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RESUMO - O hormoénio GH é um dos principais
reguladores do crescimento pés-natal e do metabolismo
em mamiferos, sendo proposto como gene candidato
para identificagdo de marcadores genéticos
relacionados a caracteristicas de crescimento, carcaca
e producao de leite. Dessa forma, o presente estudo
objetivou estudar possiveis polimorfismos na parte final
da regidao 5’-flanqueadora, primeiro exon e parte do
primeiro intron do gene do horménio de crescimento de
uma populacéo de bufalas da raga Murrah, buscando
futuras associagdes com caracteristicas de producao
de leite e seus constituintes. Para tanto, foram utilizadas
amostras de sangue de 115 bufalas. Mediante reagao
em cadeia da polimerase (PCR), foi amplificado um
fragmento com 450 pb, o qual foi analisado pela técnica
de sequenciamento e de RFLP (Restriction Fragment
Length Polymorphism), utilizando a endonuclease de
restricdo Ddel. Como resultado, a seqiéncia de
nucleotideos do gene GH de bufalos sera submetida a
GenBank. No entanto, verificou-se que os bubalinos
apresentaram monomorfismo, para a regiao estudada,
do gene do horménio de crescimento. Assim sendo,
nao foi possivel quantificar a acdo desse gene sobre a
produgao de leite e seus constituintes.

Palavras-chave: horménio do crescimento; gene; bufalas.

ABSTRACT - The growth hormone is one of the main
regulators for post-natal growth, and also plays a major
role in the metabolism of mammals; it has been
proposed as candidate gene for genetic identification
markers on the following characteristics: growth, carcass,
and milk production. Thus, the present study has focused
on observing the likely polymorphisms at the end of the
5’- flank region, firstly exon, and part of the first intron*
of the growth hormone gene within a herd of female
buffaloes of the Murrah breed. It has been done with a

view to spotting future associations, such as
characteristics of milk production and its constituents. In
order to do that, blood samples of 115 female buffaloes
have been used. Through a polimerasis chain reaction,
a fragment of 450 pb has been enlarged, and it has
been analyzed through the sequencing technique, and
through the RFLP, utilizing restriction endonucleasis
Ddel. As a result, the sequence of the nucleotides of the
growth hormone of the female buffaloes will be submitted
to the Genbank. Nevertheless, it has been noted that
bubalines have showed monomorphism, in the region
which was studied, towards the growth hormone gene.
Therefore, it hasn’t been possible to quantify the action
of this gene on the production of milk and its constituents.

Key-words: growth hormone; gene; Bubalus bubalis.
Introducao

O horménio de crescimento (GH) tem sido apontado
como um dos principais reguladores do crescimento
pés-natal e do metabolismo em mamiferos, afetando
assim, a taxa de crescimento, a composi¢ao corporal,
a salde e a produgao de leite, por meio da modulagao
da expressao de muitos genes. Portanto, 0 GH é um
gene com grande potencial para estudos de variagao
molecular em associagdo com estudos de variagdo
genética de caracteristicas de interesse econémico (GE
et al., 2003).

O gene GH bovino (bGH) foi primeiramente
seqlenciado por GORDON et al. (1983) e tem sido
extensivamente utilizado em experimentos de
transferéncias de genes com animais de laboratério e
animais domésticos. De acordo com FRIES et al.
(1993), O bGH esta localizado no cromossomo 19 e
contém aproximadamente 1793 nucleotideos,
apresentando 4 introns (regides nao codificadoras) e 5
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exons (regides codificadoras). A sintese do peptideo
sinal do bGH é direcionada por 26 aminodacidos
codificados pelo exon | e parte do exon I, sendo que
este peptideo sinal esta relacionado com a secregao
do horménio. A regidao 5’flanqueadora é composta de
aproximadamente 648 nucleotideos, contém
seqléncias curtas de DNA que sao reconhecidas por
sitios de ligagéo e de iniciagdo e que estao associados
ao controle da expressao génica.

