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Resumo: O uso do inseticida ainda tem sido utilizado em grande escala para o controle de diversas
pragas de grdaos armazenados representando grandes riscos no desenvolvimento de resisténcias.
Existem varios estudos com o Sitophilus zeamais que buscam conter suas populagdes, 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 sdo
do territdrio Brasileiro: Tunapolis (SC), Iguatemi (PR), Piracicaba (SP), Coimbra (MG), Maracaju (MS),
Canarana (MT), Jatai (GO), Picos (PI) e duas localidades sdo do Paraguai: Amambay e Pedro Juan Ca-
ballero. Foram empregadas metodologias de eletroforese de isoenzimas, em gel de amido para exa-
minar seis sistemas enzimaticos (AAT, ACP, GPI, IDH, MDH e ME) e em gel de poliacrilamida que
permitiram analisar a enzima (EST). A conclusdo deste, foi que a espécie revelou ter uma elevada va-
riabilidade genética (He), uma moderada diferenciacdo entre as amostras e estas foram compiladas
em trés grupos.
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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:
Tunapolis (SC), Iguatemi (PR), Piracicaba (SP), Coimbra Maracaju (MS), Canarana (MT), Jatai (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.

INTRODUCAO

0 sexto levantamento de grdaos divul-
gado pela Companhia Nacional de Abasteci-
mento (CONAB) no més de fevereiro do ano
de 2016 revelou que a produgdo de grdaos no
Brasil na safra 2015/2016 foi de aproximada-
mente 210,3 milhdes de toneladas. De acordo
com o documento, o volume é 1,3% superior
a safra anterior (CONAB, 2016). De acordo
com esse levantamento, dos 210,3 milhdes de
toneladas de grdos produzidos, aproximada-
mente 39,73 % sao de milho. E a cultura do
milho é a maior em volume de producdo em
escala mundial, sendo os Estados Unidos, Chi-
na, Brasil e Argentina os maiores produtores,
0 que representa 70% da produgdao conforme
Peixoto (2014). O milho ainda sera o alimento
mais importante, visto que hd uma estimativa
de que teremos de alimentar o mundo, que
atualmente possui uma populagdo em torno
de sete bilhdes de pessoas e, que em 2050
excederd a nove bilhdes (Peixoto, 2014).

Uma parte relevante das safras agricolas
de grdos se perde todo ano devido as falhas
na colheita, no transporte e armazenamento.
A situacdao se agrava com a falta ou uso inde-
vido de medidas de controle de pragas, sendo
essas responsaveis pelas maiores perdas
(Campos, 2014). Estima-se que no Brasil 20%
da produgdo anual de graos se perde entre a
colheita e o armazenamento e que metade
dessas perdas seja ocasionada durante o ar-
mazenamento dos graos devido ao ataque de
pragas (Campos, 2014).

Uma das principais pragas dos graos ar-
mazenados em regides 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 graos armazenados tem
sido feito, preferencialmente, com o uso do inse-
ticida fumigante fosfeto de aluminio, o que repre-
senta um enorme risco no desenvolvimento de
resisténcia a este produto. O uso frequente de in-
seticida somado as técnicas de aplicagdo inapro-
priadas favorece o aumento da pressao de
selecdo de individuos resistentes (Mckenzie,
1996). Estes produtos quimicos de acdo prolon-
gada podem permanecer nas aguas e no solo por
décadas, infiltrando-se até os lencgois freaticos.
Por serem a base de metais pesados (chumbo,
cadmio, mercurio), sdo capazes de persistir no
ambiente e provocam alta toxicidade (Lara & Ba-
tista, 1992).

Os problemas relacionados a utilizacdo
desses inseticidas no manejo de insetos-praga de
graos 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 sdo 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 trés espécies de Si-
tophilus da Europa. Andlises de microssatélites
em heranga de genes nulos foram realizadas, po-
rém em outras espécies da mesma familia o Cur-
culionidae, Pissodes strobi (Liewlaksaneeyanawin
et al., 2002; Kim et al., 2006).

