LUDIMILLA RONQUI

ANALISE GENETICA DE POLIMORFISMOS
BIOQUIMICOS EM LINHAGENS DO BICHO-DA-SEDA

(Bombyx mori L.)

MARINGA
PARANA - BRASIL
DEZEMBRO - 2006



Livros Gratis

http://www.livrosgratis.com.br

Milhares de livros gratis para download.



LUDIMILLA RONQUI

ANALISE GENETICA DE POLIMORFISMOS
BIOQUIMICOS EM LINHAGENS DO BICHO-DA-SEDA

(Bombyx mori L.)

Dissertacao apresentada a Universidade Es-
tadual de Maringa, como parte das exigén-
cias do Programa de Pds-Graduagdo em
Genética e Melhoramento, para obtencéo do
titulo de Mestre.

MARINGA
PARANA - BRASIL
DEZEMBRO - 2006



Dados Internacionais de Catalogacao-na-Publicacao (CIP)

(Biblioteca Central - UEM, Maringd — PR., Brasil)

R773a

Ronqui, Ludimilla

Anédlise genética de polimorfismos bioquimicos em
linhagens do bicho-da-seda (Bombyx mori L.) /
Ludimilla Rongqui. -- Maringd : [s.n.], 2006.

36 f.

Orientador : Prof. Dr?. Maria Claudia Colla
Ruvolo-Takasusuki. Co-orientador Dr. Erasmo Renestro

Dissertacdo (mestrado) - Universidade Estadual de
Maringéd. Programa de Pb6s-Graduacdo em Genética e
Melhoramento 2002.

1. Genética animal. 2. Sericicultura. 3.
Marcadores bioquimicos. I. Universidade Estadual de
Maringéd. Programa de Pdés-Graduacdo em Genética e
Melhoramento

CDD 21.ed.691.35

Permitida a copia total ou parcial deste documento, desde que citada a fonte

(A autora)



AGRADECIMENTOS

A Deus que meu deu forgas, oportunidade e condicbes para realizacao

deste trabalho e de estar em um ambiente de trabalho agradavel e familiar.

Ao Programa de Pos-graduagdo em Genética e Melhoramento da Univer-

sidade Estadual de Maringa pela oportunidade da realizagéo deste trabalho.

A minha orientadora Maria Claudia Colla Ruvolo Takasusuki, uma profis-
sional tdo querida, competente e dedicada nas horas de trabalho, com quem a-

prendi o quanto € rico conviver com a diferenca e valorizar a diversidade.

Aos Professores que gentilmente fizeram parte da Banca Examinadora de
minha dissertacdo: Maria Aparecida Fernandez e Jussara Ricardo de Oliveira e
aos demais professores que de uma maneira indireta contribuiram para realizagao

deste trabalho: ...

Aos Professores da Pds-graduacdo em Genética e Melhoramento, com

alguns dos quais, por meio das disciplinas cursadas, aprendi muito.

Aos Professores e funcionarios do Departamento de Biologia Celular e
Genética que direta ou indiretamente contribuiram para a realizagdo deste traba-
Iho.

Ao Prof. Dr. Reginaldo Constantino do Departamento de Zoologia da Uni-

versidade de Brasilia pela identificacdo dos térmitas analisados neste trabalho.

Ao Secretario do Programa de Poés-graduagdo em Genética e Melhora-

mento, Francisco, pela ajuda e trabalho indispensaveis.

Aos grandes amigos do curso de pds-graduacéao, pela companhia e dedi-

cagao nas disciplinas cursadas.

Aos meus amigos dos Laboratorios: Cultura de Tecidos Vegetais e Eletro-
forese e Genética de Animais: Tatiane, Adriana, Gleice Ana Lucia e Luzia pela

amizade e companheirismo e paciéncia durante essa corrida jornada de trabalho.

A Thais que, mesmo longe, foi a pessoa fundamental na realizacdo deste

trabalho.

i



As minhas grandes amigas Débora, Dionizia e Liriana pela amizade, con-

fianca e carinho durante todos os momentos dedicados.

A minha grande familia, principalmente, meus pais Graciete e Vitor que ti-
veram muita paciéncia e dedicagdo e apoiaram-me ao longo da realizagao deste
trabalho e aos meus irmaos Fabio, Tico e Marcio, que foram os responsaveis por

mais esta conquista e pelo apoio nos momentos dificeis.

Especialmente, agradego ao grande amor da minha vida, Ana Beatriz que

com a sua presencga deu-me forcas e serenidade para realizacao deste trabalho

il



BIOGRAFIA

Ludimilla Ronqui, filha de Natal Ronqui e Dirce Albino Ronqui, nasceu em

Umuarama, Estado do Parang, no dia 18 de agosto de 1982.

Formou-se em Ciéncias Bioldgicas, pela Universidade Paranaense — U-
NIPAR, em 2005.

Em 2005, iniciou o Programa de P6s — Graduagdo em Genética e Melho-
ramento, em nivel de mestrado, area de concentracdo genética animal, na Uni-

versidade Estadual de Maringa, realizando estudo na area de sericicultura.

Atualmente, é professora da Faculdade de Ciéncias Biomédicas de Caco-

al — Rondb6nia.

v



INDICE

RESUMO ... v
ADSTIACT . ... vii
1. INTRODUGAO ...ttt ettt nens 1
2. REVISAO DA LITERATURA ......ooiitt ettt 4
2.1. Aspectos bioldgicos de BombyX MO L............coovveeeiiiiiiiiiieeeeeeeciee e 4
2.2. Caracteristicas das glandulas sericigenas  ........ooooviiiiiii i 8
2.3. Marcadores moleCUIAreS  ..............euuiiiiiiiiimiiiiii s 10
2.4 Marcadores biOQUIMICOS .........iiiiiiiiiieeiiiiie e et e et e e e eeeens 12
3. MATERIAIS E METODOS ..ot 15
3.1. Material DIOIOGICO ......oiieieieeeeee e 15
3.2, MELOAOS ...t e e 15
3.2.1 Obtencéao das glandulas SEriCigenas ..........cccoeveeeeviieeiiiiiiieee e 15
3.2.2 Analise eletrofor@tiCa ... 16
3.2.3. Preparo das amosStras .........cccouiiiiiiiiiiii e 17
3.2.4. Revelagao das esterases (EST-EC 3.1.1.1) i, 17
3.2.5 Gl A€ @MIAO.....eeiiiiiieii ittt 17
3.2.6. Revelagdes da fosfatase acida (ACP —EC 3.1.3.2) .ccoooiiiiiiiiiiiiiicieeeee, 18
3.2.7. Revelagdes da fosfatase alcalina (AKP - EC 3.1.3.1) .coooiiiiiiriiiiin. 18
3.2.8. Revelagdes da anidrase carbénica (CA—EC4.21.1).ccccoiiiiiiiiiiiiiiinnn. 18

A%



3.3 Analise da genética de populagies. .......c.cevuiiiiiiiii i 18

4. ReSUIAAOS € ISCUSSA0 .. cnneeneeeeee e e e 19
D CONCIUSOES ... e e 28
7. Referéncias bibliografiCas ...........ouuuiiiiiiiiiiicc e 29

vi



RESUMO

RONQUI, Ludimilla. M.Sc. Universidade Estadual de Maringa, Dezembro de 2006.
Andlise genética de polimorfismos bioquimicos em linhagens do bicho-
da-seda (Bombyx Mori L.). Professor orientador: Dra. Maria Claudia Col-
la Ruvolo Takasusuki. Professores Conselheiros: Dra. Maria Aparecida
Fernandez, Dra. Claudete Aparecida Vangolin e Dr. Erasmo Renestro.

O bicho-da-seda (Bombyx mori L.) € considerado um inseto de grande importan-
cia econbmica. Os hibridos atualmente explorados pelo aproveitamento da hete-
rose sao provenientes principalmente de racgas japonesas e chinesas. Este traba-
lho teve como objetivo avaliar o polimorfismo em lagartas do bicho-da-seda de
diferentes linhagens utilizando a eletroforese de isoenzimas para detectar marca-
dores bioquimicos e investigar a genética de populagcbdes para essas linhagens.
Foram utilizados como amostras extratos individuais de glandulas sericigenas de
lagartas do segundo dia da quinta idade, de sete linhagens japonesas e oito li-
nhagens chinesas puras mantidas pela COCAMAR-Cooperativa Agroindustrial de
Maringa. As isozimas fosfatase acida (ACP), fosfatase alcalina (AKP) e anidrase
carbbnica (CA) foram avaliadas por meio de eletroforese em géis de amido de
milho (Penetrose 30, Corn Products of Brazil) a 14%. As esterases (EST) foram
analisadas por meio de eletroforese vertical em géis de poliacrilamida a 10% e
coloragao com o e B-naftil acetato. A analise estatistica foi realizada por meio do
programa popgene 1.31. Foram observados 21 locos, dentre os quais quatro
(19,05%) sao polimoérficos, Est-11, Acp, Akp, Ca. Os alelos da ACP apresentaram
freqliéncias de 0,300; 0,3917 e 0,3083 respectivamente para Acp-1°, Acp-1° e
Acp-1C. A freqliéncia dos alelos da AKP foi de 0,2500 para Akp-1*, 0,5333 Akp-1°
e para Akp-1© 0,2167. Para a anidrase carbdnica foram detectados dois alelos
com freqliéncias de 0,4750 e 0,5250 para Ca-1* e Ca-1° respectivamente. E para
a EST-11 as freqliéncias foram de 0,8974 e 0,1026 Est-1* e Est-1° respectiva-
mente. A heterozigosidade média observada foi de 0,0350, enquanto a heterozi-
gosidade esperada foi 0,0929. O indice de fixagao (Fis) para as isozimas analisa-
das foi — 0,0452, indicando que ainda ha excesso de heterozigotos. O valor de Fy;
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(0,676) permite sugerir que as linhagens estdo bem diferenciadas e que nao ocor-
re fluxo génico entre elas (0,1194). O dendrograma obtido a partir dos valores de
distdncia genética ndo separou totalmente as linhagens chinesas e japonesas
analisadas. Essa avaliagao preliminar das linhagens de B. mori mostra que elas
apresentam material genético que pode ser utilizado em programas de cruzamen-

tos que tenham a finalidade de produzir hibridos para produgao de seda.

viii



ABSTRACT

RONQUI, Ludimilla. M.Sc. Universidade Estadual de Maringa, December, 2006.
Analise genetics biochemical polymorphisms in silkworm lineages (Bombyx
mori L.). Adviser: Dra. Maria Claudia Colla Ruvolo Takasusuki. Committee
Members: Dra. Maria Aparecida Fernandez, Dra. Claudete Aparecida Vango-
lin and Dr. Erasmo Renestro.

