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RESUMO 

RONQUI, Ludimilla. M.Sc. Universidade Estadual de Maringá, Dezembro de 2006.    
Análise genética de polimorfismos bioquímicos 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.) é considerado um inseto de grande importân-

cia econômica. Os híbridos atualmente explorados pelo aproveitamento da hete-

rose são provenientes principalmente de raças 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 bioquímicos e investigar a genética de populações para essas linhagens. 

Foram utilizados como amostras extratos individuais de glândulas sericígenas de 

lagartas do segundo dia da quinta idade, de sete linhagens japonesas e oito li-

nhagens chinesas puras mantidas pela COCAMAR-Cooperativa Agroindustrial de 

Maringá. As isozimas fosfatase ácida (ACP), fosfatase alcalina (AKP) e anidrase 

carbônica (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 

coloração com α e β-naftil acetato. A análise estatística foi realizada por meio do 

programa popgene 1.31. Foram observados 21 locos, dentre os quais quatro 

(19,05%) são polimórficos, Est-11, Acp, Akp, Ca. Os alelos da ACP apresentaram 

freqüências de 0,300; 0,3917 e 0,3083 respectivamente para Acp-1A, Acp-1B e 

Acp-1C. A freqüência dos alelos da AKP foi de 0,2500 para Akp-1A, 0,5333 Akp-1B 

e para Akp-1C 0,2167. Para a anidrase carbônica foram detectados dois alelos 

com freqüências de 0,4750 e 0,5250 para Ca-1A e Ca-1B respectivamente. E para 

a EST-11 as freqüências foram de 0,8974 e 0,1026 Est-1A e Est-1B respectiva-

mente. A heterozigosidade média observada foi de 0,0350, enquanto a heterozi-

gosidade esperada foi 0,0929. O índice de fixação (Fis) para as isozimas analisa-

das foi – 0,0452, indicando que ainda há excesso de heterozigotos. O valor de Fst 
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(0,676) permite sugerir que as linhagens estão bem diferenciadas e que não ocor-

re fluxo gênico entre elas (0,1194). O dendrograma obtido a partir dos valores de 

distância genética não separou totalmente as linhagens chinesas e japonesas 

analisadas. Essa avaliação 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 híbridos para produção de seda. 
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ABSTRACT 

RONQUI, Ludimilla. M.Sc. Universidade Estadual de Maringá, 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 Maringá. 

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 α and β-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-1A, Acp-1B and Acp-1C. The frequency of the AKP 

alleles went from 0,2500 to Akp-1A; 0,5333 Akp-1B and for Akp-1C 0,2167. Fre-

quency of the two alleles of CA it went 0,4750 and 0,5250 for Ca-1A and Ca-1B 

respectively. And for the EST-11 frequencies they were of 0,8974 and 0,1026 Est-

1A and Est-1B 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 Fst (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.   
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1. INTRODUÇÃO 
 

 

No Brasil, a sericicultura é uma importante atividade agroindustrial que 

contribui substancialmente para a economia rural, sendo o 4º produtor mundial de 

casulos verdes e de fios de seda (Brancalhão, 2002). 

A grande parte da produção nacional de fio de seda é exportada para 

diversos países como Japão, Taiwan e Coréia do Sul. Segundo Evangelista 

(1994) a qualidade dos fios será tanto maior quanto melhor for a qualidade 

genética das lagartas e sua alimentação. 

O Paraná é o principal estado produtor, concentrando durante a safra de 

2002/2003, 6.535 criadores do bicho-da-seda, com 7.343 barracões, explorando 

uma área de aproximadamente 21.110,33 hectares, obtendo uma produção de 

8.929.076,8 Kg de casulos verdes, sendo responsável por 89,59% da produção 

nacional (Bratac, 2003). Além disso, é o maior produtor nacional de casulos 

verdes (90%) e, responsável por 53% da industrialização, com três grandes 

empresas de fiação – a Cocamar (Maringá), a Kanebo Silk do Brasil (Cornélio 

Procópio) e a Bratac (Londrina). A sericicultura é uma atividade desenvolvida por 

pequenos produtores, instalados principalmente na região Noroeste. Em 

2002/2003 as regiões de Maringá, Umuarama e Paranavaí, juntas, produziram 5,5 

milhões de quilos de casulos verdes (Agronline, 2004).   

A sericicultura abrange o cultivo da amoreira (Morus sp), a produção e o 

preparo de ovos e a criação das lagartas do bicho-da-seda (Bombyx mori L.). 

Parte dessa fase do ciclo de vida do inseto é conduzida por produtores rurais 

produzindo os casulos que as indústrias 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 fixação do trabalhador no campo, 

gerando receitas mensais durante oito meses do ano. Na safra 2002/2003, a 

atividade foi desenvolvida em 225 municípios 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 são as 

linhagens européias e orientais (subdivididas em raças chinesas e japonesas). 

Sendo que atualmente para exploração comercial, é utilizado o híbrido pelo 
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aproveitamento da heterose, principalmente entre as linhagens japonesas e 

chinesas. 

Além da sua importância econômica, o bicho-da-seda tem sido usado 

como modelo para estudos em genética desde a descoberta da herança 

mendeliana no início do século passado devido ao seu grande tamanho, 

facilidade em manter em laboratório, e sua importância econômica (Nagaraju, 

2000). Assim, de acordo com esse autor, o B. mori é 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 

mutações que têm sido mapeadas em 28 grupos de ligação ou cromossomos 

(Nagaraju, 2000).  

Muitos dos estudos com B. mori estão 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); 

homeoproteínas como antennapedia (Ueno et al., 1996) e ultrabithorax (Ueno et 

al., 1995); hormônio da diapausa (Sato et al., 1993; Kawano et al., 1992); sericina 

(Michaille et al., 1986; Michaille et al., 1990), cadeia pesada da fibroína (Suzuki e 

Brown, 1972; Mita et al., 1994) e cadeia leve da fibroína (Yamaguchi et al., 1989). 