O primeiro nivel de controle na producdo de uma
proteina é a regulagdo da transcricdo do gene que a
codifica. Nesse sentido, torna-se importante o
conhecimento da regido promotora, bem como a regiao
5" nédo traduzida do gene, visto que, essas regides
possuem varios sitios de ligagao de fatores de
transcri¢do, reguladores e inibidores da expressao
génica (WATSON et al., 1997). Polimorfismos nessas
regides do gene GH bovino foram descritos por HECHT
e GELDERMAN (1996), RODRIGUES et al. (1998);
SUZUKI (2001), GE et al. (2003) e FERRAZ et al. (2006).

Considerando que a literatura € escassa no que diz
respeito a polimorfismos no gene do horménio de
crescimento em bubalinos é justificavel o seu estudo.
Assim sendo, o objetivo deste trabalho foi verificar
possiveis polimorfismos na regido 5’-flanqueadora,
primeiro exon e parte do primeiro intron do gene GH de
bufalas da raga Murrah pela técnica de PCR-RFLP e
pelo seqiienciamento da referida regiao.

Material e Métodos

O estudo foi realizado com 115 bufalas da raca
Murrah. Foram coletadas amostras de
aproximadamente 5,0 mL de sangue de cada animal,
por puncao da veia jugular, utilizando-se de tubos
vacutainer contendo 7,5 mg de EDTA. Os tubos
contendo as amostras de sangue ficaram sob
refrigeragao até serem centrifugados a 2700 x g, durante
10 minutos. Em seguida, foi retirado o plasma sangiiineo
e a camada de leucdcitos foi coletada e armazenada a
-20°C para posterior extragcdo do DNA gendmico,
conforme metodologia descrita por MIRETTI (1998).

As amostras de DNA foram submetidas a
quantificacdo em gel de agarose (0,8%) e o grau de
pureza foi determinado em espectrofotémetro
(BECKMAN DUO640B), segundo SAMBROOK et al.
(1989). Apds a quantificagédo, as amostras foram diluidas

a 50 ng/mL e estocadas a 4°C para posterior utilizagao
nas reagoes de amplificagao.

Com base na sequéncia de nucleotideos do gene
GH de bovinos depositada no GenBank
(gi21630917"%2) foi sintetizado um par de primers, os
quais foram desenhados por FERRAZ (2005), para
amplificar um fragmento de DNA gendmico, que
abrange uma parte da regido 5’- flanqueadora, o
primeiro exon e a parte inicial do primeiro intron do
gene GH de bufalos. As seqliéncias dos primers
estdo descritas abaixo:

P3 F:5-TCT CAAGCTGAGACCCTGTGT-3
P4 R:5 -GGC CAAATG TCT GGG TGTAGA-3

Dessa forma, a seqiiéncia do gene GH bovino
(9i2163091"2) foi previamente analisada pelo programa
pDRAW 32 1.0 (www.geocites.com/acaclone), para a
reconhecimento da localizagéo dos primers, do tamanho
da regidao a ser amplificada e dos sitios para
endonuclease de restricdo Ddel (escolhida para andlise
de RFLP), sendo estes representados pelos simbolos
(+/+), (+/-) e (-/-) conforme a presenga (+) ou auséncia
(-) do sitio de restricao (FIGURA 1).

Assim, foi possivel observar com a analise virtual,
que o tamanho do fragmento da regiao estudada para
0 gene GH bovino foi de 453 pb, e que os animais que
possuiam o alelo (+) para a enzima Ddel, produziriam
os fragmentos de 8 pb, 267 pb e 178 pb.