A avaliagdo da variabilidade genética em
populacdes de pragas de culturas, bem como dos
elementos que conservam esta variabilidade sao
muito importantes na elaboracdo de programas
de controle mais eficazes.

De acordo com Moyle & Leidy (1992) a va-
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riabilidade genética é a heranga evolutiva de uma
espécie, o conhecimento, a avaliacdo e a manu-
tencdo da integridade genética de determinadas
espécies € um dos aspectos fundamentais em
programas de preservagdao, manejo e controle da
mesma. Perante isso, podemos inferir que as téc-
nicas moleculares genéticas estdo se tornando
cada vez mais Uteis na constatacdo da variabili-
dade de espécies. Informacdes obtidas pela ana-
lise de isoenzimas, por exemplo, apesar de
remota, ainda exibe sua importancia e pode con-
tribuir para varias areas da biologia, pois é um
representativo do conhecimento bdsico da varia-
bilidade genética.

Conforme a conclusdo dos estudos de Fer-
reira & Grattapaglia (1998) e Alfenas (2006) a
eletroforese de isoenzimas € um instrumento que
pode ser utilizado ndo somente como artificio pa-
ra estimar os niveis de variabilidade genética,
mas também para identificar o fluxo génico em
populacdes naturais, no estudo da dispersdo de
espécies, na analise de filogenias e hibridizagdo
natural, e também no melhoramento genético.

A variabilidade genética de uma populagao
pode ser quantificada por meio das frequéncias
génicas adquiridas com a andlise de isoenzimas e
parte do principio de que as proteinas sdo cadei-
as de aminodacidos que mostram a expressdo de
um gene ativo no DNA (Torres et al., 2004). Nes-
ta técnica, ocorre o fracionamento de moléculas
em relagdo as suas cargas elétricas, seus pesos
moleculares e suas conformagdes, em suportes
contendo poros e tampdes apropriados, sob a
conducdao de um campo elétrico continuo (Alfe-
nas, 2006). Nestes casos, considera-se que o0s
locos analisados retratam uma amostra aleatéria
do genoma e, dessa maneira, a populacao 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 sdo do territério Brasileiro: Tunapolis
(SC), Iguatemi (PR), Piracicaba (SP), Coimbra
(MG), Maracaju (MS), Canarana (MT), Jatai (GO),
Picos (PI) e duas localidades s3ao do Paraguai:
Amambay e Pedro Juan Caballero.

MATERIAL E METODOS

Foram empregadas metodologias de ele-
troforese de isoenzimas, em gel de amido para
examinar seis sistemas enzimaticos: Aspartato
Amino Transferase (AAT), Fosfatase Acida (ACP),
Glucose-6-fosfato Isomerase (GPI), Isocitrato
Desidrogenase (IDH), Malato Desidrogenase
(MDH) e Enzima Malica (ME) e em gel de polia-
crilamida que permitiu analisar uma enzima, Es-
terase (EST).

COLETA E MANUTENGCAO DAS AMOSTRAS

Com excegao da amostra de Iguatemi
(PR) que foi coletada de amostras de milho
colhido e armazenado em um galpdo, o res-
tante das amostras de S. zeamais foram cedi-
das pela Prof.2 Dr2 Leda Rita Dantonino
Faroni, da Universidade Federal de Vigosa
(UFV). Essas amostras foram mantidas vivas
em uma incubadora, com temperatura de 25
°C, umidade relativa de 70% e fotoperiodo 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- Tunapolis (SC), 2- Iguatemi
(PR), 3- Piracicaba (SP), 4- Coimbra (MG), 5-
Maracaju (MS), 6- Canarana (MT), 7- Jatai
(GO), 8- Picos (PI), 9- Amambay (PYA- Para-
guai) e 10- Pedro Juan Caballero (PYP-Para-
guai) (Fig. 1). Apds ser enviado para a
Universidade Estadual de Maringa (UEM), Ma-
ringd (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 fotoperiodo 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 preparacao antes, eles foram anestesia-
dos com baixa temperatura, ou seja, mantidos
em gelo por 10 minutos. Em seguida foram
macerados, com bastdo de vidro, individual-
mente em tubo plastico do tipo Eppendorf de
1,5 ml, a 0 °C em 20 pl de solucdo de extra-
cao composta por glicerol e B-mercaptoetanol
0,1% (1:9 V/V).