Desde 1995 vários 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) estão sendo empregados para detectar 

polimorfismos e construir mapas de ligação para o bicho-da-seda.  

Além dos vários marcadores moleculares disponíveis na atualidade, 

marcadores bioquímicos como as isoenzimas, têm gerado uma enorme gama de 

informações práticas na identificação de espécies híbridas, populações naturais e 

cultivadas de diversos organismos vivos, devido a sua relativa simplicidade, 

rapidez e baixo custo das análises em relação aos outros marcadores (Teixeira et 

al., 2004). 

Estudos realizados com marcadores bioquímicos em B. mori 

contaminados com nucleopolyhedrovírus (NPV) permitiram detectar prováveis 

marcadores para lagartas infectadas com essa doença.  

Em larvas de B. mori sadias podem ser observadas 8 isoesterases. A 

análise das esterases (EST) de larvas do 5º instar desses insetos após infecção 

com NPV foi realizado por Ruiz (2004). Esse estudo permitiu verificar que a 
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atividade das esterases em larvas de 5ª idade foi alterada após a infecção viral, 

pois as esterases 1 e 2 não foram mais detectadas; ocorreu uma redução na 

intensidade das bandas das esterases 6 e 7; houve um aumento na intensidade 

das bandas da EST-8; e, foi observada uma nova região de atividade esterásica 

acima da EST-8.  

Nas análises de extratos de glândulas sericígenas por meio de 

eletroforese SDS-PAGE de larvas de B. mori de 5º instar sadias, foram 

observadas sete regiões protéicas com pesos moleculares variando entre 10 KDa 

(P1) e 60 KDa (P7) (Ronqui, 2004). Nesse estudo após a infecção de larvas por 

NPV foi detectado em extratos de glândulas sericígenas de lagartas de 5º instar 

uma região extra denominada de P8 com peso molecular de 90 KDa. 

Tendo em vista a importância no setor econômico, onde há grande 

procura pela seda, é necessária a realização de estudos de variabilidade nestas 

linhagens para melhor compreensão desta espécie. Os conhecimentos no grau de 

variabilidade genética e freqüência alélica em determinadas espécies tornam-se 

essenciais para a compreensão dos fatores que levam a esta diversidade. 

Estudar a variabilidade destas linhagens contribui com uma melhoria no manejo e 

conseqüentemente com a produção da sericicultura. A detecção de marcadores 

bioquímicos poderá ser útil 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 bioquímicos e investigar a 

genética de populações para essas linhagens. 
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2. REVISÃO DE LITERATURA 
 
 

2.1. Aspectos biológicos de Bombyx mori L. 
O bicho-da-seda pertence à ordem Lepidoptera, família Bombycidae e 

espécie Bombyx mori L. sendo um inseto de grande importância econômica. 

Segundo Nakano (1994) a criação do bicho-da-seda originou-se na China por 

volta de 2.698 a.C. 

De acordo com a distribuição geográfica, 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 número de gerações produzidas no ano, 

sob condições naturais; ou como tri – mudas, tetra – mudas, penta – mudas, de 

acordo com o número de mudas durante o crescimento larval, ou finalmente, 

como raça pura ou com os híbridos (Krishnaswami et al., 1979). O híbrido pode 

ser monohíbrido, onde estão envolvidas duas linhagens, ou polihíbrido, onde mais 

de duas linhagens estão envolvidas. 

A duração do ciclo de vida de B. mori pode ser de 6 a 8 semanas 

dependendo das linhagens e condições climáticas. Linhagens multivoltinas, em 

áreas tropicais, tem um ciclo de vida reduzido com estágios 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 raças univoltinos, o período de ovo pode 

ser reduzido para 11 a 14 dias, o período larval de 24 a 28 dias, o período pupal 

de 12 a 15 dias e o estágio de adulto de 8 a 10 dias. 

Okino (1982) descreveu variações nas características do ovo (cor, forma), 

da lagarta (resistência, tamanho, cor, número de gerações/ano, número de 

ecdises) e do casulo (forma, tamanho, cor, rendimento) do bicho-da-seda em 

função da sua origem. 

Conforme Krishnaswami et al. (1973), a larva do bicho-da-seda origina-se 

do ovo, e o período larval está dividido em 5 estágios distintos. Os ovos recém 

postos pela mariposa fêmea possuem coloração amarelada, com o decorrer do 

tempo ocorrem modificações tornando-se cinza, esverdeado ou azul violeta, onde 

permanece em repouso na fase de hibernação. 
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Segundo Okino (1982) as larvas sofrem quatro ecdises (ou mudas) 

passando por períodos de repouso (ou sono) de 18 a 20 horas, totalizando 25 

dias a fase larval. Em relação ao número de ínstares na fase larval, há variação 

entre linhages e também entre os sexos (Takahashi, 1994). 

A larva eclode após 11 a 14 dias de incubação do ovo, a 25ºC. Os 

períodos entre as ecdises são denominados de ínstares. O estágio de larva dura 

aproximadamente 25 dias, e é constituído por 5 ínstares (idades), assim 

distribuídos: 1º instar: 3 a 4 dias, 2º instar: 2 a 3 dias, 3º instar: 3 a 4 dias, 4º 

instar: de 4 a 6 dias, 5º instar: 7 a 8 dias (Okino, 1982; Hanada e Watanabe, 

1986).   

O período larval é que tem importância direta no tempo de criação, 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. É coberta de pêlos escuros, o que lhe confere a 

cor escura, na fase máxima de desenvolvimento a larva chega a medir 9 cm, e 

com peso de 4 a 5 g, e assume a coloração branca leitosa (Coutinho Filho, 1967). 

Takahashi (1994), comenta que após o 5º instar, a larva está 15.000 

vezes mais pesada do que quando eclodiu do ovo e começa a tecer o casulo. 

Cerca de 3 dias depois, o casulo está pronto, então as larvas sofrem a última 

ecdise e se transformam em pupa dentro do casulo. Após 10 a 12 dias, a pupa se 

transforma em mariposa, que amolece os fios da seda na extremidade do casulo, 

através de um líquido expelido pelo aparelho bucal, permitindo sua saída do 

casulo, com auxílio das patas. O ciclo da eclosão da larva até o início da postura 

leva, em média, de 27 a 31 dias. 