Além disso, existem duas regides seqlienciadas
do gene GH de bufalos disponiveis no GenBank, as
quais foram submetidas por TIWARI e GRAG (1998)
e TIWARI et al. (1998). No entanto, ressalta-se que
os trabalhos realizados para a obtencgao das referidas
sequéncias, nao foram publicados até o presente
momento. Sendo assim, nao foi possivel encontrar
dados sobre a raga e niUmero de animais utilizados para
o0 sequienciamento nos referidos trabalhos. Além disso,
na&o ha um acesso completo para o gene GH bubalino,
ou seja, as sequéncias disponiveis encontram-se
sobrepostas, de modo que foram editadas manualmente,
de maneira a se tornar possivel uma prévia comparagao
com a sequUéncia dos bufalos analisada no presente
estudo. Ap6s sobreposicdo dos acessos a seqiiéncia
resultou em um fragmento de 2404 pb, o qual foi também
previamente analisado pelo programa pDraw 32 1.0
(FIGURA 2).
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FIGURA 1 — A) ESQUEMA DO GENE DO GH BOVINO (Gl'21630911%) EVIDENCIANDO AS POSIGOES DOS PRIMERS
P3 E P4 QUE FLANQUEIAM A PARTE FINAL DA REGIAO 5-FLANQUEADORA, O PRIMEIRO EXON E
UMA PARTE DO PRIMEIRO INTRON ALEM DOS SIiTIOS PARA A ENDONUCLEASE DE RESTRICAO
DDEI. B) ESQUEMA EVIDENCIANDO A REGIAO AMPLIFICADA DO GENE GH BOVINO, E O TAMANHO
DOS FRAGMENTOS ESPERADOS PARA O ALELO (+) APOS DIGESTAO COM A ENZIMA DDE!.
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FIGURA 2 — A) ESQUEMA DO GENE DO GH BUBALINO (Glu 30467424 E Gl 36604824 ) COM AS POSICOES DOS
PRIMERS P3 E P4 QUE FLANQUEIAM A PARTE FINAL DA REGIAO 5-FLANQUEADORA, O PRIMEIRO
EXON E UMA PARTE DO PRIMEIRO INTRON ALEM DOS SITIOS PARAA ENDONUCLEASE DE RESTRIGAO
DDEI. B) ESQUEMA EVIDENCIANDO A REGIAO AMPLIFICADA DO GENE GH BUBALINO, E O TAMANHO
DOS FRAGMENTOS ESPERADOS PARA O ALELO (+) APOS A DIGESTAO COM A ENZIMA DDEI.
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Foi possivel observar, com essa analise virtual do
GH bubalino (git 30467420 e gil 36604820), que 0
tamanho do fragmento referente a regido estudada foi
de 404 pb e que os animais que possuiam o alelo (+)
para a enzima Ddel, produziriam os fragmentos de 8
pb, 14 pb, 22 pb, 118 pb e 242 pb.

Apés a andlise virtual realizada com a seqiiéncia do
gene do GH bovino (gi'2163091'2) e com as seqliéncias
parciais do gene do GH bubalino (git 30467420 e giu
3660482u), as reagbes de amplificacdes foram
realizadas

O fragmento de DNA dos animais estudados, foi
amplificado pela técnica de reagcdo em cadeia de
polimerase (PCR), sendo as reagbes de amplificacao
realizadas num volume final de 25pL, contendo 150 ng
de DNA, 0,5 uM de cada primer, 1X PCR buffer [10
mM TrisHCI (pH 9,0), 1,5 mM MgCl, e 50 mM KCI], 100
UM de dNTPs e 0,5 U Tag DNA polimerase. O programa
de amplificagao constituiu-se de um ciclo de
desnaturagao inicial a 94°C por 2 minutos, seguido de
35 ciclos de desnaturagdo a 94°C por 1 minuto,
anelamento a 59°C por 1 minuto e extensdo a 72°C por
1 minuto. Ao final dos 35 ciclos, os produtos de
amplificacdo foram submetidos a mais um ciclo de
extensdo a 72°C por 15 minutos, para completar a
amplificacéo dos fragmentos e mantidos a 20°C para
posterior analise.

Os produtos de amplificagdo foram analisados por
meio da técnica de polimorfismo no comprimento do
fragmento de restricdo (RFLP), sendo 2,5 mL da reacao
de amplificagao digeridos com a endonuclease Ddel, a
37°C por 2,5 horas, e separados por eletroforese (100 V
por 1,5 hora de corrida em tampao TBE 1X) em gel de
agarose (3,0%) corado com brometo de etidio (10 mg/
mL). Avisualizagéo das bandas foi feita sob luz ultravioleta
e o gel foi fotodocumentado (Gel-Doc, Bio-Rad). Para
identificacdo do tamanho dos fragmentos resultantes foi
utilizado como referéncia o padrao de tamanho molecular
“1Kb Plus DNA ladder (GIBCO - BRL)".