The silkworm (Bombyx mori L.) it is an insect of great economical importance. The
hybrid now explored by the use of the heterose are originating from Japanese and
Chinese races. This work carried out to evaluates the polymorhism in the silkworm
of different lineages using the isoenzymes electrhophoresis to detect biochemical
markers and to investigate the genetics of populations for those lineages. They
were used as samples individual extracts of silk glands of second day old larvas of
the fifth instar, originating from seven Japanese lineages and eight pure Chinese
lineages maintained by the COCAMAR-Cooperativa Agroindustrial de Maringa.
The isozymes acid phosphatase (ACP), alkaline phosphatase (AKP) and carbonic
anhydrase (CA) they were submitted to the electrophoresis in starch gels
(Penetrose 30, Corn Products of Brazil) to 14%. The esterases (EST) they were
analyzed in polyacrylamide gels to 10% and stained with and a and B-naphtyl
acetate. The statistical analysis was accomplished through the software popgene
1.31. The total of 21 loci was detected, and four (19,05%) they are polymorphic,
Est-11, Acp, Akp, Ca. The ACP alleles presented frequencies of 0,300; 0,3917
and 0,3083 respectively for Acp-1*, Acp-12 and Acp-1€. The frequency of the AKP
alleles went from 0,2500 to Akp-1%; 0,5333 Akp-1°2 and for Akp-1° 0,2167. Fre-
quency of the two alleles of CA it went 0,4750 and 0,5250 for Ca-1* and Ca-18
respectively. And for the EST-11 frequencies they were of 0,8974 and 0,1026 Est-
1" and Est-1° respectively. The average heterozygosity observed was 0,0350,
while the expected heterozygosity was 0,0929. The fixation index (Fis) for the ana-
lyzed isozymes it was - 0,0452, indicating that there is heterozygous excess. The
value of F¢ (0,676) it shows that the lineages are well differentiated and that there

is no gene flow among them (0,1194). The dendrogram obtained with the values
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of genetic distance didn't separate the Chinese and Japanese lineages analyzed
totally. That preliminary evaluation of the lineages of B. mori shows that they pre-
sent genetic material that it can be used in breeding programs that have the pur-

pose of producing hybrid for silk production.



1. INTRODUCAO

No Brasil, a sericicultura é uma importante atividade agroindustrial que
contribui substancialmente para a economia rural, sendo o 4° produtor mundial de
casulos verdes e de fios de seda (Brancalhao, 2002).

A grande parte da producdo nacional de fio de seda é exportada para
diversos paises como Japdo, Taiwan e Coréia do Sul. Segundo Evangelista
(1994) a qualidade dos fios sera tanto maior quanto melhor for a qualidade
genética das lagartas e sua alimentagao.

O Parana é o principal estado produtor, concentrando durante a safra de
2002/2003, 6.535 criadores do bicho-da-seda, com 7.343 barracées, explorando
uma area de aproximadamente 21.110,33 hectares, obtendo uma producao de
8.929.076,8 Kg de casulos verdes, sendo responsavel por 89,59% da produgéo
nacional (Bratac, 2003). Além disso, € o maior produtor nacional de casulos
verdes (90%) e, responsavel por 53% da industrializacdo, com trés grandes
empresas de fiagdo — a Cocamar (Maringa), a Kanebo Silk do Brasil (Cornélio
Procopio) e a Bratac (Londrina). A sericicultura € uma atividade desenvolvida por
pequenos produtores, instalados principalmente na regido Noroeste. Em
2002/2003 as regides de Maringa, Umuarama e Paranavai, juntas, produziram 5,5
milhdes de quilos de casulos verdes (Agronline, 2004).

A sericicultura abrange o cultivo da amoreira (Morus sp), a produgao e o
preparo de ovos e a criagdo das lagartas do bicho-da-seda (Bombyx mori L.).
Parte dessa fase do ciclo de vida do inseto € conduzida por produtores rurais
produzindo os casulos que as industrias transformam em fios e tecidos de seda
(Fonseca e Fonseca, 1986; Watanabe et al., 2000). A cultura do bicho-da-seda
também contribui expressivamente para a fixagcdo do trabalhador no campo,
gerando receitas mensais durante oito meses do ano. Na safra 2002/2003, a
atividade foi desenvolvida em 225 municipios paranaenses (Agronline, 2004).

De acordo com Arnaut de Toledo (1992) as linhagens de bicho-da-seda,
que atingem os objetivos dos criadores em termos de produtividade s&do as
linhagens européias e orientais (subdivididas em ragas chinesas e japonesas).

Sendo que atualmente para exploracdo comercial, é utilizado o hibrido pelo



aproveitamento da heterose, principalmente entre as linhagens japonesas e
chinesas.

Além da sua importédncia econdmica, o bicho-da-seda tem sido usado
como modelo para estudos em genética desde a descoberta da heranga
mendeliana no inicio do século passado devido ao seu grande tamanho,
facilidade em manter em laboratério, e sua importancia econémica (Nagaraju,
2000). Assim, de acordo com esse autor, o B. mori € o segundo inseto mais
utilizado como modelo de estudos genéticos depois de Drosophila melanogaster.
Os estudos genéticos bem sucedidos com essa espécie incluem mais de 400
mutacdes que tém sido mapeadas em 28 grupos de ligagdo ou cromossomos
(Nagaraju, 2000).

Muitos dos estudos com B. mori estdo relacionados com biologia
molecular incluindo a clonagem de muitos genes desses insetos como o das
enzimas sorbitol desidrogenase (Niimi et al., 1996), trealase (Su et al., 1996);
homeoproteinas como antennapedia (Ueno et al., 1996) e ultrabithorax (Ueno et
al., 1995); horménio da diapausa (Sato et al., 1993; Kawano et al., 1992); sericina
(Michaille et al., 1986; Michaille et al., 1990), cadeia pesada da fibroina (Suzuki e
Brown, 1972; Mita et al., 1994) e cadeia leve da fibroina (Yamaguchi et al., 1989).

Desde 1995 varios marcadores moleculares como RAPD (Promboon et
al.,, 1995; Yasukochi, 1998), RFLP (Shi et al., 1995), AFLP (Tan et al., 2001) e
microsatélites (Miao et al.,, 2005) estdo sendo empregados para detectar
polimorfismos e construir mapas de ligagcao para o bicho-da-seda.

Além dos varios marcadores moleculares disponiveis na atualidade,
marcadores bioquimicos como as isoenzimas, tém gerado uma enorme gama de
informacdes praticas na identificacdo de espécies hibridas, populagdes naturais e
cultivadas de diversos organismos vivos, devido a sua relativa simplicidade,
rapidez e baixo custo das analises em relagdo aos outros marcadores (Teixeira et
al., 2004).

Estudos realizados com marcadores bioquimicos em B. mori
contaminados com nucleopolyhedrovirus (NPV) permitiram detectar provaveis
marcadores para lagartas infectadas com essa doenca.

Em larvas de B. mori sadias podem ser observadas 8 isoesterases. A
analise das esterases (EST) de larvas do 5° instar desses insetos apds infecgéo

com NPV foi realizado por Ruiz (2004). Esse estudo permitiu verificar que a
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atividade das esterases em larvas de 5% idade foi alterada apds a infeccao viral,
pois as esterases 1 e 2 ndao foram mais detectadas; ocorreu uma redugao na
intensidade das bandas das esterases 6 e 7; houve um aumento na intensidade
das bandas da EST-8; e, foi observada uma nova regido de atividade esterasica
acima da EST-8.

Nas analises de extratos de glandulas sericigenas por meio de
eletroforese  SDS-PAGE de larvas de B. mori de 5° instar sadias, foram
observadas sete regides protéicas com pesos moleculares variando entre 10 KDa
(P1) e 60 KDa (P7) (Ronqui, 2004). Nesse estudo apds a infecgéo de larvas por
NPV foi detectado em extratos de glandulas sericigenas de lagartas de 5° instar
uma regiao extra denominada de P8 com peso molecular de 90 KDa.

Tendo em vista a importdncia no setor econémico, onde ha grande
procura pela seda, € necessaria a realizagao de estudos de variabilidade nestas
linhagens para melhor compreensao desta espécie. Os conhecimentos no grau de
variabilidade genética e frequéncia alélica em determinadas espécies tornam-se
essenciais para a compreensao dos fatores que levam a esta diversidade.
Estudar a variabilidade destas linhagens contribui com uma melhoria no manejo e
consequentemente com a producdo da sericicultura. A detecgdo de marcadores
bioquimicos podera ser util para diferenciar as linhagens.

Dessa maneira esse estudo pretendeu avaliar o polimorfismo genético em
lagartas do bicho-da-seda (Bombyx mori L.) de linhagens japonesas e chinesas
por meio de isoenzimas para detectar marcadores bioquimicos e investigar a

genética de populagdes para essas linhagens.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Aspectos biolégicos de Bombyx mori L.

O bicho-da-seda pertence a ordem Lepidoptera, familia Bombycidae e
especie Bombyx mori L. sendo um inseto de grande importancia econémica.
Segundo Nakano (1994) a criacdo do bicho-da-seda originou-se na China por
volta de 2.698 a.C.

De acordo com a distribuicao geografica, o bicho-da-seda pode ser ainda
classificado e identificado como de origem Japonesa, Chinesa, Européia ou
Indiana (Krishnaswami et al., 1979). Podem ser classificados como univoltinos,
bivoltinos e multivoltinos, dependendo do numero de geragdes produzidas no ano,
sob condi¢cdes naturais; ou como tri — mudas, tetra — mudas, penta — mudas, de
acordo com o numero de mudas durante o crescimento larval, ou finalmente,
como raga pura ou com os hibridos (Krishnaswami et al., 1979). O hibrido pode
ser monohibrido, onde estdo envolvidas duas linhagens, ou polihibrido, onde mais
de duas linhagens estao envolvidas.

A duragdo do ciclo de vida de B. mori pode ser de 6 a 8 semanas
dependendo das linhagens e condigbes climaticas. Linhagens multivoltinas, em
areas tropicais, tem um ciclo de vida reduzido com estagios de ovo (9 a 12 dias),
larva (20 a 24 dias), pupa (10 a 12 dias) e adulto (3 a 6 dias) (Krishnaswami et al.,
1973). De acordo com esse autor, em ragas univoltinos, o periodo de ovo pode
ser reduzido para 11 a 14 dias, o periodo larval de 24 a 28 dias, o periodo pupal
de 12 a 15 dias e o estagio de adulto de 8 a 10 dias.

Okino (1982) descreveu variagdes nas caracteristicas do ovo (cor, forma),
da lagarta (resisténcia, tamanho, cor, numero de geragbes/ano, numero de
ecdises) e do casulo (forma, tamanho, cor, rendimento) do bicho-da-seda em
funcéo da sua origem.