A metamorfose de uma larva para crisálida pode ser evidenciada ao 

cessar a alimentação (Doira et al., 1978). De acordo com Krishnaswami et al. 

(1973) o período de crisálida pode durar de 8 a 14 dias. 

O período da eclosão das larvas até a comercialização dos casulos é de 

30 a 35 dias, mas como atualmente a maioria dos institutos de produção de ovos, 

estão sob a responsabilidade das fiações que criam os dois primeiros ínstares, o 

sericicultor inicia a criação a partir do 3º instar, e a produção de casulos se dá em 

25 a 28 dias Takahashi (2001). 

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

o principal objetivo, o crescimento quantitativo do seu corpo, e 
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conseqüentemente, é o período de produção de matéria prima, sendo que nesta 

idade quanto melhor a qualidade das folhas de amoreira melhor são os resultados 

em termos de quantidade e qualidade de casulo (Kohno e Hirakawa, 1991).  

Atualmente a criação é feita em grandes sirgarias (barracões) que podem 

medir até 70 metros de comprimento e 9 metros de largura (Hanada e Watanabe, 

1986). As larvas são colocadas sobre esteiras de criação que podem ser 

constituídas de diversas formas e materiais. A amoreira ainda é à base da 

alimentação; embora tenha havido progressos no sistema de cultivo, parte da 

planta e outras características agronômicas, continua sendo o alimento fornecido 

em maior proporção para o bicho-da-seda (Hanada e Watanabe, 1986). 

A esteira de criação é o local onde as larvas são colocadas para 

receberem os ramos com as folhas de amoreira para alimentação e pode ser 

construída de madeira, alvenaria, ou material alternativo, pode ser suspensa por 

cavalete ou montada diretamente no piso. A esteira de criação deve ter algumas 

características que facilitem o manejo, tais como: boa aeração, baixa umidade, 

distância suficiente para colocação dos bosques (suporte para confecção dos 

casulos) sem prejudicar o manejo, restrição a permanência ou desenvolvimento 

de agentes patogênicos as lagartas e apresentar características de durabilidade 

compatível. O tipo de esteira de criação vai interferir diretamente no conforto e 

sanidade das lagartas, refletindo na produção de casulos e qualidade da seda. 

A divisão celular, crescimento celular, digestão das folhas de amoreira, 

metabolismo celular, processos de ecdise, síntese de material sérico dentre 

outras, são processos realizados por meio de reações que envolvem, por 

exemplo, proteínas, enzimas e hormônios cuja atividade é influenciada pela 

temperatura (Oguino, 2001).  

A elevação da temperatura provoca um aumento na velocidade de uma 

reação química. Assim, a elevação da temperatura ambiente produz uma 

aceleração da atividade metabólica no bicho-da-seda e com isso o seu 

crescimento e desenvolvimento serão mais rápidos. Isso ocorre dentro de uma 

pequena faixa de temperatura, que no caso do bicho-da-seda é de 20 a 30 ºC, 

como na grande maioria dos seres vivos sejam plantas ou animais. Nessa faixa 

de temperatura, o crescimento e o desenvolvimento desse inseto são cada vez 

mais rápidos, permitindo ciclos de produção cada vez menores, aumentando o 

número de criações por ano, mas isso não ocorre progressivamente. Dessa 
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maneira, cabe ao sericicultor regular a temperatura ambiente para que ela não 

fique na faixa inadequada às reações químicas, 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 número de 

células, sendo que estas só aumentam antes da ecdise. As glândulas sericígenas, 

as glândulas salivares, glândulas acessórias e os túbulos de Malpighi possuem o 

número definitivo de células desde o nascimento, apenas tendem a se alongar 

com o crescimento. 

Quando a larva está completamente “madura”, segundo Krishnaswami et 

al. (1973), pára de se alimentar, e excreta fezes moles contendo elevada 

quantidade de água. Neste estágio, a glândula sericígena da larva ocupa 30% do 

seu corpo. Segundo Takahashi (1988) as larvas, durante a confecção do casulo 

reduzem de 15 a 20% do seu peso, sendo que esta redução corresponde ao fio 

expelido, um total de 1000 a 1500 metros contínuos.  

Para fazer o casulo, a larva toca uma superfície sólida com o órgão 

excretor de seda, fazendo com que o filamento grude nessa superfície, assim, os 

materiais séricos são arrastados para fora pela força do movimento contínuo da 

cabeça, até atingir um outro ponto sólido, onde a larva volta a tocar com o órgão 

excretor de seda, tecendo assim o casulo. É importante observar que sempre a 

sericina envolve a fibroina. Os materiais séricos dentro da glândula estão na 

forma coloidal e se torna fio de seda à medida que vão sendo arrastados para 

fora, e se solidificam em contato com o ar. Tal estrutura é formada porque as 

duas glândulas se unem num único tubo antes de ganhar o exterior (Ogino, 2002). 

A larva faz um movimento de oscilação com a cabeça num padrão como 

se descrevesse continuamente a figura de um "8" ou "S" durante cerca de três 

dias, até formar completamente o casulo. A lagarta vai confeccionando o casulo 

"colando" o filamento na parte interna dos casulos graças à propriedade adesiva 

da sericina à medida que vai perdendo água por evaporação (Ogino, 2002). 

Quando o encasulamento ocorre em ambientes úmidos e sem ventilação, 

a secagem da sericina será naturalmente lenta, e suas moléculas se organizam 

numa estrutura cristalina que condiciona um forte poder adesivo da sericina, 

formando casulos difíceis de serem transformados em fios, pois os filamentos 

aderem muito firmemente nos pontos de intersecção e se arrebentam ou formam 



 

 8

nós durante o processo de fiação. Ao contrário, se o encasulamento ocorre em 

ambiente seco e ventilado que possibilita uma secagem rápida da sericina, as 

suas moléculas formarão uma estrutura amorfa com baixo poder de adesão e, 

portanto fáceis de serem industrializados (Ogino, 2002). 