Para o sequenciamento da regido estudada em
bufalos, foram trés produtos de amplificagao, obtidos
de trés diferentes animais escolhidos ao acaso. Os
produtos amplificados foram clonados separadamente
no plasmideo pGEM-T Easy Vector System |
(Promega), conforme a especificagdo do fabricante.

O produto da ligagao (10 L) foi utilizado para
transformar células competentes de E. colida linhagem

DH10B, conforme HANAHAN (1983). Posteriormente,
foi realizada a extragdo dos plasmideos pelo método
de lise alcalina conforme protocolo descrito por
SAMBROOK et al. (1989).

O DNA plasmidial extraido de cada clone foi
submetido a digestao com a endonuclease de restricao
EcoRI (10 U/mL) a 37°C por 2 horas, a fim de que fosse
comprovada a presencga ou nao do inserto de interesse
no referido vetor.

Apés a confirmagcdo da presenca do inserto de
interesse, os DNAs plasmidiais dos clones positivos
foram submetidos ao seqlienciamento com os primers
T7 e SP6 presentes no vetor de clonagem, utilizando-
se o kit “BigDye™ Terminator Cycle Sequencing v 3.0”
e um sequenciador automético 3700 DNA Analyzer (PE
Applied Biosystems), conforme as recomendagdes dos
fabricantes.

Para verificar a qualidade das seqiiéncias geradas
utilizou-se o programa “Sequencing Analysis 3.4”,
gerando os eletroferogramas, que foram submetidos a
analise pelos programas “Phred/Phrap/Consed”
(GORDON et al., 1998).

Posteriormente, para a identificagao da presenga de
polimorfismo, essas sequéncias foram alinhadas pelo
programa CLUSTAL-X (THOMPSON et al., 1997)
sendo comparadas entre si, bem como, com a
seqUéncia do gene GH bovino (gi2163091'%2), e com
as seqliéncias parciais do GH bubalino (gi'23046742%
e gi23660482'%), utilizadas como referéncia.

Resultados e Discussao

Os resultados que serao observados a seguir pela
andlise em gel de agarose (FIGURAS 3 e 4) foram
confirmados com o seqlUenciamento descrito mais
adiante.

A amplificagdo com os iniciadores P3 e P4 gerou
um fragmento com aproximadamente 450 pb para todas
as 115 amostras estudadas (FIGURA 3).

O resultado da digestao do fragmento amplificado
em bufalos com a enzima Ddel que reconhece a
seqgléncia:

5...C'TNAG...3’
3...GANT-C...5’

gerou os fragmentos de 178 e 242 pb como pode ser
visualizado na FIGURA 4.
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FIGURA 3 - FOTO DO GEL EVIDENCIANDO OS PRODUTOS OBTIDOS POR PCR DE AMOSTRAS DE DNA DE
ALGUNS DOS ANIMAIS ESTUDADOS, DEMONSTRANDO O FRAGMENTO DE 450 PB, EM GEL DE
AGAROSE 1,5 %, PROVENIENTE DA AMPLIFICAGAO COM OS INICIADORES P3 E P4. M = MARCADOR
MOLECULAR 1KB DNA LADDER (GIBICO — BRL).

So0 pb

400 pb

pb = pares de base

450 pb

FIGURA 4 — FOTO DO GEL MOSTRANDO O PADRAO DE MIGRAGAO DOS FRAGMENTOS GERADOS APOS A
DIGESTAO DO FRAGMENTO DE 450 PB COM A ENZIMA DDElI EM GEL DE AGAROSE 3,0 %.M =
MARCADOR MOLECULAR 1KB DNA LADDER (GIBICO-BRL).

300 pb —»
200 pp —»

100 pb —
pb = pares de base

O que se pode afirmar pela técnica de RFLP é que
houve a ocorréncia de um Unico genotipo (+/+) dentro
da populagao estudada, ou seja, a regiao estudada
demonstrou monomorfismo para a enzima Ddel.