Conforme Krishnaswami et al. (1973), a larva do bicho-da-seda origina-se
do ovo, e o periodo larval esta dividido em 5 estagios distintos. Os ovos recém
postos pela mariposa fémea possuem coloracdo amarelada, com o decorrer do
tempo ocorrem modificagdes tornando-se cinza, esverdeado ou azul violeta, onde

permanece em repouso na fase de hibernagao.



Segundo Okino (1982) as larvas sofrem quatro ecdises (ou mudas)
passando por periodos de repouso (ou sono) de 18 a 20 horas, totalizando 25
dias a fase larval. Em relacdo ao numero de instares na fase larval, ha variacédo
entre linhages e também entre os sexos (Takahashi, 1994).

A larva eclode apds 11 a 14 dias de incubacdo do ovo, a 25°C. Os
periodos entre as ecdises sao denominados de instares. O estagio de larva dura
aproximadamente 25 dias, e é constituido por 5 instares (idades), assim
distribuidos: 1° instar: 3 a 4 dias, 2° instar: 2 a 3 dias, 3° instar: 3 a 4 dias, 4°
instar: de 4 a 6 dias, 5° instar: 7 a 8 dias (Okino, 1982; Hanada e Watanabe,
1986).

O periodo larval é que tem importancia direta no tempo de criacdo, onde
as larvas recebem cuidados especiais (Krishnaswami et al., 1973).

A larva do bicho-da-seda quando eclode, em média, mede 3 mm de
comprimento e pesa 0,0004 g. E coberta de pélos escuros, o que lhe confere a
cor escura, na fase maxima de desenvolvimento a larva chega a medir 9 cm, e
com peso de 4 a 5 g, e assume a coloragao branca leitosa (Coutinho Filho, 1967).

Takahashi (1994), comenta que apds o 5° instar, a larva esta 15.000
vezes mais pesada do que quando eclodiu do ovo e comega a tecer o casulo.
Cerca de 3 dias depois, o casulo esta pronto, entdo as larvas sofrem a ultima
ecdise e se transformam em pupa dentro do casulo. Apos 10 a 12 dias, a pupa se
transforma em mariposa, que amolece os fios da seda na extremidade do casulo,
através de um liquido expelido pelo aparelho bucal, permitindo sua saida do
casulo, com auxilio das patas. O ciclo da eclos&o da larva até o inicio da postura
leva, em média, de 27 a 31 dias.

A metamorfose de uma larva para crisalida pode ser evidenciada ao
cessar a alimentacado (Doira et al., 1978). De acordo com Krishnaswami et al.
(1973) o periodo de crisalida pode durar de 8 a 14 dias.

O periodo da eclosdo das larvas até a comercializacdo dos casulos € de
30 a 35 dias, mas como atualmente a maioria dos institutos de producéo de ovos,
estdo sob a responsabilidade das fiagcbes que criam os dois primeiros instares, o
sericicultor inicia a criacdo a partir do 3° instar, e a producéo de casulos se da em
25 a 28 dias Takahashi (2001).

Na quinta idade as caracteristicas do bicho-da-seda mudam, tomando-se

o principal objetivo, o crescimento quantitativo do seu corpo, e
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consequentemente, é o periodo de produgcéo de matéria prima, sendo que nesta
idade quanto melhor a qualidade das folhas de amoreira melhor sao os resultados
em termos de quantidade e qualidade de casulo (Kohno e Hirakawa, 1991).

Atualmente a criagéo é feita em grandes sirgarias (barracées) que podem
medir até 70 metros de comprimento e 9 metros de largura (Hanada e Watanabe,
1986). As larvas sado colocadas sobre esteiras de criagdo que podem ser
constituidas de diversas formas e materiais. A amoreira ainda é a base da
alimentagdo; embora tenha havido progressos no sistema de cultivo, parte da
planta e outras caracteristicas agronémicas, continua sendo o alimento fornecido
em maior proporgao para o bicho-da-seda (Hanada e Watanabe, 1986).

A esteira de criagdo € o local onde as larvas sao colocadas para
receberem os ramos com as folhas de amoreira para alimentagcao e pode ser
construida de madeira, alvenaria, ou material alternativo, pode ser suspensa por
cavalete ou montada diretamente no piso. A esteira de criagado deve ter algumas
caracteristicas que facilitem o manejo, tais como: boa aeragdo, baixa umidade,
distancia suficiente para colocagcdo dos bosques (suporte para confec¢cdo dos
casulos) sem prejudicar o manejo, restricdo a permanéncia ou desenvolvimento
de agentes patogénicos as lagartas e apresentar caracteristicas de durabilidade
compativel. O tipo de esteira de criagdo vai interferir diretamente no conforto e
sanidade das lagartas, refletindo na producao de casulos e qualidade da seda.

A divisdo celular, crescimento celular, digestdo das folhas de amoreira,
metabolismo celular, processos de ecdise, sintese de material sérico dentre
outras, sdo processos realizados por meio de reagdes que envolvem, por
exemplo, proteinas, enzimas e horménios cuja atividade € influenciada pela
temperatura (Oguino, 2001).

A elevacao da temperatura provoca um aumento na velocidade de uma
reacdo quimica. Assim, a elevagdo da temperatura ambiente produz uma
aceleracao da atividade metabdlica no bicho-da-seda e com isso o seu
crescimento e desenvolvimento serdo mais rapidos. Isso ocorre dentro de uma
pequena faixa de temperatura, que no caso do bicho-da-seda é de 20 a 30 °C,
como na grande maioria dos seres vivos sejam plantas ou animais. Nessa faixa
de temperatura, o crescimento e o desenvolvimento desse inseto sdo cada vez
mais rapidos, permitindo ciclos de producdo cada vez menores, aumentando o

numero de criagdes por ano, mas iSso nao ocorre progressivamente. Dessa
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maneira, cabe ao sericicultor regular a temperatura ambiente para que ela nao
fiqgue na faixa inadequada as reagdes quimicas, possibilitando assim, o bicho-da-
seda viver bem, crescer e produzir bons casulos (Oguino, 2001).

Ito (1978) ao estudar a biologia do bicho-da-seda, concluiu que o
crescimento da epiderme ocorre com o aumento do tamanho e no numero de
células, sendo que estas s6 aumentam antes da ecdise. As glandulas sericigenas,
as glandulas salivares, glandulas acessorias e os tubulos de Malpighi possuem o
numero definitivo de células desde o nascimento, apenas tendem a se alongar
com o crescimento.

Quando a larva esta completamente “madura”, segundo Krishnaswami et
al. (1973), para de se alimentar, e excreta fezes moles contendo elevada
quantidade de agua. Neste estagio, a glandula sericigena da larva ocupa 30% do
seu corpo. Segundo Takahashi (1988) as larvas, durante a confecgdo do casulo
reduzem de 15 a 20% do seu peso, sendo que esta redugéo corresponde ao fio
expelido, um total de 1000 a 1500 metros continuos.

Para fazer o casulo, a larva toca uma superficie solida com o 6rgao
excretor de seda, fazendo com que o filamento grude nessa superficie, assim, os
materiais séricos sado arrastados para fora pela forga do movimento continuo da
cabeca, até atingir um outro ponto sdlido, onde a larva volta a tocar com o 6rgéo
excretor de seda, tecendo assim o casulo. E importante observar que sempre a
sericina envolve a fibroina. Os materiais séricos dentro da glandula estdo na
forma coloidal e se torna fio de seda a medida que vao sendo arrastados para
fora, e se solidificam em contato com o ar. Tal estrutura € formada porque as
duas glandulas se unem num unico tubo antes de ganhar o exterior (Ogino, 2002).

A larva faz um movimento de oscilagdo com a cabeg¢a num padrdo como
se descrevesse continuamente a figura de um "8" ou "S" durante cerca de trés
dias, até formar completamente o casulo. A lagarta vai confeccionando o casulo
"colando" o filamento na parte interna dos casulos gragas a propriedade adesiva
da sericina a medida que vai perdendo agua por evaporagao (Ogino, 2002).

Quando o encasulamento ocorre em ambientes umidos e sem ventilagéo,
a secagem da sericina sera naturalmente lenta, e suas moléculas se organizam
numa estrutura cristalina que condiciona um forte poder adesivo da sericina,
formando casulos dificeis de serem transformados em fios, pois os filamentos

aderem muito firmemente nos pontos de interseccao e se arrebentam ou formam
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nos durante o processo de fiacdo. Ao contrario, se o encasulamento ocorre em
ambiente seco e ventilado que possibilita uma secagem rapida da sericina, as
suas moléculas formardo uma estrutura amorfa com baixo poder de adeséo e,
portanto faceis de serem industrializados (Ogino, 2002).

Apods a emergéncia, uma fémea multivoltina, segundo Krishnaswami et al.
(1973), pde em média 400 ovos, enquanto que nas variedades uni e bivoltinas
essa media é de 500 a 600 ovos. Para Doira et al. (1978) e Kantaratanakul et al.
(1987), uma mariposa fémea pde, em média, de 300 a 600 ovos.

As fémeas sao em geral maiores pelo fato de acumularem os ovos,
consomem uma maior quantidade de alimento apresentam um periodo maior de
desenvolvimento (Slansky e Scriber, 1985).

Segundo Abreu (1971), o periodo de vida da mariposa € pequeno e varia
de acordo com a linhagem e com a temperatura, sendo que as mariposas das
linhagens japonesas vivem, em nosso meio, em média de 10 a 12 dias, enquanto
as européias vivem, em média, 16 dias. Segundo Coutinho Filho (1967),
dependendo da saude e vigor da mariposa, ela pode viver de um a trinta dias,
utilizando suas reserva de tecido adiposo.

O acasalamento controlado é geralmente, realizado entre mariposas de
linhagens diferentes, obtendo-se os hibridos comerciais. Esses individuos
apresentam maior vigor, sdo superiores aos das linhagens que Ihe deram origem,
no que se refere a resisténcia as moléstias e condi¢des climaticas, facilidade nas
criagdes, rendimento na produgdo de casulo, na producdo de seda, na melhor

qualidade e comprimento dos fios (Ono, s.d).

2.2. Caracteristicas das glandulas sericigenas

O 6rgao mais importante das lagartas sao as glandulas sericigenas (um
par), que ocupam a regido latero-ventral, do corpo da lagarta. Essas glandulas
desembocam em uma estrutura denominada fiadeira, entre os palpos labiais,
sendo responsavel pela formagao do fio da seda, que € composto por 70 a 75%
de fibroina, substancia protéica elastica resistente e 20 a 25% de sericina,
substancia protéica gomosa soluvel em agua quente ou solugao alcalina (Nakano,
1994).