Após a emergência, uma fêmea multivoltina, segundo Krishnaswami et al. 

(1973), põe em média 400 ovos, enquanto que nas variedades uni e bivoltinas 

essa média é de 500 a 600 ovos. Para Doira et al. (1978) e Kantaratanakul et al. 

(1987), uma mariposa fêmea põe, em média, de 300 a 600 ovos. 

As fêmeas são em geral maiores pelo fato de acumularem os ovos, 

consomem uma maior quantidade de alimento apresentam um período maior de 

desenvolvimento (Slansky e Scriber, 1985). 

Segundo Abreu (1971), o período de vida da mariposa é 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 saúde 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 híbridos comerciais. Esses indivíduos 

apresentam maior vigor, são superiores aos das linhagens que lhe deram origem, 

no que se refere à resistência às moléstias e condições climáticas, facilidade nas 

criações, rendimento na produção de casulo, na produção de seda, na melhor 

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

 
 

2.2. Características das glândulas sericígenas 
O órgão mais importante das lagartas são as glândulas sericígenas (um 

par), que ocupam a região látero-ventral, do corpo da lagarta. Essas glândulas 

desembocam em uma estrutura denominada fiadeira, entre os palpos labiais, 

sendo responsável pela formação do fio da seda, que é composto por 70 a 75% 

de fibroína, substância protéica elástica resistente e 20 a 25% de sericina, 

substância protéica gomosa solúvel em água quente ou solução alcalina (Nakano, 

1994). 
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Segundo Ogino (2002) as glândulas sericígenas são divididas em três 

porções: anterior, mediana e inferior, sendo que o fio de seda é composto por dois 

filamentos, oriundos de cada uma das glândulas, denominadas de fibroína que 

são unidas por uma camada de sericina dando aparência de ser um único 

filamento, assim a fibroína é produzida na parte posterior da glândula sericígenas 

sob a forma de solução com cerca de 15% de proteína migrando para parte 

mediana, ela recebe a sericina, que a envolve, este filamento vai gradualmente 

perdendo água e a densidade aumenta, pouco antes de ganhar o exterior torna-

se uma solução bem semelhante a um gel com cerca de 30% de água. 

Quando a larva está completamente madura, ela pára de se alimentar, 

excretando fezes moles contendo elevada quantidade de água. Neste estágio, as 

glândulas sericígenas da larva ocupam 30% do seu corpo (Arnaut de Toledo, 

1996).  Durante a confecção do casulo reduzem de 15 a 20% do seu peso, sendo 

que esta redução corresponde ao fio expelido. 

As glândulas sericígenas são constituídas por dois longos tubos que 

desembocam através de um ducto único no segmento labial. Cada ducto é uma 

glândula constituída por uma porção distal com função secretora, uma porção 

mediana com funções de secreção e acúmulo e, finalmente, uma porção proximal 

que constitui o ducto condutor. Próximo ao ponto de junção das duas glândulas 

(Porção anterior) há um par de glândulas acessórias, as glândulas de Filippi. (Ito e 

Kobayashi, 1978). 

O fio da seda, produto da secreção das glândulas sericígenas é 

constituído, sobretudo de fibroina (72,38%) e sericina (22,89%) além de outros 

elementos secundários como sais minerais, corantes, ácidos graxos entre outros. 

A quantidade de fibroina e sericina encontradas no fio varia de acordo com a raça 

e a alimentação das lagartas do bicho-da-seda. A fibroina é produzida na porção 

posterior e armazenada na porção mediana, onde é envolvida pela sericina. O fio 

da seda na verdade, um fio único formado no final da porção anterior neste ponto 

das duas glândulas. Finalmente o fio formado é expelido através de uma 

proeminência cilíndrica do lábio inferior denominada de fiadeira (Takahashi et al., 

2001). 
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2.3. Marcadores moleculares  
Na revisão de literatura elaborada por Nagaraju (2000) foi discutido que 

os estoques genéticos de bicho-da-seda mantidos ao redor do mundo 

compreendem raças geográficas, mutantes e linhagens, que carregam numerosas 

características morfológicas, desenvolvimentais, comportamentais e bioquímicas. 

É estimado que mais de 3000 genótipos sejam mantidos na Ásia e Europa. A 

diversidade genética encontrada nos dias atuais de linhagens e estoques de elite 

é resultado principalmente de melhoramento geográfico de raças que apresentam 

uma variedade de traços qualitativos, quantitativos e bioquímicos. De modo geral, 

quatro grupos de raças geográficas são identificados: japonesa, chinesa, européia 

e tropical, que em adição a muitos caracteres visíveis, diferem amplamente em 

caracteres qualitativos e quantitativos que afetam a produção de seda. Os 

genótipos de origem temperada produzem altas quantidades de seda enquanto as 

raças tropicais são produtores pobres, mas são resistentes e capazes de 

sobreviver sob condições adversas. 

Dessa maneira, os marcadores moleculares apresentam várias vantagens 

sobre os marcadores fenotípicos que estão disponíveis para os estoques 

genéticos de bicho-da-seda. Eles não são afetados pelo ambiente, podem ser 

detectados em todos os estágios do desenvolvimento e são ubíquos e cobrem 

todo o genoma. Muitas técnicas têm sido empregadas com o bicho-da-seda para 

revelar amplo polimorfismo do genoma (Nagaraju, 2000). As principais são: 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 C108 do bicho-da-seda, utilizando o marcador molecular RFLP. 

Esses autores empregaram sondas de 15 seqüências de cópias únicas, 36 

seqüências anônimas derivadas de uma biblioteca de cDNA folicular e 10 

correspondentes a um pequeno número de cópias de retrotransposons. O mapa 

cobriu um total de recombinações de 413 cM dispersos em 15 grupos de ligação.  