PREPARACAO DOS GEIS

Dois tipos de géis foram feitos para a
anadlise 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 Acida), GPI (Glu-
cose-6-fosfato Isomerase), IDH (Isocitrato
Desidrogenase), MDH (Malato Desidrogenase)
e ME (Enzima Malica) foram reveladas em gel
de amido. O gel foi preparado utilizando amido
penetrose 50 a 17% em solugdo tampao, o
qual é especifico para cada enzima. Essa solu-
cdo é utilizada tanto para o preparo do gel co-
mo para a corrida eIetroforétjca. O tampdo Tris
Citrato pH 7,6 (Tris 0,1 M e Acido Citrico 0,028
M) foi usado para as enzimas: GPI, IDH e
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Fig. 1. Mapa da América do Sul com os locais de coleta de Sitophilus zeamais Motschulsky (1855). 1-
Tunapolis (SC), 2- Iguatemi (PR), 3- Piracicaba (SP), 4- Coimbra (MG), 5- Maracaju (MS), 6-
Canarana (MT), 7- Jatai (GO), 8- Picos (PI), 9- Amambay (PYA - Paraguai) e 10- Pedro Juan Caballero

(PYP - Paraguai).

MDH; e o Tampédo TBE pH 8,6 (Tris 0,18 M /
Acido Bérico 0,4M e EDTA 0,004M) para as en-
zimas: AAT, ACP, GPI e ME.

Apds o preparo das amostras, os tubos
foram centrifugados em centrifuga refrigerada
(Mickro 220Rd a Hettich) numa rotacao de
19.0064,136 x g, a 4 °C, durante 15 minutos.
Um volume de 5 pl do sobrenadante foi apli-
cado no gel com auxilio 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 tampao usado para fazer o gel. Ligou-se a
cuba a uma fonte de energia com voltagem de
250 a 300 V e amperagem de 30 a 40 mA,
durante um periodo de 17 horas, conforme Al-

fenas (2006a). Apds a corrida eletroforética, o gel
foi fatiado horizontalmente e as fatias foram sub-
mersas em solugdes histoquimicas especificas
para cada sistema enzimatico, preparadas segun-
do o protocolo de Murphy et al. (1996). Apos 5
minutos, o gel foi retirado dessa solucao e fixado
em uma mistura de 30 ml de alcool metilico,
agua destilada e acido acético numa proporgdo de
5:5:1 para fixacdo e depois o gel foi colocado em
uma placa de vidro para ser digitalizado.

ELETROFORESE DE ISOENZIMAS EM GEL DE POLIACRI-
LAMIDA

A andlise das Esterases foi realizada pela
técnica de eletroforese descontinua em gel verti-
cal de poliacrilamida a 11% de acordo com Davis
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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 centrifuga refrigerada a 4 °C.
Um volume de 15 pl do sobrenadante de cada
amostra foi aplicado no gel. Os géis foram
submetidos a eletroforese por trés horas e 30
minutos, a uma voltagem constante de 200 V,
utilizando-se para o preenchimento dos compar-
timentos superiores e inferiores da cuba, o tam-
pao Tris-Glicina 0,1 M pH 8,3. Na identificacao
das esterases inicialmente os géis foram pré-in-
cubados por 30 minutos em 50 ml de tampado
fosfato 0,1 M pH 6,2; posteriormente substituido
pela solucdo de coloracdo composta por tampao
fosfato 0,1 M pH 6,2 (50 ml), n-propanol (5 ml),
corante Fast Blue RR Salt (0,06 g) e os substra-
tos a-naftil acetato (0,03 g) e B-naftil acetato
(0,03 g), previamente solubilizados em acetona
(1 ml). Apés uma hora de incubagdo no escuro a
temperatura ambiente, as esterases foram visua-
lizadas nos géis como bandas pretas ou verme-
Ihas, indicativas da presenca de a e B-esterases,
respectivamente.

