sul com os locais de coleta de Sitophilus zeamais Motschulsky (1855). 1­ 
Tunápolis  (SC),  2­  Iguatemi  (PR),  3­  Piracicaba  (SP),  4­  Coimbra  (MG),  5­  Maracaju  (MS),  6­ 
Canarana (MT), 7­ Jataí (GO), 8­ Picos (PI), 9­ Amambay (PYA ­ Paraguai) e 10­ Pedro Juan Caballero 
(PYP ­ Paraguai). 
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(1964)  e  Laemmli  (1970),  com  gel  de  empilha­
mento a 4%. Em seguida ao preparo das amos­
tras,  elas  foram  centrifugadas por  cinco minutos 
a  45.000  x  g  em  centrífuga  refrigerada  a  4  ºC. 
Um  volume  de  15  μl  do  sobrenadante  de  cada 
amostra  foi  aplicado  no  gel.  Os  géis  foram 
submetidos  à  eletroforese  por  três  horas  e  30 
minutos,  a  uma  voltagem  constante  de  200  V, 
utilizando­se  para  o  preenchimento  dos  compar­
timentos superiores e  inferiores da cuba, o  tam­
pão  Tris­Glicina  0,1  M  pH  8,3.  Na  identificação 
das  esterases  inicialmente  os  géis  foram  pré­in­
cubados  por  30  minutos  em  50  ml  de  tampão 
fosfato 0,1 M pH 6,2; posteriormente substituído 
pela  solução  de  coloração  composta  por  tampão 
fosfato 0,1 M pH 6,2 (50 ml), n­propanol (5 ml), 
corante Fast Blue RR Salt  (0,06 g) e os substra­
tos  α­naftil  acetato  (0,03  g)  e  β­naftil  acetato 
(0,03  g),  previamente  solubilizados  em  acetona 
(1 ml). Após uma hora de incubação no escuro à 
temperatura ambiente, as esterases foram visua­
lizadas  nos  géis  como  bandas  pretas  ou  verme­
lhas,  indicativas da presença de α e β­esterases, 
respectivamente. 

ANÁLISE DOS DADOS

A  interpretação  genética  foi  fundamentada 
na  estrutura  quaternária  das  enzimas  segundo 
Ward et al. (1992). As estimativas estatísticas fo­
ram calculadas usando o programa Popgene 1.31 
(Yeh et al., 1999), tais como: a variabilidade ge­
nética avaliada de acordo com cálculo da hetero­
zigosidade  esperada  (He)  e  heterozigosidade 
observada (Ho), segundo Nei (1987). O Princípio 
de  Hardy­Weinberg  propõe  a  investigação  dinâ­
mica das frequências gênicas de população natu­
rais,  procurando  elucidar  os  mecanismos  que 
alteram  a  sua  composição  gênica  ou  somente  a 
frequência  genotípica  pela  elevação  da  homozi­
gose,  onde  tais  frequências,  podem  permanece­
rem  constantes  com  o  passar  das  gerações, 
independentemente das frequências iniciais,  cor­
roborando  assim,  na  elucidação  da  matemática 
básica, aplicada à genética, na teoria mendeliana 
da  hereditariedade,  (Hardy,  1908;  Weinberg, 
1908; Crilly, 2017).

As  estatísticas  F  (FIS,  FIT  e  FST)  de Wright 
(1978),  os  valores  das  frequências  alélicas,  a 
identidade  (I)  e  a  distância  genética  (D)  de  Nei 
(1972).

  A  partir  da  identidade  (I)  e  da  distância 
genética  (D)  foi  construído  um  dendrograma 
(método  de  agrupamento  pelo  algoritmo UPGMA 
­ Unweighted Pair Group Method With Arithmetic 
Means) das amostras estudadas.

RESULTADOS E DISCUSSÃO

Foi realizada análise de sete sistemas enzi­
máticos Aspartato Amino Transferase (AAT), Fos­
fatase  Ácida  (ACP),  Glucose­6­fosfato  Isomerase 
(GPI),  Isocitrato  Desidrogenase  (IDH),  Malato 

Desidrogenase  (MDH)  e  Enzima  Málica  (ME) 
utilizando  para  isso  uma  amostra  de  S.  zea­
mais pertencentes à 10 localidades diferentes, 
o  que  resultou  na  detecção  de  12  loci  (Aat, 
Acp, Est­3, Est­4, Est­5, Est­6, Est­7, Gpi, Idh, 
Mdh­1, Mdh­2 e Me) e 32 alelos. 