Segundo Ogino (2002) as glandulas sericigenas sado divididas em trés
porcdes: anterior, mediana e inferior, sendo que o fio de seda € composto por dois
filamentos, oriundos de cada uma das gléndulas, denominadas de fibroina que
sdao unidas por uma camada de sericina dando aparéncia de ser um unico
filamento, assim a fibroina é produzida na parte posterior da glandula sericigenas
sob a forma de solugdo com cerca de 15% de proteina migrando para parte
mediana, ela recebe a sericina, que a envolve, este filamento vai gradualmente
perdendo agua e a densidade aumenta, pouco antes de ganhar o exterior torna-
se uma solugédo bem semelhante a um gel com cerca de 30% de agua.

Quando a larva esta completamente madura, ela para de se alimentar,
excretando fezes moles contendo elevada quantidade de agua. Neste estagio, as
glandulas sericigenas da larva ocupam 30% do seu corpo (Arnaut de Toledo,
1996). Durante a confecg¢ao do casulo reduzem de 15 a 20% do seu peso, sendo
que esta reducao corresponde ao fio expelido.

As glandulas sericigenas sdo constituidas por dois longos tubos que
desembocam através de um ducto unico no segmento labial. Cada ducto € uma
glandula constituida por uma porgao distal com fungcdo secretora, uma porgéao
mediana com fungdes de secrec¢ao e acumulo e, finalmente, uma porgéo proximal
que constitui o ducto condutor. Proximo ao ponto de jungdo das duas glandulas
(Porgao anterior) ha um par de glandulas acessoérias, as glandulas de Filippi. (Ito e
Kobayashi, 1978).

O fio da seda, produto da secregdao das glandulas sericigenas é
constituido, sobretudo de fibroina (72,38%) e sericina (22,89%) além de outros
elementos secundarios como sais minerais, corantes, acidos graxos entre outros.
A quantidade de fibroina e sericina encontradas no fio varia de acordo com a raga
e a alimentacao das lagartas do bicho-da-seda. A fibroina é produzida na porgéo
posterior e armazenada na por¢ado mediana, onde € envolvida pela sericina. O fio
da seda na verdade, um fio unico formado no final da porgéo anterior neste ponto
das duas glandulas. Finalmente o fio formado é expelido através de uma
proeminéncia cilindrica do labio inferior denominada de fiadeira (Takahashi et al.,
2001).



2.3. Marcadores moleculares

Na revisao de literatura elaborada por Nagaraju (2000) foi discutido que
os estoques genéticos de bicho-da-seda mantidos ao redor do mundo
compreendem ragas geograficas, mutantes e linhagens, que carregam numerosas
caracteristicas morfologicas, desenvolvimentais, comportamentais e bioquimicas.
E estimado que mais de 3000 gendtipos sejam mantidos na Asia e Europa. A
diversidade genética encontrada nos dias atuais de linhagens e estoques de elite
€ resultado principalmente de melhoramento geografico de ragas que apresentam
uma variedade de tragos qualitativos, quantitativos e bioquimicos. De modo geral,
quatro grupos de racas geograficas sao identificados: japonesa, chinesa, européia
e tropical, que em adicdo a muitos caracteres visiveis, diferem amplamente em
caracteres qualitativos e quantitativos que afetam a producdo de seda. Os
gendtipos de origem temperada produzem altas quantidades de seda enquanto as
racas tropicais sado produtores pobres, mas sao resistentes e capazes de
sobreviver sob condi¢cbes adversas.

Dessa maneira, os marcadores moleculares apresentam varias vantagens
sobre o0s marcadores fenotipicos que estdo disponiveis para os estoques
genéticos de bicho-da-seda. Eles ndo séo afetados pelo ambiente, podem ser
detectados em todos os estagios do desenvolvimento e sdo ubiquos e cobrem
todo o genoma. Muitas técnicas tém sido empregadas com o bicho-da-seda para
revelar amplo polimorfismo do genoma (Nagaraju, 2000). As principais sao: RFLP
(Restriction Fragment Length Polymorphism), RAPD (Random Amplification of
Polymorphic DNA), SSR (Simple Sequence Repeats, microsatélites) e ISSR-PCR
(Inter Simple Sequence Repeats, utilizando PCR).

Shi e colaboradores (1995) desenvolveram um mapa preliminar para as
linhagens p50 e Cs do bicho-da-seda, utilizando o marcador molecular RFLP.
Esses autores empregaram sondas de 15 sequéncias de copias unicas, 36
sequéncias anbnimas derivadas de uma biblioteca de cDNA folicular e 10
correspondentes a um pequeno numero de copias de retrotransposons. O mapa
cobriu um total de recombinacgdes de 413 cM dispersos em 15 grupos de ligagao.

Utilizando as mesmas linhagens p50 e Cqps, Promboon et al. (1995),
desenvolveram um mapa de ligacdo por meio de RAPD. O teste com 320
“primers” resultou em 243 produtos polimoérficos para as duas linhagens, das

quais 168 bandas apresentaram herangca mendeliana.
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Mapa de ligagao de alta densidade contendo 1018 marcadores genéticos
representando todos os 27 cromossomos autossémicos e o cromossomo Z foi
construido (Yasukochi, 1998).

A maioria dos marcadores obtidos com pares de “primers” RAPD
disponiveis comercialmente. Tal fato € um contraste com os estudos iniciais
(Promboon et al, 1995; Nagaraja e Nagaraju, 1995) que usaram apenas “primers”
randémicos unicos. O uso de pares de “primers” randémicos tem grandes
vantagens na construgdo de um mapa por causa do aumento exponencial de
combinacdes de pares de “primers” utilizando um numero limitado de “primers” e
maior reprodutibilidade quando comparado aos “primers” Unicos. Contudo, esse
mapa é um aperfeicoamento do mapa reportado anteriormente com distancias de
593 cM baseados em 60 marcadores RFLP, 897, 4 cM baseado em 168
marcadores RAPD e 900, 2 cM baseado em 207 marcadores fenotipicos.
Considerando os 560 Mb do genoma do bicho-da-seda o intervalo médio de
marcadores fica em torno de ~560 Kb e o parentesco entre as distancias fisica e
genética é ~250 kb/cM. Esse valor é intermediario entre abelhas meliferas (52
kb;cM) (Hunt e Page, 1995) e a Drosophila melanogaster (575 kb/cM) (Merriam et
al., 1991). Esses valores estdo de acordo com a hipétese de que as taxas de
crossing-over sdo inversamente correlacionadas com o tamanho do cromossomo,
porque o tamanho médio dos cromossomos de abelhas meliferas é de 11,1 Mb,
17,1 Mb para o bicho-da-seda e 47 Mb para a Drosophila melanogaster
(Nagaraju, 2000). A distancia geral de mapa de Yasukochi (1998) ¢é de
aproximadamente 2cM/marcador.

Marcadores genéticos baseados em microsatélites, que sdo distribuidos
na maioria dos genomas eucaridticos, completam esse critério. Eles tém
demonstrado ser extraordinariamente eficientes para realizar mapeamento
genético. Estudos recentes tém mostrado que o genoma do bicho-da-seda é
abundantemente intercalado com repeticdes CA/GT e GA/CT. As repetigbes (GT),
ocorrem a cada 49 Kb enquanto repetigdes (CT), ocorrem, em média, a cada 104
kb no genoma do bicho-da-seda (Reddy et al., 1999). Essas freqliéncias sao
comparaveis com aquelas ja bem caracterizadas em genomas de ratos e
humanos onde mapas intensivos de microsatélites tém sido desenvolvidos.
Estudos iniciais mostram que “primers” para locos flanqueadores de microsatélites

revelaram freqUéncias alélicas diferentes entre diferentes linhagens de bicho-da-
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seda e a heranca no padrao mendeliano. Nas 13 populagdes de bicho-da-seda
analisadas usando 14 locos microsatélite, o numero de alelos variou entre trés a
17 com valores PIC de 0,66 a 0,90.

O exame de microsatélite conservados entre parentes distantes
mariposas Saturniid tais como Antheraea mylitta, A. pernyi, Philosamia cynthia
ricini, A. yamamai e A. polyphemus e os padroes de polimorfismo de espécies
cruzadas, revelaram que quase um ter¢co dos locos microsatélites de B. mori
testados s&o conservados em espécies heterdlogas (Goldsmith et al., 1999).
Esses resultados mostram que os locos microsatélites provém-de outro potencial
marcador para comparar genomas de Lepidoptera.

Os marcadores ISSR-PCR mostram padrdo de heranga mendeliana
(Reddy et al., 1999). Embora a maioria dos locos ISSR sejam dominantes, eles
oferecem varias vantagens sobre RFLP e RAPD para genotipagem. A principal
delas é a produgéao rapida de um grande numero de marcadores. Os marcadores
ISSR oferecem alta reprodutibilidade devido ao uso de “primers” longos e maior
temperatura de anelamento que as utilizadas para RAPD. Devido a essas
vantagens acredita-se que essa técnica tem grande potencial na avaliagéo para
acasalamentos e germoplasma do bicho-da-seda.

O DNA “satellite banded krait minor” (Bkm-2(8)) contendo uma sequéncia
de 545 pb consistindo de 22 repeticdes GATA foi usado com sonda para detectar
polimorfismos de diferentes linhagens do bicho-da-seda. Contudo, foi encontrado
um polimorfismo menor que aquele do SSR, a sonda Bkm se revelou muito limpa
para perfis “fingerprint”. Essas informagdes serdo uteis para estimar a diversidade
genética de germoplamas de bicho-da-seda (Nagaraju et al., 1995; Sharma et al.,
1999).

2.4. Marcadores bioquimicos

O termo isoenzima foi proposto originalmente por Markert e Moller (1959)
como um conceito operacional para designar as diferentes formas moleculares
que uma enzima poderia apresentar. Posteriormente, uma definigdo precisa para
o termo se tornou dificil, pois surgiram varios problemas. Por exemplo, as

diferentes formas de LDH detectadas eletroforeticamente podem ser facilmente
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classificadas como isoenzimas; porém, as varias formas das carboxilesterases
dificilmente poderiam ser assim consideradas.

Existem evidéncias de que essas diferentes formas enzimaticas
apresentam papel fisioldgico distinto nas células. As diversas formas de uma
enzima em uma célula catalisam a mesma reagdo quimica, mas nao
necessariamente com a mesma eficiéncia ou sob as mesmas condigdes
intracelulares. Constituem provas dessa afirmativa a velocidade de renovagao das
diferentes enzimas que comumente difere entre si, e a variada estabilidade entre
essas enzimas sob diferentes condi¢gbdes de pH e forga idnica (Markert, 1968).