Utilizando as mesmas linhagens p50 e C108, Promboon et al. (1995), 

desenvolveram um mapa de ligação por meio de RAPD. O teste com 320 

“primers” resultou em 243 produtos polimórficos para as duas linhagens, das 

quais 168 bandas apresentaram herança mendeliana.   
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 Mapa de ligação de alta densidade contendo 1018 marcadores genéticos 

representando todos os 27 cromossomos autossômicos e o cromossomo Z foi 

construído (Yasukochi, 1998).  

A maioria dos marcadores obtidos com pares de “primers” RAPD 

disponíveis comercialmente. Tal fato é um contraste com os estudos iniciais 

(Promboon et al, 1995; Nagaraja e Nagaraju, 1995) que usaram apenas “primers” 

randômicos únicos. O uso de pares de “primers” randômicos tem grandes 

vantagens na construção de um mapa por causa do aumento exponencial de 

combinações de pares de “primers” utilizando um número limitado de “primers” e 

maior reprodutibilidade quando comparado aos “primers” únicos. Contudo, esse 

mapa é um aperfeiçoamento do mapa reportado anteriormente com distâncias de 

593 cM baseados em 60 marcadores RFLP, 897, 4 cM baseado em 168 

marcadores RAPD e 900, 2 cM baseado em 207 marcadores fenotípicos. 

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 distâncias física e 

genética é ~250 kb/cM. Esse valor é intermediário entre abelhas melíferas (52 

kb;cM) (Hunt e Page, 1995)  e a Drosophila melanogaster (575 kb/cM) (Merriam et 

al., 1991). Esses valores estão de acordo com a hipótese de que as taxas de 

crossing-over são inversamente correlacionadas com o tamanho do cromossomo, 

porque o tamanho médio dos cromossomos de abelhas melíferas é de 11,1 Mb, 

17,1 Mb para o bicho-da-seda e 47 Mb para a Drosophila melanogaster 

(Nagaraju, 2000). A distância geral de mapa de Yasukochi (1998) é de 

aproximadamente 2cM/marcador. 

Marcadores genéticos baseados em microsatélites, que são distribuídos 

na maioria dos genomas eucarióticos, completam esse critério. Eles têm 

demonstrado ser extraordinariamente eficientes para realizar mapeamento 

genético. Estudos recentes têm mostrado que o genoma do bicho-da-seda é 

abundantemente intercalado com repetições CA/GT e GA/CT. As repetições (GT)n 

ocorrem a cada 49 Kb enquanto repetições (CT)n ocorrem, em média, a cada 104 

kb no genoma do bicho-da-seda (Reddy et al., 1999). Essas freqüências são 

comparáveis com aquelas já bem caracterizadas em genomas de ratos e 

humanos onde mapas intensivos de microsatélites têm sido desenvolvidos.  

Estudos iniciais mostram que “primers” para locos flanqueadores de microsatélites 

revelaram freqüências alélicas diferentes entre diferentes linhagens de bicho-da-
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seda e a herança no padrão mendeliano. Nas 13 populações de bicho-da-seda 

analisadas usando 14 locos microsatélite, o número de alelos variou entre três 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 padrões de polimorfismo de espécies 

cruzadas, revelaram que quase um terço dos locos microsatélites de B. mori 

testados são conservados em espécies heterólogas (Goldsmith et al., 1999). 

Esses resultados mostram que os locos microsatélites provêm-de outro potencial 

marcador para comparar genomas de Lepidoptera.  

Os marcadores ISSR-PCR mostram padrão de herança mendeliana 

(Reddy et al., 1999). Embora a maioria dos locos ISSR sejam dominantes, eles 

oferecem várias vantagens sobre RFLP e RAPD para genotipagem. A principal 

delas é a produção rápida de um grande número 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 avaliação para 

acasalamentos e germoplasma do bicho-da-seda. 

O DNA “satellite banded krait minor” (Bkm-2(8)) contendo uma seqüência 

de 545 pb consistindo de 22 repetições 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 informações serão úteis para estimar a diversidade 

genética de germoplamas de bicho-da-seda (Nagaraju et al., 1995; Sharma et al., 

1999). 

 

 

2.4. Marcadores bioquímicos 
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 definição precisa para 

o termo se tornou difícil, pois surgiram vários problemas. Por exemplo, as 

diferentes formas de LDH detectadas eletroforeticamente podem ser facilmente 
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classificadas como isoenzimas; porém, as várias formas das carboxilesterases 

dificilmente poderiam ser assim consideradas. 

Existem evidências de que essas diferentes formas enzimáticas 

apresentam papel fisiológico distinto nas células. As diversas formas de uma 

enzima em uma célula catalisam a mesma reação química, mas não 

necessariamente com a mesma eficiência ou sob as mesmas condições 

intracelulares. Constituem provas dessa afirmativa a velocidade de renovação das 

diferentes enzimas que comumente difere entre si, e a variada estabilidade entre 

essas enzimas sob diferentes condições de pH e força iônica (Markert, 1968). 

Kaplan (1963) sugere que a multiplicidade molecular, pelo menos para 

certas enzimas, tem função na diferenciação das células durante o 

desenvolvimento embrionário, no aumento da adaptabilidade evolutiva dos 

organismos, na regulação da atividade celular e no crescimento. 

Dessa maneira, as isoenzimas de B. mori têm sido estudadas em nível 

molecular para entendimento do seu papel na fisiologia de insetos. Inclusive, 

vários genes codificadores de isoenzimas têm sido clonados e suas funções 

estudadas individualmente. 

A aminopeptidase N (APN) (EC 3.4.11.2) é uma enzima que cliva 

preferencialmente aminoácidos neutros da amina terminal de proteínas ou 

oligopeptídeos. Esta enzima é amplamente distribuída em animais e plantas. Nos 

animais, a APN é mais abundante na membrana em borda estriada (em escova) 

do intestino, e é uma enzima envolvida na digestão de proteínas do alimento. Em 

adição, 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 

análise de seqüências de APN.  