A  expressão  enzimática  dos  alelos  de­
tectados  está  representada  nos  zimogramas 
ilustrados pela Fig. 2. Observa­se que o alelo 
“a”  esteve  presente  em  quase  todos  os  loci 
nas 10 localidades, com exceção do loco Mdh­
2  que  apresentou  o  alelo  “a”  em apenas  seis 
das 10 localidades. O alelo “b” esteve presente 
em todos os  loci, porém apenas em alguns se 
fez presente nas 10 amostras,  tais como Aat, 
Acp, Mdh­1, Mdh­2, Me e Est ­ 4. Já o alelo “c” 
apareceu  nos  seguintes  locus  Aat,  Acp,  Gpi, 
Me, Est  ­ 3 e Est  ­ 4,  sendo que somente no 
locus Aat e Acp esteve presente nas 10 locali­
dades.  E  por  fim  o  alelo  “d”  foi  encontrado 
apenas no  locus Aat e Acp, porém em apenas 
algumas localidades.

Dentre  os  loci  visualizados  também  na 
Fig. 2 as enzimas AAT e ACP tiveram o maior 
número de alelos por  locus (quatro) enquanto 
que metade das enzimas tiveram apenas dois 
alelos por locus nas 10 localidades analisadas. 

Observaram­se  também  alguns  alelos 
exclusivos, na amostra de SC, PI e PYA o alelo 
Aat  (d)  com  frequência  de  0,053,  0,040  e 
0,080  respectivamente  e  na  amostra  do  PR, 
MT,  PI,  GO,  PYA,  PYP  o  alelo  Acp  (d)  com 
frequência  de  0,021,  0,065,  0,020,  0,019, 
0,022  e  0,059  respectivamente.  Nesta  situa­
ção,  tais  alelos  poderiam  ser  indicados  como 
um marcador genético para tais amostras. Dos 
nove  alelos  exclusivos,  o  alelo  Acp  (d)  da 
amostra de GO com frequência de 0,019 pode 
ser considerado ainda como um alelo raro, de­
vido a sua baixa frequência. 

Na Tab. 1  foram mostradas as  frequên­
cias alélicas em cada  locus para cada amostra 
analisada.  Nota­se  que  vários  loci  apresenta­
ram variação alélica e apenas os seguintes loci 
não apresentaram variação: Gpi das amostras 
de  GO,  PYA  e  PYP;  Idh  da  amostra  de  MT; 
Mdh­2 das amostras de SP, PI, GO e PYP; Est­
3  da  amostra  de  PYP; Est­5  das  amostras  de 
MG,  MS,  MT,  PI,  GO,  PYA  e  PYP;  Est­6  das 
amostras de SC, MG, MS, MT, GO, PYA e PYP e 
Est 7 das amostras de PR, MG, MT e GO. 

As  estimativas  das  frequências  alélicas 
foram  submetidas  ao  teste  do  Qui­quadrado 
para verificar se a população estaria em Equi­
líbrio de Hardy­Weinberg (EHW). O único locus 
detectado em EHW em todas as amostras é o 
Mdh–2, enquanto que os loci Aat e Me não es­
tão em EHW nas 10 amostras.

Nenhuma amostra tem todos os  loci em 
EHW,  porém  todas  as  amostras  apresentam 
pelo menos dois loci em EHW, variando o locus 
em cada amostra.
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Fig. 2. Zimograma simbolizando o padrão de bandas dos sete sistemas isoenzimáticos analisados em 
gel de amido e poliacrilamida, com os seus 12 loci e 32 alelos, em 10 amostras de Sitophilus zeamais 
Motschulsky (1855).
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Tab. 1. Frequência dos alelos nas 10 amostras de Sitophilus zeamais Motschulsky (1855).

Os alelos a  e b  foram encontrados  em  to­
das as amostras, porém com diferentes frequên­
cias (Tab. 1). Nos  loci Aat, Acp, Gpi, Me, Est­3 e 
Est­4  foram  observadas  a  presença  do  alelo  c  e 
apenas  nos  loci  Aat  e  Acp  foram  encontrados  o 
alelo  d  e  somente  em  algumaa  amostras.  Esse 