ANALISE Dos DADoOs

A interpretacdo genética foi fundamentada
na estrutura quaternaria das enzimas segundo
Ward et al. (1992). As estimativas estatisticas fo-
ram calculadas usando o programa Popgene 1.31
(Yeh et al., 1999), tais como: a variabilidade ge-
nética avaliada de acordo com célculo da hetero-
zigosidade esperada (He) e heterozigosidade
observada (Ho), segundo Nei (1987). O Principio
de Hardy-Weinberg propGe a investigacdo dina-
mica das frequéncias génicas de populagdo natu-
rais, procurando elucidar os mecanismos que
alteram a sua composicdo génica ou somente a
frequéncia genotipica pela elevacdo da homozi-
gose, onde tais frequéncias, podem permanece-
rem constantes com o passar das geracgoes,
independentemente das frequéncias iniciais, cor-
roborando assim, na elucidagdo da matematica
basica, aplicada a genética, na teoria mendeliana
da hereditariedade, (Hardy, 1908; Weinberg,
1908; Crilly, 2017).

As estatisticas F (Fis, FiT e FsT) de Wright
(1978), os valores das frequéncias alélicas, a
identidade (I) e a distadncia genética (D) de Nei
(1972).

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

RESULTADOS E DISCUSSAO

Foi realizada analise de sete sistemas enzi-
méticos, Aspartato Amino Transferase (AAT), Fos-
fatase Acida (ACP), Glucose-6-fosfato Isomerase
(GPI), Isocitrato Desidrogenase (IDH), Malato

Desidrogenase (MDH) e Enzima Malica (ME)
utilizando para isso uma amostra de S. zea-
mais pertencentes a 10 localidades diferentes,
0 que resultou na deteccao de 12 loci (Aat,
Acp, Est-3, Est-4, Est-5, Est-6, Est-7, Gpi, Idh,
Mdh-1, Mdh-2 e Me) e 32 alelos.

A expressdao enzimatica dos alelos de-
tectados estd representada nos zimogramas
ilustrados pela Fig. 2. Observa-se que o alelo
“a” esteve presente em quase todos os loci
nas 10 localidades, com excecao do loco Mdh-
2 que apresentou o alelo “a” em apenas seis
das 10 localidades. O alelo “b” esteve presente
em todos os /oci, porém apenas em alguns se
fez presente nas 10 amostras, tais como Aat,
Acp, Mdh-1, Mdh-2, Me e Est - 4. Ja o alelo “¢”
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 /ocus Aat e Acp, porém em apenas
algumas localidades.

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

Observaram-se também alguns alelos
exclusivos, na amostra de SC, PI e PYA o alelo
Aat (d) com frequéncia de 0,053, 0,040 e
0,080 respectivamente e na amostra do PR,
MT, PI, GO, PYA, PYP o alelo Acp (d) com
frequéncia de 0,021, 0,065, 0,020, 0,019,
0,022 e 0,059 respectivamente. Nesta situa-
cdo, 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 frequéncia de 0,019 pode
ser considerado ainda como um alelo raro, de-
vido a sua baixa frequéncia.