Kaplan (1963) sugere que a multiplicidade molecular, pelo menos para
certas enzimas, tem funcdo na diferenciacdo das células durante o
desenvolvimento embrionario, no aumento da adaptabilidade evolutiva dos
organismos, na regulagao da atividade celular e no crescimento.

Dessa maneira, as isoenzimas de B. mori tém sido estudadas em nivel
molecular para entendimento do seu papel na fisiologia de insetos. Inclusive,
varios genes codificadores de isoenzimas tém sido clonados e suas funcdes
estudadas individualmente.

A aminopeptidase N (APN) (EC 3.4.11.2) € uma enzima que cliva
preferencialmente aminoacidos neutros da amina terminal de proteinas ou
oligopeptideos. Esta enzima é amplamente distribuida em animais e plantas. Nos
animais, a APN é mais abundante na membrana em borda estriada (em escova)
do intestino, e € uma enzima envolvida na digestdo de proteinas do alimento. Em
adicdo, a APN é o principal candidato a receptor da toxina Cry de Bacillus
thuriniensis no intestino de insetos (Nakanishi et al, 2002). Dezoito isoformas de
cDNAs de 8 lepidopteras tem sido clonadas e registradas na base de dados:
Bombyx mori, Heliothis virescens, Plutella xylostella, Helicoverpa punctigera,
Manduca sexta, Limantria dispar, Plodia interpunctella e Epiphyas postvittana.
Oltean e colaboradores (1999) verificaram que as isoformas da APN podem ser
agrupadas em pelo menos 4 classes de acordo com dendrograma obtido com
analise de sequéncias de APN.

A quitinase com 75 KDa é uma enzima com alto potencial para ser
utilizada no controle biolégico da broca do pinho (Monochamus alternatus), foi
caracterizada por cromatografia apds purificagdo do integumento em larvas de 5°

instar de B. mori. A cinética quimica e analise de padrbes de reacao utilizando
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glicoquitina e N-acetilquito-oligossacarideos como substratos indicaram que a
quitinase com 75 KDa € uma enzima hidrolitica do tipo endo - ou random para
produzir um produto B anomérico e que prefere os maiores N-
acetilquitooligossacarideos, sugerindo, juntamente com a sequéncia de
aminoacidos N-terminal, que a quitinase com 75 KDa pertence a familia 18 das
glicosil hidrolases (Kabir et al., 2006).

Muitas proteinas, incluindo peptideos bacterianos da hemolinfa, sao
induzidas por infec¢gées bacterianas. Shiotsuki e Kato (1999) detectaram duas
carboxilesterases (CEs) bacterianas induziveis na hemolinfa de Bombyx mori. As
EST-1 e 2 foram induzidas por injecao de lipolissacarideos apdés 6 horas de
infeccao por E. coli. Os autores verificaram que CEs induzidas por bactérias sao
diferentes daquelas CEs mono induzidas, incluindo esterases hormoénio juvenil,
em valores de pl, migragdo em eletroforese PAGE, e sensibilidade a inibidor.

Contudo, poucos estudos tém sido desenvolvidos com isozimas para
avaliar o grau de polimorfismo existente nas linhagens de B. mori utilizadas na
producdo de seda, bem como sua utilizagdo como marcadores bioquimicos

dessas linhagens.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Material biolégico

Foram utilizadas larvas de Bombyx mori fornecidas pela COCAMAR -
Cooperativa Agroindustrial de diferentes linhagens no segundo dia do 5° instar.
Dentre as quinze linhagens analisadas, sete sdo de origem Japonesa e oito sdo
de origem Chinesa como pode ser observado no Quadro 1. Estas linhagens foram
doadas para Universidade Estadual de Maringa e estdo mantidas em banco de

germoplasma.

Quadro - 1. Linhagens de Bombyx mori analisadas e sua origem

Linhagem Origem Linhagem Origem
Lin1 Japonesa HA-B Lin8 Chinesa C14
Lin2 Japonesa M18-2 Lin9 Japonesa HA-A
Lin3 Chinesa C121-A Lin10 Chinesa C122-B
Lin4 Japonesa M12-B Lin11 Japonesa J-1
Lin5 Japonesa M 102 Lin12 Chinesa C24-2
Lin6 Chinesa C24-A Lin13 Japonesa M19-2
Lin7 Chinesa C209 Lin14 Chinesa C25-B
Lin15 Chinesa C21
3.2. Métodos

3.2.1. Obtenc¢ao das glandulas sericigenas

Apds a coleta as larvas foram armazenadas em frascos fechados
devidamente identificados, permanecendo em freezer a —20°C, para a andlise
laboratorial.

No momento da analise eletroforética as larvas foram dissecadas e
tiveram suas glandulas sericigenas retiradas (Figura 1) sob estereomicroscopio

em placa de dissecgao.
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Figura - 1. Glandulas sericigenas de Bombyx mori observadas sob estereomicroscopio.

sendo: 1 — regido anterior, 2 — regido mediana, 3 — regido posterior. Fonte: BRATAC.

Informativo Técnico BRATAC. Departamento de Matéria Prima — Bastos: a. 4. n. 4. 2002.

3.2.2. Analise eletroforética

Foram utilizados géis de poliacrilamida (T= 30,8 %; C = 2,6 %) na

concentragéo de 10% acompanhados de géis de empilhamento (T= 10.5 %; C =

4,8 %) a 5%. Os volumes empregados podem ser visualizados no Quadro 2.

Quadro - 2. Volumes dos componentes utilizados no preparo dos géis de separagao (T=

30,8 %; C = 2,6 %) em poliacrilamida na concentragdo de 10% e dos géis de
empilhamento (T= 10.5 %; C = 4,8 %)

Reagentes

Gel de separagéao (10%)

Gel de Empilhamento

Acrilamida 30%/
Bis 0,8%

Tampao Tris-HCI

Agua destilada

Persulfato de

amonia (2%)

TEMED

5,0 mL

4,0 mL

1,5 M; pH 8,8

5,9 mL

320 uL

16 uL

3,0 mL

3,0 mL
0,24 M; pH 6,8

30 L

250 pl

3 uL
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Os géis foram submetidos a eletroforese em uma voltagem de

aproximadamente 200 V durante 4 horas e 30 minutos.

3.2.3. Preparo das amostras

As amostras foram homogeneizadas em tubos para centrifuga (2 mL) em
150 pL de B-mercaptoetanol e 40 uL de tetracloreto de carbono com auxilio de um
bastdo de vidro e, em seguida, centrifugadas a 12000 gxG por 15 minutos em
centrifuga nao refrigerada. Foram retirados 20uL do sobrenadante e adicionados
20uL de solugao Tris-HCI 0,1 M pH 8,8 contendo glicerol a 10%. Posteriormente
15 uL dessa solugao foram aplicados no gel.

Aliquotas de cada sobrenadante restante, foram absorvidas em papel de

filtro Whatman numero 3 e inseridas nos géis de amido.

3.2.4. Revelacgao das esterases (EST - EC 3.1.1.1)

Apos a corrida eletroforética o gel foi incubado por 30 min em 50 mL de
solucdo tampao fosfato de sddio 0,1 M pH 6,2. Decorrido esse periodo de tempo
o gel foi incubado por + 1 hora em estufa a 38°C, em solu¢gdo de coloragéo
contendo: 50 mL de tampéo fosfato 0,1 M pH 6,2; 5 mL de N-propanol; 0,06 g de
Fast Blue RR Salt; 0,03 g de a-naftil acetato e 0,02 g de B-naftil acetato.

3.2.5. Gel de amido

Para gel de amido foi utilizada a técnica de eletroforese em sentido
horizontal, em géis de amido de milho — Penetrose 30 (CORN PRODUCTS of
BRAZIL) na concentragéo de 14%. A penetrose foi acondicionada em Kitassato, a
qual foi adicionada solugao tampéao Tris-HCI 0,02 M, pH 7,5 e a mistura foi cozida
até adquirir uma consisténcia viscosa.

Em seguida, o gel foi despejado sobre uma placa de vidro. Apés o tempo
necessario para o seu resfriamento (1 hora e meia, aproximadamente), o mesmo
foi cortado transversalmente a cinco cm de uma das extremidades, onde as

amostras foram inseridas verticalmente com o auxilio de um pinca.
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O gel foi submetido a um campo elétrico de 9V/cm de gel por 4:30 horas
e, apoés a corrida, foi cortado horizontalmente, obtendo-se, desta forma, trés
partes homologas que permitiu a analise de trés sistemas enzimaticos.

O sistema tampao utilizado para o gel foi o Tris-HCI pH 7,5 0.02M e para
corrida Tris - HCIl de 0.3M pH 7,5.

3.2.6. Revelagio da Fosfatase Acida (ACP — EC 3.1.3.2)

A deteccdo da atividade de fosfatase acida (ACP) foi realizada
empregando-se 0.5mL de cloreto de magnésio 1 M, tampao acetato de sodio
0,05M pH 5,5, 0,04g de Fast Blue RR Salt e 3,5mL de a-naftil fosfato a 1% de

acordo com a metodologia descrita por (Alfenas, 1998).

3.2.7. Revelagao da fosfatase alcalina (AKP - EC 3.1.3.1)

Para a visualizagdo da fosfatase alcalina (AKP) foi utilizada solugao
composta por: 0,5mL de cloreto de magnésio 1 M, tampéao Tris-HCI 0,05M pH
7,5, 0,04g de Fast Blue RR Salt e 3,5ml de a-naftil fosfato a 1% (Alfenas, 1998).

3.2.8. Revelagao da anidrase carbdnica (CA — EC 4.2.1.1)
Essa isoenzima foi visualizada utilizando-se solugéo contendo 0,059

de diacetato de fluoresceina dissolvido em 1 mL de acetona em 8 mL de agua.

3.3. Analise da genética de populagées

Apoés a revelagéo das regides de atividade das isoenzimas, os locos que
foram revelados tiveram seus fendtipos anotados e as frequéncias génicas
diretamente estimadas, bem como a medida da variabilidade genética, por
determinacao dos desvios das frequéncias genotipicas esperadas de acordo com
o equilibrio de Hardy-Weinberg. Foram calculados ainda os coeficientes de
similaridade e distancias genéticas para todas as linhagens analisados, utilizando-

se o programa Popgene 1.32.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

As analises realizadas em quatro sistemas enzimaticos com as quinze
linhagens de B. mori L., (entre elas, oito linhagens chinesas e sete linhagens
japonesas) foram observados 21 locos, dentre os quais quatro sdo polimérficos
representando 19,05% de polimorfismo, os locos polimérficos sdo Est-11, Acp,
Akp, Ca.

Do total de locos detectados 18 sao das esterases, contudo apenas a
EST-11 foi polimoérfica. O alelo mais freqliente foi o Est-11” (0,8974) e o mais raro
foi Est-11% (0,1026). A freqliéncia dos alelos para as isoenzimas analisadas
podem ser observadas no Quadro 3.