alelo d pode ser considerado um alelo exclusi­
vo, pois pode estar sendo fixado nestas amos­
tras.  De  acordo  com  Thorpe  &  Solé­Cava 
(1994),  novos  alelos  aparecerão  inicialmente 
em frequências baixas na população e o desti­
no  evolutivo  dos  novos  alelos  dependerá  de 
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seu  desempenho  fisiológico  relativo  (valor 
adaptativo  ou  valor  seletivo)  e  de  mudanças 
casuais da frequência, quando transmitido pa­
ra  gerações  seguintes.  Portanto,  a  provável 
razão  da  presença  desses  alelos  exclusivos 
pode ser o isolamento das populações ou, ain­
da, devido a mutações em regiões do DNA que 
codificam  uma  determinada  enzima.  Assim, 
nas  condições  eletroforéticas  aqui  efetuadas 
foi possível diferenciar esse alelo, como sendo 
um novo alelo de frequência muito baixa, pro­
vavelmente devido à mutação. O aumento na 
frequência  pode  ser  devido  à  seleção  natural 
ou  deriva  genética  (Thorpe  &  Solé­Cava, 
1994).  Alelos  exclusivos  podem  servir  como 
marcadores  moleculares  da  espécie,  o  que 
ajudará na sua identificação. 

O  alelo  d  do  locus  Acp  na  amostra  de 
GO (Tab. 1) é o alelo que apresentou a menor 
frequência  alélica  (0,019)  e  os  de  maiores 
frequências apareceram em vários  loci de vá­
rias amostras.

Ainda  utilizando  as  estimativas  das 
frequências  alélicas  foi  realizado  um  teste  do 
qui quadrado de homogeneidade, que demos­
trou a diferenciação entre as amostras ficando 
evidente que dos 12  loci analisados em todas 
as amostras os  loci Aat, Mdh­1, Mdh­2, Est­3, 
Est­4, Est­5, Est­6 e Est­7 diferem estatistica­
mente nas frequências alélicas.

A Tab. 2 mostra que a porcentagem de 
loci polimórficos foi maior nas amostras de SC 

Tab. 2. Medidas de variabilidade genética: K: número de alelos por  loco; Ho: heterozigosidade ob­
servada; He: heterozigosidade esperada e FIS: Índice de fixação, para as 10 amostras de Sitophilus 
zeamais  Motschulsky  (1855).  1­  Tunápolis  (SC),  2­  Iguatemi  (PR),  3­  Piracicaba  (SP),  4­  Coimbra 
(MG), 5­ Maracaju (MS), 6­ Canarana (MT), 7­ Jataí  (GO), 8­ Picos (PI), 9­ Amambay (PYA ­ Para­
guai) e 10­ Pedro Juan Caballero (PYP ­ Paraguai).

e PR  com valor de 91,67 e menor nas amostras 
de PI e PJC com valor de 58,33 sendo estas mai­
ores  das  encontradas  por  Bespalhok  et  al. 
(2015),  onde  encontraram  um  valor  de  30%  de 
loci  polimórficos  para  amostras  de  SC  e  PR,  S. 
zeamais e Sitophilus oryzae respectivamente. Em 
estudos obtidos por Beiras & Petitpierre (1981) a 
proporção  de  loci  polimórficos  foi  16%  para  S. 
zeamais e de acordo com Grenier et al. (1994), a 
porcentagem de  loci  polimórficos  foi  89% em S. 
zeamais. A diferença de porcentagem de  loci po­
limórficos  pode  ter  sido  o  fato  de  que  Beiras  & 
Petitpierre  (1981)  analisaram  seis  loci  de  várias 
enzimas enquanto que Grenier et al. (1994) ana­
lisaram apenas três loci de Esterase.

Em relação ao número médio de alelos por 
locus  (K)  (Tab.  2)  verificou­se  uma  variação  de 
2,3 a 1,8 sendo que o maior número de alelos foi 
encontrado  na  amostra  de  GO  e  o  menor  na 
amostra do PJC. Bespalhok et  al.  (2015) obtive­
ram  um  valor médio  de  alelos  por  locus  de  1,3 
para  amostras  de  S.  zeamais.  O  número  médio 
de  alelos  por  locus  aumentou  em  comparação 
com Bespalhok et al. (2015), o que ser um indi­
cativo no aumento da variabilidade genética con­
forme Alfenas (2006). Nos estudos realizados por 
Grenier et al. (1994), foi verificado que o número 
médio de alelos por  locus  foi 2,48 nessa mesma 
espécie.

Conforme a Tab. 2  verificou­se a heterozi­
gosidade esperada (He) e a heterozigosidade ob­
servada  (Ho)  e  constatou­se  que  a  amostra  de 
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Tab. 3. Comparação dos valores das médias das Heterozigosidades Esperadas (He) por locus das 10 
localidades de Sitophilus zeamais Motschulsky (1855) e valores das médias de He por  locus de 170 
espécies de insetos do estudo de Ward et al. (1992).