Na Tab. 1 foram mostradas as frequén-
cias alélicas em cada /ocus para cada amostra
analisada. Nota-se que varios /oci apresenta-
ram variacao alélica e apenas os seguintes loci
nao apresentaram variacao: Gpi das amostras
de GO, PYA e PYP; Idh da amostra de MT;
Mdh-2 das amostras de SP, PI, GO e PYP; Est-
3 da amostra de PYP; Est-5 das amostras de
MG, MS, MT, PI, GO, PYA e PYP; Est-6 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 frequéncias alélicas
foram submetidas ao teste do Qui-quadrado
para verificar se a populagao estaria em Equi-
librio de Hardy-Weinberg (EHW). O Unico /ocus
detectado em EHW em todas as amostras € o
Mdh-2, enquanto que os loci Aat e Me nao es-
tdo em EHW nas 10 amostras.

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

Amostra Amostra Amostra Amostra Amostra Amostra Amostra Amostra Amostra Amostra

Loco Alelo "3 'sc” SUpR 3-SP  4-MG  5-MS  6-MT  7-PI 8-GO 9-PYA 10-PYP
a 0,237 0,380 048 0,315 0,568 0,386 0,440 0,180 0,280 0,300
b 0,237 0,320 0,400 0,463 0,318 0,364 0,200 0,380 0,400 0,475
Aat c 0,474 0,300 0,120 0,222 0,114 0,250 0,320 0,440 0,240 0,225
d 0,053 0,040 0,080
a 0,283 0,125 0,214 0,071 0,167 0,174 0,160 0,289 0,326 0,177
b 0413 0,375 0,476 0,429 0,452 0,304 0,500 0,289 0,239 0,353
Acp c 0,304 0,479 0,310 0,500 0,381 0,457 0,320 0,404 0,413 0,412
d 0,021 0,065 0,020 0,019 0,022 0,059
a 0,963 0,963 0,963 0,962 0,962 0,960 0962 1,000 1,000 1,000
Gpi b 0,039 0,039 0,040 0,039
c 0,037 0,037 0,037
a 0,974 0,974 0972 0,972 0921 1,000 0952 0,895 0,905 0,944
Tdh b 0,026 0,026 0,028 0,028 0,079 0,048 0,105 0,095 0,056
a 0,929 0,667 0,563 0,500 0,667 0500 0611 0632 0,650 0,846
Hah-1 b 0971 0,333 0,438 0,500 0,333 0,500 0,389 0,368 0,350 0,154
a 0,023 0,019 0,077 0,077 0,065 0,135
Mdh-2
b 0,977 0,982 1,000 0,923 0,923 0,935 1,000 1,000 0,865 1,000
a 0,813 0,824 0,765 0,735 0,763 0,833 0,790 0,750 0,882 0,833
Me b 0,125 0,177 0,177 0,265 0,237 0,167 0,211 0,250 0,118 0,167
c 0,063 0,059

0,667 0433 0571 0,316 0,833 0816 0,816 0,870 0,917 1,000
Est-3 b 0,333 0,567 0,429 0,684 0,167 0,158 0,158 0,087 0,083

c 0,026 0,026 0,044

0,571 0,625 0,281 0,088 0,125 0,273 0,227 0,614 0,636 0,684

Est-4 b 0,429 0,375 0,719 0,912 0,875 0,727 0,568 0,386 0,364 0,316
c 0,205
et a 0,706 0,947 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000
st-
b 0,294 0,053
a 1,000 0,778 0,300 1,000 1,000 1,000 0,882 1,000 1,000 1,000
Est-6
b 0,222 0,700 0,118
a 0,600 1,000 0,960 1,000 0,587 1,000 0,500 1,000 0,200 0,891
Est-7
b 0,400 0,040 0,413 0,500 0,800 0,109
Os alelos a e b foram encontrados em to- alelo d pode ser considerado um alelo exclusi-
das as amostras, porém com diferentes frequén- Vo, pois pode estar sendo fixado nestas amos-
cias (Tab. 1). Nos loci Aat, Acp, Gpi, Me, Est-3 e tras. De acordo com Thorpe & Solé-Cava
Est-4 foram observadas a presenca do alelo c e (1994), novos alelos aparecerdo inicialmente
apenas nos loci Aat e Acp foram encontrados o em frequéncias baixas na populagdo e o desti-
alelo d e somente em algumaa amostras. Esse no evolutivo dos novos alelos dependerd de
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seu desempenho fisioldgico relativo (valor
adaptativo ou valor seletivo) e de mudancgas
casuais da frequéncia, quando transmitido pa-
ra geracbes seguintes. Portanto, a provavel
razao da presenca desses alelos exclusivos
pode ser o isolamento das populagdes ou, ain-
da, devido a mutagdes em regides do DNA que
codificam uma determinada enzima. Assim,
nas condicOes eletroforéticas aqui efetuadas
foi possivel diferenciar esse alelo, como sendo
um novo alelo de frequéncia muito baixa, pro-
vavelmente devido a mutagcdo. O aumento na
frequéncia pode ser devido a selegdo natural
ou deriva genética (Thorpe & Solé-Cava,
1994). Alelos exclusivos podem servir como
marcadores moleculares da espécie, o que
ajudara na sua identificagdo.