A quitinase com 75 KDa  é uma enzima com alto potencial para ser 

utilizada no controle biológico da broca do pinho (Monochamus alternatus), foi 

caracterizada por cromatografia após purificação do integumento em larvas de 5º 

instar de B. mori. A cinética química e análise de padrões de reação utilizando 
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glicoquitina e N-acetilquito-oligossacarídeos como substratos indicaram que a 

quitinase com 75 KDa é uma enzima hidrolítica do tipo endo - ou random para 

produzir um produto β anomérico e que prefere os maiores N-

acetilquitooligossacarídeos, sugerindo, juntamente com a seqüência de 

aminoácidos N-terminal, que a quitinase com 75 KDa pertence a família 18 das 

glicosil hidrolases (Kabir et al., 2006).   

Muitas proteínas, incluindo peptídeos bacterianos da hemolinfa, são 

induzidas por infecções bacterianas. Shiotsuki e Kato (1999) detectaram duas 

carboxilesterases (CEs) bacterianas induzíveis na hemolinfa de Bombyx mori. As 

EST-1 e 2 foram induzidas por injeção de lipolissacarídeos após 6 horas de 

infecção por E. coli. Os autores verificaram que CEs induzidas por bactérias são 

diferentes daquelas CEs mono induzidas, incluindo esterases hormônio juvenil, 

em valores de pI, migração em eletroforese PAGE, e sensibilidade a inibidor.  

 Contudo, poucos estudos têm sido desenvolvidos com isozimas para 

avaliar o grau de polimorfismo existente nas linhagens de B. mori utilizadas na 

produção de seda, bem como sua utilização como marcadores bioquímicos 

dessas linhagens.  
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3. MATERIAL E MÉTODOS 
 
 

3.1. Material biológico  
Foram utilizadas larvas de Bombyx mori fornecidas pela COCAMAR – 

Cooperativa Agroindustrial de diferentes linhagens no segundo dia do 5º instar. 

Dentre as quinze linhagens analisadas, sete são de origem Japonesa e oito são 

de origem Chinesa como pode ser observado no Quadro 1. Estas linhagens foram 

doadas para Universidade Estadual de Maringá e estão 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. Obtenção das glândulas sericígenas  

Após a coleta as larvas foram armazenadas em frascos fechados 

devidamente identificados, permanecendo em freezer a –20ºC, para a análise 

laboratorial.  

No momento da análise eletroforética as larvas foram dissecadas e 

tiveram suas glândulas sericígenas retiradas (Figura 1) sob estereomicroscópio 

em placa de dissecção.  
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Figura - 1. Glândulas sericígenas de Bombyx mori observadas sob estereomicroscópio. 

sendo: 1 – região anterior, 2 – região mediana, 3 – região posterior. Fonte: BRATAC. 

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

 

 

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

concentração 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 separação (T= 

30,8 %; C = 2,6 %) em poliacrilamida na concentração de 10% e dos géis de 

empilhamento (T= 10.5 %; C = 4,8 %) 

Reagentes Gel de separação (10%) Gel de Empilhamento 

Acrilamida 30%/ 

Bis 0,8% 

5,0 mL 3,0 mL 

 

Tampão Tris-HCl 

4,0 mL 

             1,5 M; pH 8,8 

3,0 mL 

0,24 M; pH 6,8 

 

Água destilada 

 

5,9 mL 

 

30 µL 

 

Persulfato de 

amônia (2%) 

 

    320 µL 

 

       250 µL 

 

TEMED 

                 

                16 µL 

                   

                    3 µL 
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Os géis foram submetidos à 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 centrífuga (2 mL) em 

150 µL de β-mercaptoetanol e 40 µL de tetracloreto de carbono com auxílio de um 

bastão de vidro e, em seguida, centrifugadas a 12000 gxG por 15 minutos em 

centrifuga não refrigerada. Foram retirados 20µL do sobrenadante e adicionados 

20µL de solução Tris-HCl 0,1 M pH 8,8 contendo glicerol a 10%. Posteriormente 

15 µL dessa solução foram aplicados no gel.  

Alíquotas de cada sobrenadante restante, foram absorvidas em papel de 

filtro Whatman número 3 e inseridas nos géis de amido. 

 
 

3.2.4. Revelação das esterases (EST - EC 3.1.1.1)  
Após a corrida eletroforética o gel foi incubado por 30 min em 50 mL de 

solução tampão fosfato de sódio 0,1 M pH 6,2. Decorrido esse período de tempo 

o gel foi incubado por ± 1 hora em estufa a 38°C, em solução de coloração 

contendo:  50 mL de tampão fosfato 0,1 M pH 6,2; 5 mL de N-propanol; 0,06 g de 

Fast Blue RR Salt; 0,03 g de α-naftil acetato e 0,02 g de β-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 concentração de 14%. A penetrose foi acondicionada em Kitassato, à 

qual foi adicionada solução tampão Tris-HCl 0,02 M, pH 7,5 e a mistura foi cozida 

até adquirir uma consistência viscosa. 

Em seguida, o gel foi despejado sobre uma placa de vidro. Após o tempo 

necessário 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 auxílio de um pinça.  
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O gel foi submetido a um campo elétrico de 9V/cm de gel por 4:30 horas 

e, após a corrida, foi cortado horizontalmente, obtendo-se, desta forma, três 

partes homólogas que permitiu a análise de três sistemas enzimáticos. 

O sistema tampão utilizado para o gel foi o Tris-HCl pH 7,5 0.02M e para 

corrida Tris - HCl de 0.3M pH 7,5. 

 

 

3.2.6. Revelação da Fosfatase Ácida (ACP – EC 3.1.3.2) 
A detecção da atividade de fosfatase ácida (ACP) foi realizada 

empregando-se 0.5mL de cloreto de magnésio 1 M, tampão acetato de sódio 

0,05M pH 5,5, 0,04g de Fast Blue RR Salt e 3,5mL de α-naftil fosfato a 1% de 

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

 
 

3.2.7. Revelação da fosfatase alcalina (AKP -  EC 3.1.3.1) 
Para a visualização da fosfatase alcalina (AKP) foi utilizada solução 

composta por: 0,5mL de cloreto de magnésio 1 M, tampão Tris-HCl  0,05M pH 

7,5,  0,04g de Fast Blue RR Salt e 3,5ml de α-naftil fosfato à 1% (Alfenas, 1998). 