GO apresentou maior He (0,330) enquanto que a 
amostra de AM apresentou maior Ho (0,115).

Na Tab. 3 verifica­se uma variabilidade ge­
nética elevada (Média He = 0,322) quando com­
parada à média de He em insetos que é de 0,137 
de acordo com estudos realizados por Ward et al. 
(1992). Bespalhok et al. (2015) obtiveram as se­
guintes  heterozigosidades  médias  esperadas: 

Tab.  4.  Resumo  da  estatística  F  de Wright  (1978)  para  amostras  de  10  localidades  de Sitophilus 
zeamais  Motschulsky  (1855).  N:  tamanho  da  amostra;  FIS:  deficiência  de  heterozigotos  em  cada 
subpopulação;  FIT:  deficiência  de  heterozigotos  nas  populações  totais  e  FST:  proporção  da 
variabilidade genética entre populações. 

0,042, 0,045 e 0,00 para amostras de S. ory­
zae do Paraná (PR), S. zeamais de Santa Ca­
tarina (SC) e S. oryzae do Rio Grande do Sul 
(RS),  respectivamente.  No  presente  trabalho 
dos 12 loci analisados, apenas quatro loci tive­
ram  a  He  menor  do  que  a  encontrada  por 
Ward et al. (1992). A maior He encontrada foi 
no  locus Aat com um valor de 0,674 e a me­

.
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nor do  locus Gpi com valor de 0,053. No  tra­
balho  realizado por Bespalhok et al.  (2015) a 
maior He também foi encontrada para o  locus 
Aat,  com valor  de  0,210  e  0,339  para  amos­
tras de S. oryzae (PR) e S. zeamais (SC), res­
pectivamente.

Na  Tab.  4  foram  apresentados  os  valo­
res de estatísticas F de Wright (1978). Médias 
positivas para os valores de FIS e FIT denota­
ram  excesso  de  indivíduos  homozigotos  nas 
subpopulações  e  no  total  da  população,  res­
pectivamente,  e  os  valores  de  FST mensuram 
o  grau  de  diferenciação  entre  as  populações. 
Valores até 0,05 refletem uma baixa diferenci­
ação  das  populações;  valores  entre  0,05  e 
0,15  sugerem  uma  diferenciação  moderada; 
entre 0,15 e 0,25 mostraram uma diferencia­
ção alta e os valores maiores de 0,25 denota­
ram uma diferenciação muito alta.

Observou­se que o valor médio positivo 
do  índice  de  fixação  FIS  (0,697)  e  o  valor  de 
FIT  (0,739)  para  as  amostras  de  S.  zeamais 
evidencia  excesso  de  indivíduos  homozigotos, 
o  que  pode  ser  devido  ao  fato  dessas  amos­
tras serem mantidas em frascos de cultura por 
muito tempo, o que tornou possível o acasala­
mento entre os indivíduos aparentados, levan­
do  a  endogamia,  e  consequentemente,  o 
aumento de homozigotos. No trabalho realiza­
do por Bespalhok et al. (2015) foi encontrado 
um  valor médio  positivo  do  índice  de  fixação 
FIS  de  0,791  e  o  valor  de  FIT  0,961  também 
confirmando  o  excesso  de  indivíduos  homozi­
gotos como no presente trabalho.

Tab.  5.  Identidade  Genética  (acima  da  diagonal)  e  distância  Genética  (abaixo  da  diagonal)  (Nei, 
1972). 1­ Tunápolis (SC), 2­ Iguatemi (PR), 3­ Piracicaba (SP), 4­ Coimbra (MG), 5­ Maracaju (MS), 
6­  Canarana  (MT),  7­  Jataí  (GO),  8­  Picos  (PI),  9­  Amambay  (PYA  ­  Paraguai)  e  10­  Pedro  Juan 
Caballero (PYP ­ Paraguai).

O  valor  médio  para  FST  foi  de  0,139  indi­
cando que as amostras analisadas têm uma dife­
renciação  genética  moderada.  No  estudo 
realizado por Bespalhok et al. (2015) o valor mé­
dio para FST foi de 0,815 indicando que as amos­
tras  de  Sitophilus  analisadas  eram  diferentes 
geneticamente.