O alelo d do /locus Acp na amostra de
GO (Tab. 1) é o alelo que apresentou a menor
frequéncia alélica (0,019) e os de maiores
frequéncias apareceram em varios /oci de va-
rias amostras.

Ainda utilizando as estimativas das
frequéncias alélicas foi realizado um teste do
qui quadrado de homogeneidade, que demos-
trou a diferenciacdo entre as amostras ficando
evidente que dos 12 /oci analisados em todas
as amostras os loci Aat, Mdh-1, Mdh-2, Est-3,
Est-4, Est-5, Est-6 e Est-7 diferem estatistica-
mente nas frequéncias alélicas.

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

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

Em relagdo ao nimero médio de alelos por
locus (K) (Tab. 2) verificou-se uma variagdo de
2,3 a 1,8 sendo que o maior nimero 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 numero médio
de alelos por locus aumentou em comparagao
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 numero
médio de alelos por locus foi 2,48 nessa mesma
espécie.

Conforme a Tab. 2 verificou-se a heterozi-
gosidade esperada (He) e a heterozigosidade ob-
servada (Ho) e constatou-se que a amostra de

Tab. 2. Medidas de variabilidade genética: K: numero de alelos por loco; Ho: heterozigosidade ob-
servada; He: heterozigosidade esperada e Fis: Indice de fixacdo, para as 10 amostras de Sitophilus
zeamais Motschulsky (1855). 1- Tunapolis (SC), 2- Iguatemi (PR), 3- Piracicaba (SP), 4- Coimbra
(MG), 5- Maracaju (MS), 6- Canarana (MT), 7- Jatai (GO), 8- Picos (PI), 9- Amambay (PYA - Para-

guai) e 10- Pedro Juan Caballero (PYP - Paraguai).

Localidades K HO HE Fis Loci Polimorficos % Locus Polimérficos

1-sC 2,250 0,069 0,328 0,789 11 91,67%
2-PR 2,167 0,090 0,311 0,710 11 91,67%
3-5SP 2,083 0,067 0,310 0,784 10 83,33%
4 - MG 1,917 0,063 0,252 0,752 9 75,00%
5-MS 2,000 0,090 0,285 0,684 10 83,33%
6 - MT 2,000 0,095 0,257 0,629 8 66,67%
7 - PI 2,333 0,089 0,330 0,730 10 83,33%
8 - GO 1,917 0,084 0,259 0,675 7 58,33%
9 -PYA 2,083 0,115 0,291 0,605 9 75,00%
10 -PYP 1,833 0,080 0,221 0,637 7 58,33%
Média 2,058 0,084 0,284 0,699 9,2 76,67%
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Tab. 3. Comparagdo dos valores das médias das Heterozigosidades Esperadas (He) por /ocus das 10

localidades de Sitophilus zeamais Motschulsky (1855)
espécies de insetos do estudo de Ward et al. (1992).

e valores das médias de He por /ocus de 170

Loco He Ward et al. (1972)
AAT 0,674 0,134
ACP 0,657 0,199

GPI 0,053 0,229
IDH 0,096 0,124
MDH1 0,459 0,063*
MDH2 0,077 -

ME 0,327 0,095
EST3 0,4 0,274%%
EST4 0,508 -
EST5 0,079 -
EST6 0,226 -
EST7 0,326 -
Média 0,322 0,137

* Valor referente a média da enzima MDH. ** Valor referente a média da enzima EST.