Resultados semelhantes de monomorfismo em
bubalinos também foram observados por alguns autores
(MITRA etal., 1995; MARCHIORI, 2003) que estudando
o exon V do gene GH de bufalas através da técnica de
RFLP, observaram monomorfismo no padrdo de
migragéo de fragmentos digeridos com a endonuclease
Alul, sugerindo que o monomorfismo encontrado possa
ser uma caracteristica da espécie bubalina.

Ao comparar os resultados visualizados na FIGURA
4 com a analise virtual (FIGURA 2), verificou-se que o0s
tamanhos dos produtos amplificados, e dos fragmentos
gerados ap6s a digestdo com endonuclease Ddel,
aparentemente foram semelhantes aos observados por
meio da analise virtual em bovinos, considerando que o
fragmento de 8 pb ndo pode ser visualizado em gel de
agarose. Por outro lado, ao comparar os resultados
visualizados na FIGURA 4 (gel de agarose) com a
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analise virtual (FIGURA 2), verificou-se que os tamanhos
dos produtos amplificados, e dos fragmentos gerados
ap6s a digestdao com endonuclease Ddel, foram
diferentes aos observados por meio da analise virtual
em bubalinos.

Nesse sentido, foi realizado o seqlienciamento da
regido estudada em trés animais previamente
escolhidos com o intuito de confirmar os padrdes da
mobilidade eletroforética visualizados com o resultado
da amplificacdo e da digestdo com a enzima Ddel, bem
como verificar possiveis diferengas entre a seqiéncia
dos animais estudados com a sequéncia de bovinos
(gi2163091%2), e com as seqléncias parciais de
bubalinos (gi23046742 e gi'/23660482"%2).

Apéds o seqlienciamento, as trés sequéncias de
nucleotideos do gene GH dos animais estudados foram
alinhadas pelo programa CLUSTAL-X v.1.81
(THOMPSON et al., 1997), comprovando-se que as
mesmas nao apresentavam diferengas entre si, o que
originou uma Unica seqiiéncia consenso. Esta seqliéncia
consenso foi analisada, primeiramente, pelo programa
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pDRAW 32 1, cujo resultado pode ser visualizado na
FIGURAS.

Por meio dessa analise verificou-se que o
fragmento seqilienciado, o qual corresponde a
regidao estudada, apresentou 450 pb e os animais
que possuem o alelo (+) para a enzima Ddel
produziram os fragmentos de 8 pb, 22 pb 178 pb

e 242 pb, confirmando-se assim os resultados
observados pela analise em gel de agarose 3%,
uma vez que os fragmentos de 8 pb e 22 pb néao
foram visualizados, devido ao baixo poder de
resolugao do gel. Logo, os dois fragmentos
maiores (178 e 242 pb) foram confirmados pelo
seqlenciamento.

FIGURA 5 — ESQUEMA EVIDENCIANDO A ANALISE DA REGIAO CONSENSO SEQUENCIADA, REFERENTE AOS
ANIMAIS ESTUDADOS (BUFALOS), COM AS POSICOES DOS PRIMERS E O TAMANHO DOS
FRAGMENTOS ESPERADOS PARA O ALELO (+), APOS DIGESTAO COM A ENZIMA DDEI.
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SUZUKI (2001) e FERRAZ (2003) observaram a
existéncia de dois alelos para o fragmento GH bovino
correspondentes a regido pesquisada nesse trabalho e
nenhum polimorfismo encontrado estava posicionado
na regiao codificadora do gene do GH, constituindo-se
em mutagdes silenciosas.

Em seguida, as referidas seqiiéncias foram alinhadas
e comparadas com a sequiéncia de nucleotideos da
regiao estudada do gene GH bovino (gi2163091'%) pelo
programa CLUSTAL-X v.1.81 (THOMPSON et al.,
1997). Mediante essa analise de comparacéao foi
possivel observar que a regido estudada do GH em
bufalos apresentou 95% de homologia com a sequiéncia
de bovino e que o fragmento do gene do GH dos animais
sequienciados apresentou treze variagdes em relagao
a sequéncia de bovinos (FIGURA 6).