As esterases sdo uma familia de isoenzimas que apresentam uma ampla
distribuicdo, sendo detectadas desde bactérias até humanos, apresentam ampla
especificidade a substratos, possuem distribuicdo diferencial nos tecidos e nas
diferentes fases do desenvolvimento.

Pedros e colaboradores (2002) detectoram sete regides de atividade
esterasica em extratos de glandulas sericigenas e da cabecga de Bombyx mori. As
esterases 1, 2 e 7 foram observadas apenas nos extratos de cabeca, a esterase-5
foi detectada apenas nos extratos das glandulas da seda. Em ambos os extratos
foram observadas as esterases 3, 4 e 6. A EST-3 apresentou maior atividade nos
extratos das glandulas de seda, e as EST-4 e EST-6 nos estratos de cabeca. O
autor afirma que as especificidades encontradas para as esterases em diferentes
regides do corpo e tecido nesses insetos, demonstram o seu papel diferencial
durante o desenvolvimento ontogenético.

Além disso, essas isoenzimas apresentam grande numero de locos e
geralmente sdo polimérficos. Em Diatraea saccharalis (Lepidoptera, cambidae)
foram observados oito locos de esterases sendo que a EST-3 foi polimorfica
(Ruvolo-Takasusuki et al., 2002).

Em 13 linhagens de B. mori analisadas por Prasad et al. (2005), foram
encontrados 23 locos microssatélites polimérficos com variagdo de dois a 14
alelos, com valor de heterozigosidade média de 0,54. Somente 36 (18.2%) de 198
locos microssatélites foram polimoérficos entre as duas populagdes divergentes do

bicho-da-seda e 10 (5%) locos apresentaram alelos nulos. O mapa gerado
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utilizando esses marcadores polimérficos resultou em 8 grupos de ligagdo. Os

locos microssatélites foram mais conservados no seu ancestral imediato, B.

mandarina, seguido pelo bicho-da-seda selvagem, Antheraea assama.

Quadro - 3. Frequéncia alélica dos locos analisados de Bombyx mori

Loco Alelo A Alelo B Alelo C
Est-1 1000 -
Est-2 1,000 e e
Est-3 1,000 e e
Est-4 1,000 e
Est-5 1,000 e
Est-6 1,000 e
Est-7 1,000 e
Est-8 1,000 e
Est-9 1,000 e
Est-10 1,000 e
Est-11 0.8974 0,026 -
Est-12 1,000 e
Est-13 1,000 e
Est-14 1,000 e
Est-15 1,000 e
Est-16 1,000 e
Est-17 1,000 e
Est-18 1,000 e
Acp 0,3000 0,3917 0,3083
Akp 0,2500 0,5333 0,2167
Ca 0,4750 0,5250 e

A heterozigosidade média observada para todos os locos foi de 0,0350,

enquanto a heterozigosidade esperada de acordo com Nei (1973) foi de 0,0929

(Quadro 4). Esses resultados sugerem que ha baixa heterozigosidade para os



locos analisados. Os resultados mostram que essas linhagens podem ser

cruzadas com outras linhagens para o melhoramento genético.

Quadro - 4. Heterozigosidade média de isoenzimas para os locos analisados das 15

linhagens de Bombyx mori

Loco Numero de Alelos Heterozigosidade Heterozigosidade
Observada Esperada
Est-1 64 0,0000 0,0000
Est-2 112 0,0000 0,0000
Est-3 120 0,0000 0,0000
Est-4 66 0,0000 0,0000
Est-5 100 0,0000 0,0000
Est-6 96 0,0000 0,0000
Est-7 72 0,0000 0,0000
Est-8 18 0,0000 0,0000
Est-9 104 0,0000 0,0000
Est-10 22 0,0000 0,0000
Est-11 78 0,1026 1,1841
Est-12 4 0,0000 0,0000
Est-13 120 0,0000 0,000
Est-14 82 0,0000 0,0000
Est-15 70 0,0000 0,0000
Est-16 12 0,0000 0,0000
Est-17 36 0,0000 0,0000
Est-18 38 0,0000 0,0000
Acp 120 0,2833 0,6615
Akp 120 0,1333 0,6061
Ca 120 0,2167 0,4988
Média 75 0,0350 0,0929
Desvio padrao + 0,0808 +0,2129
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O indice de fixacdo (Fis) para as isozimas analisadas foi - 0,0452,
indicando que ainda ha excesso de heterozigotos e que provavelmente ndo ha
endocruzamento entre linhagens. O alto valor de Fg (0,676) permite sugerir que
as linhagens estdo bem diferenciadas e que n&o ocorre fluxo génico entre elas

(0,1194). Esses resultados podem ser observados no Quadro 5.

Quadro - 5. Valores do indice de Fixacdo (Fi), grau de diferenciacdo (F) e fluxo génico

(Nm) para as linhagens analisadas de Bombyx mori

Loco Fis Fst Nm
Est-1 e 1,0000 0,0000
Est-2 1,0000 0,0000
Est-3 - 0,0000 -
Est4 1,0000 0,0000
Est6 = - 1,0000 0,0000
Est6 - 1,0000 0,0000
Est-7 - 1,0000 0,0000
Est8 - 1,0000 0,0000
Est9 - 1,0000 0,0000
Est-10 e 1,0000 0,0000
Est-11 -0,4237 0,9020 0,0271
Est-12 e 1,0000 0,0000
Est-13 - 0,0000 -
Est-14 - 1,0000 0,0000
Est-15 e 1,0000 0,0000
Est-16 - 1,0000 0,0000
Est-17 1,0000 0,0000
Est-18 e 1,0000 0,0000
Acp 0,1656 0,4867 0,2637
Akp 0,0000 0,800 0,0705
Ca - 0,56522 0,7201 0,0972
Média - 0,0452 0,6767 0,1194
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A analise de 15 locos microssatélite de 13 linhagens de bombyx mori
detectou um numero de trés a 17 alelos, com valor de heterozigosidade variando
entre 0.66 a 0.90 foi obtido por Reddy et al. (1999). Esses microssatélites
permitiram aos autores obterem alelos para linhagens que entram em diapausa e
que nao entram em diapausa.

Os cruzamentos para obtencdo de hibridos de bicho-da-seda sao
realizados por meio de cruzamentos simples entre duas ragas parentais do bicho-
da-seda, normalmente ragas japonesas cruzadas com ragas chinesas, obtém-se
os chamados hibridos diretos (Krishnaswami et al., 1979). Outra forma de
producao de hibridos é feita pelo acasalamento de dois hibridos F1 produzidos
por diferentes combinagdes de ragas japonesas e chinesas do Bombyx mori L.,
podem ser definidos como hibridos de duplo cruzamento ou hibridos tetra-
parentais (Nagaraju, 2002). Assim, o estudo realizado podera contribuir com a
indicacdo de quais linhagens japonesas e chinesas apresentam menor
variablidade, sendo consideradas puras e que, portanto, poderao ser utilizadas
em cruzamentos para o desenvolvimento de hibridos que apresentem melhores
resultados quanto ao seu desempenho na producao de seda.

A maior distdncia genética observada ocorreu entre as linhagens 10
(C122-B) e 3 (C121-A) (0,8373) e a menor distédncia foi detectada entre as
linhagens 5 (M102) e 1(HA-B) correspondendo a 0,1056 (Quadro 6). Os valores
obtidos pela distancia genética de Nei (1978) mostram que as linhagens séo
distintas

Contudo, quando observa-se o dendrograma baseado na distancia de Nei
(1978) obtido pelo método de UPGMA (Figura 5), pode-se verificar que as
linhagens japonesas e chinesas ndo puderam ser totalmente separadas pelos
sistemas isoenzimaticos analisados. Esses resultados indicam que essas
matrizes ainda conseguem formar subpopulagdes, podendo produzir hibridos.

As matrizes que compdem essas linhagens estdo sendo mantidas por
cruzamentos que podem estar promovendo uma reducdo da variabilidade
genética, seria importante continuar avaliando o grau de polimorfismo dessas
linhagens, para que ndo ocorra um aumento acentuado da homozigose levando a
expressdo de genes deletérios que podem promover alta mortalidade das

matrizes.
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Quadro - 6. Identidade

genética (diagonal superior) e distancia genética (diagonal inferior) segundo Nei (1978) para linhagens chinesas e

japonesas

Lin 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

1 o 0,6745 0,8742 0,8204 0.8998 0,6897 0,7694 10,8875 0,8725 0,6146 0,8116 8,8831 0,6684 0,6600 0,6232
2 0,33937  **** 0,7522 0,7059 0,6912 0,5685 0,5463 0,6423 0,6595 0,4735 0,5665 0,6031 0,8626 0,6371 0,6795
3 0,1344 0,2848 **** 0,7581 0,7653 0,5221 0,6852 0,7784 0,206 0,4329 0,5994 0,7603 0,6921 0,5601 0,5367
4 0,1980 0,3483 0,2770 **** 0,7719 0,6467 0,8172 0,7201 0,7503 0,4541 0,6157 0,6897 0,7002 0,6737 0,7076
5 0,1056 0,3693 0,2675 0,2588 **** 0,6949 0,7655 0,8220 0,8707 0,5883 0,8529 0,8270 0,6827 0,7051 0,5524
6 0,3715 0,5648 0,6499 10,4358 0,3640 **** 0,6143 0,6954 0,7154 0,5687 0,6677 0,6159 0,6317 0,6517 0,7259
7 0,2621 0,6047 0,3780 0,2019 0,2672 0,4872 **** 0,7713 0,7937 0,5165 0,6563 0,6789 0,5268 0,7187 0,5945
8 0,1194 0,4427 0,2505 0,3284 0,1960 0,3633 0,2597 **** 0,8330 0,7405 0,7341 0,8841 0,6317 0,6748 0,7403
9 0,1364 0,4162 0,3277 0,2873 0,1385 0,3349 0,2311 0,1828 **** 0,6347 0,8543 10,8373 0,6521 0,6785 0,5944
10 0,4868 0,7477 0,8373 0,7894 0,5304 0,5644 0,6608 0,3004 0,4546 **** 0,7264 0,7357 0,5347 0,6078 0,6844
11 0,2087 0,5683 0,5118 0,4849 0,1591 0,4039 0,4212 0,3092 0,1574 0,3196 **** 0,8859 10,6291 0,6436 0,5854
12 0,1243 0,5057 0,2740 0,3715 0,1899 10,4847 0,3837 0,1231 0,1775 0,3070 0,1212 **** 0,6525 0,6736 0,6557
13 0,4028 0,1477 0,3680 0,3564 0,3818 0,4593 0,6410 0,4594 0,4275 0,6261 0,4635 0,4269 **** 0,6721 0,7523
14  0,4155 0,4508 0,5797 0,3951 0,3494 0,4282 0,3303 0,3934 0,3879 0,4979 0,4406 0,3952 0,3974 **** 0,6878
15 0,4729 0,3864 0,6224 0,3458 0,5935 0,3204 0,5200 0,3007 0,5202 0,3792 0,5355 0,4221 0,2846 0,3742 ****

24



Linhagem 1 HA-B

Linhagem 4 M12-B

Linhagem 9 HA-A

Linhagem 12 C24-2

Linhagem 13 M19-2

Linhagem 6 C24-A

Linhagem 14 C25-B

Linhagem 3 C121-A

Linhagem 11 J-1

Linhagem 2 M18-2

Linhagem 8 C14

] Linhagem 7 C209

Linhagem 10 C122-A

Linhagem 15 C21

Linhagem 5 M102

0,699 0,905

Figura 3. Dendrograma de disténcia genética construido pelo método UPGMA baseado

em Nei (1978) entre linhagens chinesas e japonesas de Bombyx mori.
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Varios estudos tém sido desenvolvidos com marcadores moleculares em
bicho-da-seda, para detectar o grau de polimorfismo, desenvolver mapas de
ligacdo para genes associados a produgao de seda e mapeamento de genes de
interesse econdmico.