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

Na Tab. 3 verifica-se uma variabilidade ge-
nética elevada (Média He = 0,322) quando com-
parada a 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:

0,042, 0,045 e 0,00 para amostras de S. ory-
zae do Parana (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 /oci 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-

Tab. 4. Resumo da estatistica F de Wright (1978) para amostras de 10 localidades de Sitophilus
zeamais Motschulsky (1855). N: tamanho da amostra; Fis: deficiéncia de heterozigotos em cada
subpopulacdo; FiT: deficiéncia de heterozigotos nas populagdes totais e FsT: proporgdo da

variabilidade genética entre populagoes.

Locus N Fis Frr Fst
AAT 235 0,720 0,734 0,049
ACP 224 0,454 0,469 0,026
GPI 259 1,000 1,000 1,000
IDH 189 0,705 0,712 0,023

MDH1 172 0,924 0,930 0,076

MDH?2 249 0,009 0,060 0,051
ME 176 0,881 0,882 0,015
EST3 166 0,642 0,722 0,225
EST4 149 0,596 0,674 0,194
ESTS 147 1,000 1,000 0,231
EST6 139 1,000 1,000 0,478
EST7 149 0,818 0,893 0,413

Média 188 0,697 0,739 0,139
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nor do /ocus Gpi com valor de 0,053. No tra-
balho realizado por Bespalhok et al. (2015) a
maior He também foi encontrada para o /ocus
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 estatisticas F de Wright (1978). Médias
positivas para os valores de Fis e FIT denota-
ram excesso de individuos homozigotos nas
subpopulagdes e no total da populacdo, res-
pectivamente, e os valores de FsT mensuram
o grau de diferenciacdao entre as populacdes.
Valores até 0,05 refletem uma baixa diferenci-
acao das populacdes; valores entre 0,05 e
0,15 sugerem uma diferenciagdo moderada;
entre 0,15 e 0,25 mostraram uma diferencia-
cdo alta e os valores maiores de 0,25 denota-
ram uma diferenciacdo muito alta.

Observou-se que o valor médio positivo
do indice de fixagdo Fis (0,697) e o valor de
Fir (0,739) para as amostras de S. zeamais
evidencia excesso de individuos homozigotos,
0 que pode ser devido ao fato dessas amos-
tras serem mantidas em frascos de cultura por
muito tempo, o que tornou possivel o acasala-
mento entre os individuos 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 indice de fixagdo
Fis de 0,791 e o valor de FIT 0,961 também
confirmando o excesso de individuos homozi-
gotos como no presente trabalho.

O valor médio para Fst foi de 0,139 indi-
cando que as amostras analisadas tém uma dife-
renciagdo 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 populagdes sao
ou ndo da mesma espécie. Nei (1972; 1987) pro-
duziu estatisticas para calcular a identidade e dis-
tancia genética entre duas populagdes. Thorpe &
Solé-Cava (1994) utilizaram valores de identidade
genética de Nei (1972) para a andlise de popula-
cOes alopatricas, abrangendo populacGes da mes-
ma espécie, do mesmo género, de espécies
diferentes e espécies de géneros diferentes. De
acordo com estes autores, o indice de identidade
genética de Nei (1972) entre duas populagbes da
mesma espécie varia entre 0,85 e 1,00 e entre
duas espécies do mesmo género varia entre 0,35
e 0,85. Assim, se a identidade genética entre du-
as unidades taxono6micas ¢é inferior a 0,85 sdo du-
as espécies distintas. E se for inferior a 0,35
devem ser consi- deradas como espécies perten-
centes a géneros 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 sdo de espécies alta-
mente parecidas, podendo-se 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