Assim sendo, quando comparada a sequéncia de
bovinos (gi’2163091'%), o fragmento seqlenciado nao
apresentou duas adeninas e uma guanina (AAG), nas
posigoes 614 pb, 615 pb e 616 pb. Essa diferenga é a
razdo pela qual o tamanho do fragmento sequenciado
(450 pb) é diferente do observado em bovinos (453 pb).
A delecao dessas trés bases, localizada nas proximidades
da seqiiéncia TATAA foi identificada por RODRIGUES et
al. (1998) e FERRAZ (2006) que estudaram a regiao
promotora, o exon | e o intron | no gene bGH.

Avariacdo A/T que ocorre, na seqliéncia obtida, na posicao
440 pb, estd dentro de um sitio de restricdo para

endonuclease Ddel. Esta ocasiona a perda do sitio para a
referida enzima nos bovinos. Assim, constatou-se que a
seqliéncia dos animais em estudo apresenta 3 sitios de
restricao Ddel (posi¢Oes 415, 440 e 682 pb) e a seqliéncia
de bovinos apresenta 2 sitios (posigoes 415 e 682 pb).

Apesar do numero e do tamanho dos fragmentos
digeridos serem diferentes entre os animais estudados
e os bovinos, uma avaliagdo baseada apenas no
resultado de digestao, visualizada em gel de agarose,
nao poderia ser comprovada, visto que restaria duvidas
sobre a presencga ou auséncia dos fragmentos de 8 pb
e 22 pb provenientes da digestdo nos animais em
estudo. Portanto, somente o seqlenciamento pode
confirmar o resultado obtido pela anélise de RFLP.

Além disso, com o intuito de se verificar possiveis
diferengas entre os animais da espécie Bubalus bubalis, a
seqliéncia consenso obtida nesse estudo foi comparada a
sequéncia de bufalos (gi'23046742"2 e ¢i'/23660482"2) por
meio do programa CLUSTAL-X v.1.81 (THOMPSON et al.,
1997), sendo apontadas 49 diferencas (FIGURA?7).

Verificou-se presencga de 46 bases na regido do intron
I, 0 que pode corresponder a um “gap” na sequéncia
de bufalos depositada no banco de dados. Essas
variagdes ocasionam uma diferengca em relagao ao
tamanho do fragmento amplificado, ou seja, o fragmento
seqlenciado no presente trabalho possui 450 pb
(FIGURAS 3 e 5) e o fragmento depositado no banco
de dados possui 404 pb (FIGURA 2).
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FIGURA 6 — ALINHAMENTO DAS SEQQENCIAS DE NUCLEOTIDEOS REFERENTE A REGIAO ESTUDADA DO GENE
GH DOS ANIMAIS SEQUENCIADOS E DE BOVINOS (Gl2163091%2), PELO CLUSTAL-X V.1.81
EVIDENCIANDO AS DIFERENCAS ENTRE AS MESMAS.

Odel  Ddel 4 ¥
GH1 fasta goreen.Contiol -
GGG GAATTCGATTTCTCAAGCTGAGACCCTGTGT GCACAGCOCT 49
GH2 fasta goreen.Contigl -
GEUCGCGGGAATTCGATTTCTCAAGLTGAGACCCTGTGTGCACAGCCCT 49
GH4 fasta goreen Contigl -
GEUCGCGGGAATTCGATTTCTCAAGCTGAGACCCTGTGTGCACAGCCCT 49
GHFASTA BOYIME AAACCTATGGGGT--GEGCTCTCAAGCTGAGACCCTGTGTSCACAGCCCT
438
£33 L I 5 X AEE AL EEE R KRR AL *.’gsﬁ** ]\ .“\"\.
P31 40 3ph 423 P3ph

fdel

440ph
GH1 fasta goreen. Contiol
CAGGCTGGTGGCAGT GGAGAGGGGATGATGACAAGCCT GGG GGACATGAC 99
GHz fasta goreen.Contiol
CAGGCTGGTGGCAGT GHAGAGGGGATGATGACAAGCCT GGG GGACATGAC 85
H4 fasta goreen.Contiol

CAGGUTGGTGGUAGT GGAGAG GG GATGAT GACAAGCCTGGEGGGACATGAC 99
GHFASTA BOWINE
CTGGCTGGTGGCAGTGGAGACG GGATGAT GACAAGCCT GGG GGACAT GAC 453

* AR Rk ERE AR AEE REE hEk ERE A R AR KEL R A0S *’T* EE3
Hidph !