Prasad e colaboradores (2005) avaliaram a frequéncia e a distribuicdo de
microssateélites em 21.76-Mb de sequéncias randémicas do genoma, 0.67-Mb em
sequéncias BAC do cromossomo de Z, e 6.3-Mb de sequéncias EST (Expressed
Sequence Tags) de Bombyx mori. Nesse estudo foi realizada a estimativa de
microssatélites em 0,31% do genoma desse inseto.

O primeiro mapa de ligagdo em Bombyx mori por meio do marcador AFLP
(Amplified Fragment Length Polymorphisms) foi desenvolvido por Tan et al.
(2001). O mapeamento por meio de AFLP foi realizado genotipando 47 progénies
de uma populagdo retrocruzada. Os autores encontraram um total de 1248
(60.7%) de polimorfismo detectado com 35 combinagdes de primers com
adaptador Pstl/Taqgl. Sendo que cada uma das combinag¢des de primer gerou uma
media de 35.7 marcadores polimorficos. Um total de 44% dos marcadores
polimdrficos foi consistente com a relagdo de segregacao de 1:1 com nivel de
significancia P = 0,05. O comprimento total desse mapa AFLP foi de 6512 cM. As
distancias genéticas entre dois marcadores vizinhos variaram de 0.2 a 47 cM com
uma media de 18.2 cM. O gene ligado ao sexo od foi situado entre os marcadores
P1T3B40 e P3T3B27 na extremidade do grupo trés, indicando que o grupo de
ligacao AFLP 3 estava no cromossomo Z (sexual).

Chatterjee e Pradeep (2004) desenvolveram um estudo para identificar
marcadores moleculares associados com os parametros do crescimento e do
rendimento no bicho-da-seda. Assim, foram gerados perfis de RAPD com os sete
primers UBC para 14 linhagens de bicho-da-seda, originados de China, Japao,
india, e Russia, foram analisados estatisticamente. A analise regressdo multipla
estabeleceu associacdo significativa de 45 marcadores com o desenvolvimento
larval, os indices do crescimento e os quatro parametros do rendimento do casulo
relevantes para a produgao de seda.

Miao e colaboradores (2005) estabeleceram um denso mapa de ligagéo
utilizando 518 sequéncias SSR — “Simples Sequence Repeat” ou microssatélites
em Bombyx mori, como parte de um progama gendmico internacional. Nesse

estudo foram utilizadas 6 linhagens representativas, tendo sido empregados 2500
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marcadores microssatélites (CA)n e (CT)n. Esses marcadores revelaram um
polimorfismo entre 17-24%, indicando um alto grau de homozigosidade resultante
da longa historia de endocruzamentos desses insetos.

Os estudos com marcadores moleculares indicam que o genoma do
bicho-da-seda esta sendo amplamente estudado, para o desenvolvimento de
melhores linhagens desses insetos.

A analise desenvolvida com isoenzimas podera contribuir com o
entendimento da expressdo de genes funcionais em diferentes momentos do
desenvolvimento, no polimorfismo apresentado por diferentes locos e que podem
contribuir com uma rapida caracterizagdo das linhagens para seu manejo em
cruzamentos e ser associada aos estudos moleculares para um conhecimento

mais amplo do genoma de Bombyx moti.
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5. CONCLUSOES

A avaliagdo genética de oito linhagens chinesas e sete linhagens
japonesas de B. mori permitiram verificar que elas apresentam baixa
heterozigosidade média, as linhagens estdo bem diferenciadas, mas, ainda
conseguem formar subpopulagbes. Porém, o dendrograma representa as
linhagens que estdo proximas geneticamente e, sendo assim, estas ndo sado
importantes para os cruzamentos no melhoramento genético desta espécie.

As linhagens analisadas apresentam material genético que pode ser
utilizado em estudos posteriores de melhoramento genético para obtencédo de

melhores hibridos para producéo de seda.

28



6. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ABREU, O.C. Preparo técnico de ovos do bicho-da-seda. Sdo Paulo: Instituto
de Zootecnia, 1971. 108 p.

AGRONLINE, 2004- http://www.agronline.com.br/agronoticias/noticia.php?id=471,
(acesso em 30/05/2006).

ALFENAS, A.C. Eletroforese de proteinas e isoenzimas de fungos e

esséncias florestais. Vigcosa: SIF, 1999. 242 p.

ARNAUT DE TOLEDO, J.O. Analise do desempenho biolégico e das
caracteristicas tecnolégicas do casulo de racas puras e hibridos de bicho-
da-seda (Bombyx mori L.). Jaboticabal: Faculdade de Ciéncias Agrarias e
Veterinarias — Campus Jaboticabal, 1992. 92 p. Dissertagdo (Mestrado em

Zootecnia).

BRANCALHAO, R.M.C. Virus Entonopatogénicos no bicho-da-seda. Revista

Biotecnologia Ciéncias e Desenvolvimento, 24:54-58, 2002.

BRATAC. Informativo Técnico BRATAC. Departamento de Matéria Prima —
Bastos, 2003.

CHATTERJJE, S.N.; PRADEEP, A.R. Molecular Markers (RAPD) Associated with
Growth, Yiel, and Origin of the Silkworm, Bombyx mori L. In India. Russian

Journal of Genetics, 39:1365-1377, 2003.

COUTINHO FILHO, F. Sericicultura. Rio de Janeiro: Servico de Informacéao
Agricola, 1967. 24 p.

DOIRA, H. The silkworm: An important laboratory tool. Tokyo: Kodansha, 1978.
307 p.

29



EVANGELISTA, A. indices nutricionais e desempenho do bicho-da-seda
(Bombyx mori L.) alimentados com diferentes cultivares de amoreira.
Jaboticabal: Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias — Campus

Jaboticabal, 1994. 89 p. Dissertagdo (Mestrado em Zootecnia).

FONSECA, A.S.; FONSECA, T.C.; SCHAMMASS, E.A. Competicdo de hibridos
naturais e artificiais de amoreira. Boletim da Industria Animal, 43:367-373,
1986.

FONSECA, A.S.; FONSECA, T.C. Cultura da amoreira e criagcdo do bicho-da-
seda: Sericicultura. S&o Paulo: Nobel, 1986. 246 p.

GOLDSMITH, M.; SHIMADA, T.; YASUKOCHI, Y.; MITA, K.; NAGARAJU, J. Intl.
Conf. Inv. Transgenesis, Crete:Greece, 20:29-31, 1999.

HANADA, Y.; WATANABE, J.K. Manual de criagcao do bicho-da-seda. Curitiba:
COCAMAR, 1986. 224 p.

ITO, T.; KOBAYASHI, M. Rearing of the silkworm. In: TAZIMA, Y. The silkworm:
an important laboratory tool. Tokyo: Kodansha, 1978. p.102.

HUNT, G.J.; PAGE, R.E. Linkage Map of the Honey Bee, Apis mellifera, based on
RAPD markers. Genetics., 139:1371— 1382, 1995.

KABIR, K.E.; HIROWATARE, D.; WATANABE, K.; KOGA, D. Purifcation and
characterization of a novel isozyme of chitinase from Bombyx mori. Biosci.
Biotechnol. Biochem., 70:252-262, 2006.

KANTARATANAKUL, S.; THARVORNANULKIT, C.; WONGTHONG, S
CHAREONYING, S.; CAMPIRANON, A.; SAKSSONG, P. Heterosis in F1 hybrid
between polyvoltine and bivoltine silkworm (Bombyx mori) L. Sericologia, 27:373
- 380, 1987.

30



KAPLAN, N.O. Symposium on multiple forms of enzymes and control

mechanisms. |. Multiple forms of enzymes. Bact. Rev., 27:155-169, 1963.

KAWANO, T.; KATAOKA, H.; NAGASAWA, H.; ISOGAI, A.; SUZUKI, A. cDNA
Cloning and Sequence Determination of the Pheromone Biosynthesis Activating
Neuropeptide of the Silkworm, Bombyx mori. Biochem. Biophys. Res.
Commun., 189:221-226, 1992.

KOHNO, A.; HIRAKAWA, F. Yuuryoken zoosan no advice- Haissan Kara
joozoku made. In the Sanshi no Hikari:Japan, 1991. 26 p.

KRISHNASWAMI, S. Sericiculture manual. 2-Silkworm rearing. Roma: F.A.O.
1973. 131 p.

KRISHNASWAMI, S. Sericiculture manual. 2-Silkworm rearing. Rome: Food and
Agriculture Organization of the United Nations, 1979. 131 p.

MARKERT, C.L. The molecular basis of isozymes. Ann. N. Y. Acad. Sci.,
151:14-40, 1968.

MARKERT, C.L.; MOLLER, F. Multiple forms of enzymes: tissue, ontogenetic,
and species specific patterns. Proc. Natl. Acad. Sci. USA., 45:753-763, 19509.

MIAO, X.; XU, S.; LI, M.; LI, M.; HUANG, J.; DAI, F.; MARINO, S.W.; MILLS, D.
R.; ZENG, P.; MITA, K.; JIA, S.; ZHANG, Y.; LIU W.; XIANG, H.; GUO, Q.; XU, A;;
KONG, X.; LIN, H.; SHI, Y.; LU, G.; ZHANG, X.; HUANG, W.; YASUKOCHI, Y.;
SUGASAKI, T.; SHIMADA, T.; NAGARAJU, J.; XIANG, Z.; WANG, S;
GOLDSMITH, M.R.; LU, C.; ZHAO, G.; HUANG, Y. Simple Sequence Repeat-
Based Consensus Linkage Map of Bombyx mori. Proc. Natl. Acad. Sci. USA,
102:16303-16308, 2005.