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

Amostra 1-SC  2-PR  3-SP 4-MG 5-MS 6-MT  7-PI 8-GO 9-PYA 10-PYP
1-SC  **** 0945 0,874 0,896 0,937 0,928 0,954 0,950 0,944 0,959
2-PR 0,056 **** 0949 0,953 0,920 0,958 0,931 0,963 0,884 0,952
3-SP 0,135 0,053 **** 0925 0,911 0,930 0,915 0,903 0,833 0,893
4-MG 0,110 0,048 0,078 **** 0940 0,963 0,919 0,921 0,840 0,893
5-MS 0,065 0,084 0,093 0,062 **** 00969 0,983 0,935 0,939 0,941
6 -MT 0,074 0,043 0,073 0,038 0,031 **** 0958 0,977 0,904 0,962
7-PI 0,048 0,072 0,089 0,085 0,017 0,043 *¥** 00945 0,958 0,948
8-GO 0,051 0,038 0,102 0,083 0,067 0,024 0,057 **** 0,920 0,986
9-PYA 0,058 0,124 0,183 0,174 0,063 0,101 0,043 0,084 **** 0938
10-PYP 0,042 0,050 0,113 0,113 0,061 0,039 0,054 0,014 0,065 ****
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Fig. 3. Dendrograma de acordo com Nei (1972) utilizando a distancia genética pelo método UPGMA.
Tunapolis (SC), Iguatemi (PR), Piracicaba (SP), Coimbra (MG), Maracaju (MS), Canarana (MT), Jatai
(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 sdao da mesma espécie enquanto que a
de SC é de outra espécie.

O dendrograma apresentado na Fig. 3
mostra as relagdes entre as populacdes baseada
na distadncia genética de Nei (1972) calculada pe-
lo método UPGMA. Com base no dendrograma e
nos testes de qui-quadrado para distancias gené-
ticas, pode-se verificar que as amostras perten-
cem a trés grupos: (SC + PR + MT + GO + PYP),
(MS + PI + PYA) e (SP + MG).

Uma possivel explicacdo 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 numero muito pequeno de individuos, ou da
mesma progénie. Podendo inferir, de acordo com
Alfenas (2006) que a selecao natural e a deriva
genética podem ter desempenhado um papel es-
sencial na fixacdo aleatdria de alelos e a constan-
cia ambiental do S. zeamais em armazéns de
graos ou em laboratério.

O estudo das estruturas populacionais por
meio de técnicas moleculares é uma das partes
mais importante da genética da conservacdo e
tem sido Util tanto no estudo de populagdes ex-
ploradas comercialmente (abundantes, mas com
riscos populacionais devido a super-exploracdo)
como nas espécies ja ameacadas de extingdo
(Solé-Cava, 2001).

A utilizacdo de marcadores moleculares
foi relevante na analise das caracteristicas das
amostras de S. zeamais nas diferentes regides
do Brasil e Paraguai. Esse estudo permitiu ve-
rificar a variabilidade genética desses insetos,
gerando dados importantes sobre as relagdes
genéticas entre as populacGes resultando em
informagdes favoraveis para estudos futuros
gue envolvam manipulagdo genética e manejo
dessas pragas.

CONCLUSOES

Conclui-se que dos 12 J/oci analisados
oito tiveram valores altos de He constatando
uma variabilidade genética elevada.

A estatistica F de Wright mostra excesso
de individuos homozigotos, provavelmente
devido a endogamia e o FsT indica que as 10
amostras sdo muito semelhantes genetica-
mente.

A identidade genética sugere que as
amostras sdo de espécies altamente parecidas
e a distancia genética indica que as amostras
sdo de espécies muito préximas geneticamen-
te, podendo afirmar que se trata provavel-
mente de amostras de mesma espécie.

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