 

 
3.2.8. Revelação da anidrase carbônica (CA – EC 4.2.1.1) 

 Essa isoenzima foi visualizada utilizando-se solução contendo 0,05g 

de diacetato de fluoresceína dissolvido em 1 mL de acetona em 8 mL de água. 

 

 

3.3. Análise da genética de populações 
Após a revelação das regiões de atividade das isoenzimas, os locos que 

foram revelados tiveram seus fenótipos anotados e as freqüências gênicas 

diretamente estimadas, bem como a medida da variabilidade genética, por 

determinação dos desvios das freqüências genotípicas esperadas de acordo com 

o equilíbrio de Hardy-Weinberg. Foram calculados ainda os coeficientes de 

similaridade e distâncias genéticas para todas as linhagens analisados, utilizando-

se o programa Popgene 1.32.   
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4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 

 

 As análises realizadas em quatro sistemas enzimáticos 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 são polimórficos 

representando 19,05% de polimorfismo, os locos polimórficos são Est-11, Acp, 

Akp, Ca. 

Do total de locos detectados 18 são das esterases, contudo apenas a 

EST-11 foi polimórfica. O alelo mais freqüente foi o Est-11A (0,8974) e o mais raro 

foi Est-11B (0,1026). A freqüência dos alelos para as isoenzimas analisadas 

podem ser observadas no Quadro 3. 

As esterases são uma família de isoenzimas que apresentam uma ampla 

distribuição, sendo detectadas desde bactérias até humanos, apresentam ampla 

especificidade a substratos, possuem distribuição diferencial nos tecidos e nas 

diferentes fases do desenvolvimento.  

Pedros e colaboradores (2002) detectoram sete regiões de atividade 

esterásica em extratos de glândulas sericígenas e da cabeça de Bombyx mori. As 

esterases 1, 2 e 7 foram observadas apenas nos extratos de cabeça, a esterase-5 

foi detectada apenas nos extratos das glândulas da seda. Em ambos os extratos 

foram observadas as esterases 3, 4 e 6. A EST-3 apresentou maior atividade nos 

extratos das glândulas de seda, e as EST-4 e EST-6 nos estratos de cabeça. O 

autor afirma que as especificidades encontradas para as esterases em diferentes 

regiões do corpo e tecido nesses insetos, demonstram o seu papel diferencial 

durante o desenvolvimento ontogenético. 

Além disso, essas isoenzimas apresentam grande número de locos e 

geralmente são polimórficos. Em Diatraea saccharalis (Lepidoptera, cambidae) 

foram observados oito locos de esterases sendo que a EST-3 foi polimórfica 

(Ruvolo-Takasusuki et al., 2002). 

Em 13 linhagens de B. mori analisadas por Prasad et al. (2005), foram 

encontrados 23 locos microssatélites polimórficos com variação de dois a 14 

alelos, com valor de heterozigosidade média de 0,54. Somente 36 (18.2%) de 198 

locos microssatélites foram polimórficos entre as duas populações divergentes do 

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

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

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

 

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

Loco Alelo A Alelo B Alelo C

Est-1 1,000 -------- -------- 

Est-2 1,000 -------- -------- 

Est-3 1,000 -------- -------- 

Est-4 1,000 -------- -------- 

Est-5 1,000 -------- -------- 

Est-6 1,000 -------- -------- 

Est-7 1,000 -------- -------- 

Est-8 1,000 -------- -------- 

Est-9  1,000 -------- -------- 

Est-10 1,000 -------- -------- 

Est-11 0.8974 0,1026 -------- 

Est-12 1,000 -------- -------- 

Est-13 1,000 -------- -------- 

Est-14 1,000 -------- -------- 

Est-15 1,000 -------- -------- 

Est-16 1,000 -------- -------- 

Est-17 1,000 -------- -------- 

Est-18 1,000 -------- -------- 

Acp 0,3000 0,3917 0,3083 

Akp 0,2500 0,5333 0,2167 

Ca 0,4750 0,5250 -------- 

 

 

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 há baixa heterozigosidade para os 
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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 Número de Alelos Heterozigosidade 

Observada 

Heterozigosidade 

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 padrão  ± 0,0808 ± 0,2129 
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O índice de fixação (Fis) para as isozimas analisadas foi - 0,0452, 

indicando que ainda há excesso de heterozigotos e que provavelmente não há 

endocruzamento entre linhagens. O alto valor de Fst (0,676) permite sugerir que 

as linhagens estão bem diferenciadas e que não ocorre fluxo gênico entre elas 

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

 
Quadro - 5. Valores do Índice de Fixação (Fis), grau de diferenciação (Fst) e fluxo gênico 

(Nm) para as linhagens analisadas de Bombyx mori 

Loco Fis Fst Nm 

Est-1 -------- 1,0000 0,0000 

Est-2 -------- 1,0000 0,0000 

Est-3 -------- 0,0000 -------- 

Est-4 -------- 1,0000 0,0000 

Est-5 -------- 1,0000 0,0000 

Est-6 -------- 1,0000 0,0000 

Est-7 -------- 1,0000 0,0000 

Est-8 -------- 1,0000 0,0000 

Est-9 -------- 1,0000 0,0000 

Est-10 -------- 1,0000 0,0000 

Est-11 - 0,4237 0,9020 0,0271 

Est-12 -------- 1,0000 0,0000 

Est-13 -------- 0,0000 -------- 

Est-14 -------- 1,0000 0,0000 

Est-15 -------- 1,0000 0,0000 

Est-16 -------- 1,0000 0,0000 

Est-17 -------- 1,0000 0,0000 

Est-18 -------- 1,0000 0,0000 

Acp 0,1656 0,4867 0,2637 

Akp 0,0000 0,800 0,0705 

Ca - 0,5522 0,7201 0,0972 

Média - 0,0452 0,6767 0,1194 
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A análise de 15 locos microssatélite de 13 linhagens de bombyx mori  

detectou um número de três 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 não entram em diapausa. 