A  identidade genética (I) é uma das medi­
das usadas para verificar se duas populações são 
ou não da mesma espécie. Nei (1972; 1987) pro­
duziu estatísticas para calcular a identidade e dis­
tância genética entre duas populações. Thorpe & 
Solé­Cava (1994) utilizaram valores de identidade 
genética de Nei (1972) para a análise de popula­
ções alopátricas, abrangendo populações da mes­
ma  espécie,  do  mesmo  gênero,  de  espécies 
diferentes  e  espécies  de  gêneros  diferentes.  De 
acordo com estes autores, o índice de identidade 
genética de Nei (1972) entre duas populações da 
mesma  espécie  varia  entre  0,85  e  1,00  e  entre 
duas espécies do mesmo gênero varia entre 0,35 
e 0,85. Assim, se a identidade genética entre du­
as unidades taxonômicas é inferior a 0,85 são du­
as  espécies  distintas.  E  se  for  inferior  a  0,35 
devem ser consi­ deradas como espécies perten­
centes a gêneros diferentes.

Na  Tab.  5  foram  apresentados  valores  da 
identidade  genética  (I)  muito  baixas  e  que,  de 
acordo  com  Nei  (1972;  1987),  evidencia  que  as 
amostras  aqui  estudadas  são  de  espécies  alta­
mente parecidas, podendo­se certificar de que se 
trata  da  mesma  espécie.  De  acordo  com  dados 
obtidos por Bespalhok et al., (2015) os valores de 
“I” mostraram entre as amostras do PR e SC um 
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Fig. 3. Dendrograma de acordo com Nei (1972) utilizando a distância genética pelo método UPGMA. 
Tunápolis (SC), Iguatemi (PR), Piracicaba (SP), Coimbra (MG), Maracaju (MS), Canarana (MT), Jataí 
(GO), Picos (PI), Amambay (PYA ­ Paraguai) e Pedro Juan Caballero (PYP ­ Paraguai).

valor  de  0,689,  entre  PR  e RS  de  0,998  e  entre 
SC e RS de 0,693, indicando que as amostras do 
PR  e RS  são da mesma espécie  enquanto  que  a 
de SC é de outra espécie.

O  dendrograma  apresentado  na  Fig.  3 
mostra  as  relações  entre  as  populações  baseada 
na distância genética de Nei (1972) calculada pe­
lo método UPGMA. Com base no dendrograma e 
nos testes de qui­quadrado para distâncias gené­
ticas,  pode­se  verificar  que  as  amostras  perten­
cem a três grupos: (SC + PR + MT + GO + PYP), 
(MS + PI + PYA) e (SP + MG).

Uma possível explicação para o excesso de 
homozigotos  observado  no  presente  estudo  é  o 
fato de que as amostras analisadas procedem de 
linhagens que provavelmente  foram derivadas de 
um número muito  pequeno  de  indivíduos,  ou  da 
mesma progênie. Podendo  inferir, de acordo com 
Alfenas  (2006)  que  a  seleção  natural  e  a  deriva 
genética podem ter desempenhado um papel es­
sencial na fixação aleatória de alelos e a constân­
cia  ambiental  do  S.  zeamais  em  armazéns  de 
grãos ou em laboratório.

O  estudo  das  estruturas  populacionais  por 
meio  de  técnicas  moleculares  é  uma  das  partes 
mais  importante  da  genética  da  conservação  e 
tem  sido  útil  tanto  no  estudo  de  populações  ex­
ploradas  comercialmente  (abundantes,  mas  com 
riscos  populacionais  devido  à  super­exploração) 
como  nas  espécies  já  ameaçadas  de  extinção 
(Solé­Cava, 2001).

 A utilização de marcadores moleculares 
foi relevante na análise das características das 
amostras de S. zeamais nas diferentes regiões 
do Brasil e Paraguai. Esse estudo permitiu ve­
rificar a variabilidade genética desses insetos, 
gerando dados  importantes  sobre as  relações 
genéticas  entre  as  populações  resultando  em 
informações  favoráveis  para  estudos  futuros 
que envolvam manipulação genética e manejo 
dessas pragas. 

CONCLUSÕES
Conclui­se  que  dos  12  loci  analisados 

oito  tiveram  valores  altos  de  He  constatando 
uma variabilidade genética elevada.

A estatística F de Wright mostra excesso 
de  indivíduos  homozigotos,  provavelmente 
devido à endogamia e o FST  indica que as 10 
amostras  são  muito  semelhantes  genetica­
mente.

A  identidade  genética  sugere  que  as 
amostras são de espécies altamente parecidas 
e a distância genética  indica que as amostras 
são de espécies muito próximas geneticamen­
te,  podendo  afirmar  que  se  trata  provavel­
mente de amostras de mesma espécie.

As  amostras  podem  ser  agrupadas  em 
três  grupos:  (SC  +  PR  +  MT  +  GO  +  PYP), 
(MS + PI + PYA) e (SP + MG).
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