31



MERRIAM, J.; ASHBURNER, M.; HARTL, D.L.; KAFATOS, F.C. Toward Cloning
and Mapping the Genome of Drosophila. Science, 254:221-225, 1991.

MICHAILLE, J.J.; COUBLE, P.; PRUDHOMME, J.C.; GAREL, A. A single Gene
Produces Multiple Sericin Messenger RNAs in the Silk Gland of Bombyx mori.
Biochimie, 68:1165-1173, 1986.

MICHAILLE, J.J.; GAREL, A.; PRUDHOMME, J.C. Cloning and Characterization
of the Highly Polymorphic Ser2 Gene of Bombyx mori. Gene, 86:177-184, 1990.

MITA, K.; ICHIMURA, S.; JAMES, T.C. Highly Repetitive Structure and its
Organization of the Silk Fibroin Gene. J. Mol. Evol., 38:583-592, 1994.

NAGARAJA, G.M.; NAGARAJU, J. Genome Fingerprinting of the Silkworm,
Bombyx mori, Using Random Arbitrary Primers. Electrophoresis, 16:1633—-1638,
1995.

NAGARAJU, J. Application of genetic principles for improving silk production.
Current Science, 83:(www.cdfd. org. in/~swamy/jnag/409.pdf.), 2002.

NAGARAJU, J. Recent Advances in Molecular Genetics of the Silk Moth, Bombyx
mori. Current Science, 78:151-161, 2000.

NAGARAJU, J.; SHARMA, A.; SETHURAMAN, B.N.; RAO, J.V.; SINGH, L. DNA
Fingerprinting in Silkworm Bombyx mori Using Banded Krait Minor Satellite DNA-
derived Probe. Electrophoresis, 16:1639-1642, 1995.

NAKANISHI, K.; YAOI, K.; NAGINO, Y.; HARA, H.; KITAMI, M.; ATSUMI, S,
MIURA,N.; SATO, R. Aminopeptidase N isoforms from the midgut of Bombyx mori
and Plutella xylostella their classification and the factors that determine their
binding specificity to Bacillus thuringiensis Cry1A toxin. FEBS Letters., 519:215-
220, 2002.

32



NAKANO, O.; SILVEIRA NETO, S. Entomologia agricola. Biblioteca de Ciéncias
Agrarias Luiz de Queiros: Piracicaba, 10:234-242, 1994.

NIIMI; T.; YAMASHITA, O.; YAGINUMA, T. Structure of the Bombyx Sorbitol
Dehydrogenase Gene: A Possible Alternative Use of the Promoter. Insect Mol.
Biol., 5:269-280, 1996.

OGINO, R.K. Manejo do bicho-da-seda: Fundamentos Informativo Técnico
BRATAC:Departamento de Matéria Prima. 2002.

OGUINO, R. Manejo do bicho - da - seda: Fundamentos. Informativo Técnico
BRATAC:Bastos. 2001.

OKINO, |. Manual de sericicultura. Bauru. 1982. 80 p.

OLTEAN, D.I.; PULLIKUTH, A.K.; LEE, H.K.; GILL, S. Appl. Environ. Microbiol.,
65:4760-4766, 1999.

ONO, B.H. Instituto de sementagem. Parana, s. d. 11 p. (Apostila).

PEDROS, RB. Atividade das esterases em larvas de bombyx mori L. In: 48°
CONGRESSO BRASILEIRO DE GENETICA, 2002. Aguas de Lindéia: SP. 2002.

PROMBOON, A.; SHIMADA, T.; FUJIWARA, F.; KOBAYASHI, M. Linkage Map of
Random Amplified Polymorphic DNAs (RAPDs) in the Silkworm, Bombyx mori.
Genet. Res. Camb., 66:1-7, 1995.

REDDY, K.D.; ABRAHAM, E.G.; NAGARAJU, J. Microsatellites in the Silkworm,
Bombyx mori: Abundance, Polymorphism, and Strain Characterization. Genome,
42:1057-1065, 1999.

REDDY, K.D.; NAGARAJU, J.; ABRAHAM, E.G. Genetic Characterization of the
Silkkworm Bombyx mori by Simple Sequence Repeat (SSR)-anchored PCR
Heredity. Genome, 42:681-687, 1999.

33



RONQUI, L. Caracterizagao das Proteinas Totais em Lagartas do Bicho-da-
seda (Bombyx Mori L.) Sadias e Infectadas por Nucleopolyhedrovirus e
Utilizacdo de P8 como Marcador da Infecgdo. Umuarama:Universidade
Paranaense, 2004. 18p. Trabalho de Conclusdo de Curso. (Graduagdo em

Ciéncias Biologicas).

RUIZ, J. B. Avaliagao Eletroforética das Enzimas Esterases em Lagartas de
Bombyx mori L. Sadias e Infectadas por Nucleopolyedrovirus.
Umuarama:Universidade Paranaense, 2004. 18p. Trabalho de Conclusdao de

Curso. (Graduacao em Ciéncias Biologicas).

RUVOLO-TAKASUSUKI, M.C.C.; MACHADO, M.F.P.S.; CONTE, H. Esterase-3
polymorphism in the sugarcane borer Diatraca saccharalis (Lepidoptera,
Pyralidae). Genetics and Molecular Biology. 25:61-64, 2002.

SATO, Y.; OGUCHI, M.; MENJO, N.; IMAI, K.; SAITO, H.; IKEDA, M.; ISOBE, M.;
YAMASHITA, O. Precursor Polyprotein for Multiple Neuropeptides Secreted from
the Suboesophageal Ganglion of the Silkworm Bombyx mori: Characterization of
the cDNA Encoding the Diapause Hormone Precursor and Identification of
Additional Peptides. Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 90:3251-3255, 1993.

SHARMA, A.; NIPHADKAR, M.P.; KATHIRVELU, P.; NAGARAJU, J.; SINGH, L.
DNA Fingerprint Variability Within and Among the Silkkworm Bombyx mori Varieties
and Estimation of their Genetic Relatedness Using Bkm-derived Probe. J. Hered.,
90:315-319, 1999.

SHI, J.; HECKEL, D.G.; GOLDSMITH, M.R.A Genetic Linkage Map for the
Domesticatedsilkworm, Bombyx mori, Based on Restriction Fragment Length
Polymorphisms. Genet. Res., 66:109-126, 1995.

SHIOTSUKI, T.; KATO, Y. Induction of carboxylesterase isozymes in Bombyx mori
by E. Coli infection. Insect Biochemistry and Molecular Biology. 29:731-736,
1999.

34



SLANSKY JR,, F.; SCRIBER, J.M. Food consumption and utilization. In: KERKUT,
G. A.; GILBERT, L. I. eds., Comprehensive insects physiology biochemistry
and pharmacology. Oxford, Pergamon Press, 4:87 — 163, 1985.

SU, Z.H., SATO, Y.,.YAMASHITA, O. Purification, cDNA Cloning and Northen Blot
Analysis of Trehalase of Pupal Midgut Of The Silkworm, Bombyx mori, Biochem.
Biophys. Acta, 1173:217-224, 1996.

SUZUKI, Y., BROWN, D.D. Isolation and Identification of the Messenger RNA for
Silk Fibroin From Bombyx mori. J. Mol. Biol., 63:409-429, 1972.

TAKAHASHI, R. Sericicultura. FCAV Jaboticabal, 1994. 134 p. (Apostila)

TAKAHASHI, R. Sericicultura: Amoreira (Morus alba L.) Bicho-da-Seda (Bombyx
mori L.). Jaboticabal: FCAV/UNESP. 1988. 135 p., (Apostila).

TAKAHASHI, R.; TAKAHASHI, K.M.; TAKAHASHI, L.S. Sericicultura uma
promissora exploragao agropecuaria. Jaboticabal: FUNEP, 2001. 126 p.

TAN, Y.D., WAN, C.L., ZHU, Y.F., LU, C., XIANG, Z.H., DENG, H.W. An Amplified
Fragment Length Polymorphism Map of the Silkworm. Genetics, 157:1277-1284,
2001.

TEIXEIRA, A.S.; CHAVES, L. da S.; YUYAMA, K. Esterases no exame da
estrutura populacional de camucamu (Myrciaria duabia (Kunth) Mc Vaugh-
Murtaceae). Acta Amazoénia, 34:89-96, 2004.

UENO, K., HUI, C. C., FUKUTA, M., SUZUKI, Y. Molecular Analysis of the
Deletion Mutants in the E Homeotic Complex of the Silkworm Bombyx mori.
Development, 114:555-563, 1995.

UENO, K., NAGATA, K., SUZUKI, Y., Molecular Model Systems in the Lepidoptera
(eds Goldsmith, M. R. and Wilkins, A. S.), Cambridge University Press, 1996, pp.

35



165-180. In: NAGARAJU, J. Recent Advances in Molecular Genetics of the Silk
Moth, Bombyx mori. Current Science, 78:151-161, 2000.

XUE-XIA, M; XUB, S.; LIA, M.; HUANGA, |.; DAIE, A.; MARINOF, S.W.; MILLSF,
D.R.; ZENGF, P.; MITAG, K.; JIA, S.; ZHANG, Y.; LIU, W.; XIANG, H.; GUO, Q;
XU, A; KONG, X.; LIN, H.; SHI, Y,; LU, G.; ZHANG, X.; HUANG, W,
YASUKOCHI, Y.; SUGASAKI, T.; SHIMADA, T.; NAGARAJU, J.; XIANG, Z;
WANG, S.; GOLDSMITHF, M.; LUE, C.; ZHAOA, G.; HUANG, Y. Simple
sequence repeat-based consensus linkage map of Bombyx mori. PNAS,
102:16303-16308, 2005.

YAMAGUCHI, K., KIKUCHI, Y., TAKAGAI, T., KIKUCHI, A., OYAMA, F.,
SHIMURA, K., MIZUNO, S. Primary Structure of the Silk Fibroin Light Chain
Determined by cDNA Sequencing and Peptide Analysis. J. Mol. Biol., 210:127—-
139, 19809.

YASUKOCHI, Y. A Dense Genetic Map of the Silkworm, Bombyx mori, Covering
all Chromosomes Based on 1018 Molecular Markers. Genetics, 150:1513-1525,

1998.

WATANABE, J.K.; YAMAOKA, R.S.; BARONI, S.A. Cadeia produtiva da seda:
diagnostico e demandas atuais. Londrina, Parana: IAPAR, 2000. p 33.

36



Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas



http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1

Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo



http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1