Os cruzamentos para obtenção de híbridos de bicho-da-seda são 

realizados por meio de cruzamentos simples entre duas raças parentais do bicho-

da-seda, normalmente raças japonesas cruzadas com raças chinesas, obtém-se 

os chamados híbridos diretos (Krishnaswami et al., 1979). Outra forma de 

produção de híbridos é feita pelo acasalamento de dois híbridos F1 produzidos 

por diferentes combinações de raças japonesas e chinesas do Bombyx mori L., 

podem ser definidos como híbridos de duplo cruzamento ou híbridos tetra-

parentais (Nagaraju, 2002). Assim, o estudo realizado poderá contribuir com a 

indicação de quais linhagens japonesas e chinesas apresentam menor 

variablidade, sendo consideradas puras e que, portanto, poderão ser utilizadas 

em cruzamentos para o desenvolvimento de híbridos que apresentem melhores 

resultados quanto ao seu desempenho na produção de seda. 

A maior distância genética observada ocorreu entre as linhagens 10 

(C122-B) e 3 (C121-A) (0,8373) e a menor distância foi detectada entre as 

linhagens 5 (M102) e 1(HÁ-B) correspondendo a 0,1056 (Quadro 6). Os valores 

obtidos pela distância genética de Nei (1978) mostram que as linhagens são 

distintas 

Contudo, quando observa-se o dendrograma baseado na distância de Nei 

(1978) obtido pelo método de UPGMA (Figura 5), pode-se verificar que as 

linhagens japonesas e chinesas não puderam ser totalmente separadas pelos 

sistemas isoenzimáticos analisados. Esses resultados indicam que essas 

matrizes ainda conseguem formar subpopulações, podendo produzir híbridos. 

As matrizes que compõem essas linhagens estão sendo mantidas por 

cruzamentos que podem estar promovendo uma redução da variabilidade 

genética, seria importante continuar avaliando o grau de polimorfismo dessas 

linhagens, para que não ocorra um aumento acentuado da homozigose levando a 

expressão de genes deletérios que podem promover alta mortalidade das 

matrizes. 
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Quadro - 6. Identidade genética (diagonal superior) e distância 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 **** 0,6745 0,8742 0,8204 0.8998 0,6897 0,7694 0,8875 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 0,4358 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 0,8373 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 0,6291 0,6436 0,5854 

12 0,1243 0,5057 0,2740 0,3715 0,1899 0,4847 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 **** 
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Figura 3. Dendrograma de distância genética construído pelo método UPGMA baseado 

em Nei (1978) entre linhagens chinesas e japonesas de Bombyx mori. 

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 

0,699 0,905 

Linhagem 5  M102 

Linhagem 1 HÁ-B 



 

 26

Vários estudos têm sido desenvolvidos com marcadores moleculares em 

bicho-da-seda, para detectar o grau de polimorfismo, desenvolver mapas de 

ligação para genes associados à produção de seda e mapeamento de genes de 

interesse econômico.  

Prasad e colaboradores (2005) avaliaram a freqüência e a distribuição de 

microssatélites em 21.76-Mb  de seqüências randômicas do genoma, 0.67-Mb em 

seqüências BAC do cromossomo de Z, e 6.3-Mb de seqüências 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 ligação 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 progênies 

de uma população retrocruzada. Os autores encontraram um total de 1248 

(60.7%) de polimorfismo detectado com 35 combinações de primers com 

adaptador PstI/TaqI. Sendo que cada uma das combinações de primer gerou uma 

media de 35.7 marcadores polimórficos. Um total de 44% dos marcadores 

polimórficos foi consistente com a relação de segregação de 1:1 com nível de 

significância P = 0,05. O comprimento total desse mapa AFLP foi de 6512 cM. As 

distâncias genéticas entre dois marcadores vizinhos variaram de 0.2 a 47 cM com 

uma média de 18.2 cM. O gene ligado ao sexo od foi situado entre os marcadores 

P1T3B40 e P3T3B27 na extremidade do grupo três, indicando que o grupo de 

ligação AFLP 3 estava  no cromossomo Z (sexual). 

Chatterjee e Pradeep (2004) desenvolveram um estudo para identificar 

marcadores moleculares associados com os parâmetros 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, Japão, 

Índia, e Rússia, foram analisados estatisticamente. A análise regressão múltipla 

estabeleceu associação significativa de 45 marcadores com o desenvolvimento 

larval, os índices do crescimento e os quatro parâmetros do rendimento do casulo 

relevantes para a produção  de seda.  

Miao e colaboradores (2005) estabeleceram um denso mapa de ligação 

utilizando 518 sequências SSR – “Simples Sequence Repeat” ou microssatélites 

em Bombyx mori, como parte de um progama genômico 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 história de endocruzamentos desses insetos. 

Os estudos com marcadores moleculares indicam que o genoma do 

bicho-da-seda está sendo amplamente estudado, para o desenvolvimento de 

melhores linhagens desses insetos.  

A análise desenvolvida com isoenzimas poderá contribuir com o 

entendimento da expressão de genes funcionais em diferentes momentos do 

desenvolvimento, no polimorfismo apresentado por diferentes locos e que podem 

contribuir com uma rápida caracterização das linhagens para seu manejo em 

cruzamentos e ser associada aos estudos moleculares para um conhecimento 

mais amplo do genoma de Bombyx mori.  
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5. CONCLUSÕES 
 

 

A avaliação genética de oito linhagens chinesas e sete linhagens 

japonesas de B. mori permitiram verificar que elas apresentam baixa 

heterozigosidade média, as linhagens estão bem diferenciadas, mas, ainda 

conseguem formar subpopulações. Porém, o dendrograma representa as 

linhagens que estão próximas geneticamente e, sendo assim, estas não são 

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 obtenção de 

melhores híbridos para produção de seda. 
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