GH1 fasta aoreen Contil
COCAGAGAAGGAACG GEAACAGGAT GAGTGAGAGGAGGTTCTALATTATC 145

GH2 fasta soreen Contio

CoCAGAGAAGGAACGGGAACAGGAT GAGTGAGAG GAGGTTCTAALTTATC 144
GH4 fasta.goreen.Contial

CoCAGAGAAGGAACGGGAACAGGAT GAGTGAGAG GAGGTTCTAALTTATC 149
GHFASTA BOYIME

CCCAGAGAMGGAACGGGAACAGGAT GAGTGAGAG GAGGTTCTAALTTATC 538

ZH) fasta acreen Contio CATTAGCACAGGCTGCCAGTGGTCCTTGCATALATGTATAGAG CACA CAG
199
GHZ fasta soreen. Contig CATTAGCACAGGCTGCCAGTGGTCCTTGCATALATG TATAGAG CACA CAG
199
GH4 fasta.goreen. Contigl AT TAGCACAG GCTGCCAGT GG TCCT TG CATALATGTATAGAG CACA CAG
199

GHFASTABOWIME CATTAGCACAGGCTGCCAGTGGTCCTTGCATALAATGTATAGAG CACACAG
]

FEREEE AEEEARE RRERAE KRR AR AR AR AR AR L AR AL KR A

ZH) fasta acreen Contio GTGGGEEGALAGGGAGAGAGAGLL
GCCAGGGTATAAAAAGGGCCCAG 246
GH2 fasta soreen. Contio GTGGGEEGALAGGGAGAGAGAGAR
GCCAGGGTATAAALAAGGGCCCAG 246

GH4 fasta.goresn cortigl  GTGGGEGGALAGGEAGAGLGAGAS -
GLCAGGGTATAAALLGGGCCCAG 246
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GHFASTA BOVINE
GTGGEGEGAAAGGGAGAGAGAGALAGAAG CCAGGGTATAAAAAT GG CCCAG B35

FRERRERREEIIE ARR R AAR S AR ERREREEEARE L KR EEE LS T T

614 — 616pb 631pb

. Ddel
GH1 fasta.goreen. Contiol
CAGGGACCAATTCCAGGAT CCCAGGA CCCACTTCACCAGACGACTCAGS: 296

2H2 Fasta goreen Contig!
CAGGGACCAATTCCAGGATCCCAGGACCCACTTCACCAGACGACTCAGSG 296
ZHA fasta soreen. Contio

CAGGGACCAATTCCAGGATCCCAGGA CCCACTTCACCAGACGACTCAGSG 296
GHFASTA BCVWIME
CAGGGACCAATTCCAGGATCCCAGGACCCAGTTCACCAGACGACTCAGGG Bag |

EEEEEEAREERAE AER AR R AR AR AL R KA AR AR AR KRR AR h\

G669pb el
EXOH 1 Gd2pb
MM A A
GH1 . fasta.goreen. Contiol
TCCTGTGGACAGCTCACCAGCTATGATGGCTGCAGG TALGCTCGCTAALL 346
GHZ fasta aoreen. Contio
TCCTGTGGACAGCTCACCAGCTATGATGGCTGCAGGTALGCTCGCTALLL 346
GHA fasta soreen. Contig

TCCTGTGGACAGCTCACCAGCTATGATGGETGCAGSTAAGCTCGCTALLL 346
GHFASTABOWIME
TCCTGTGEACAGCTCACCAGCTATGATGGETGCAGS TAAGCTCGCTALAL T35

EREEEEAREERAE SRR AR RAAR AR AR RAL AR RRAE AR AR AL AL

G H1 fasta.screen.Contigl
TCCCCTCCATTCGTGTGTCCTAAAGGGGTGATGCGG GGG GCCCTGCCGAT 396

GH2 fasta soreen. Contio
TCCCCTCCATTCGTGTGTCCTARAGGGGTGATGCGGHGGGCCCTECOGAT 396
GH4 fasta goreen. Contio
TCCCCTCCATTCGTGTGTCCTARAGGGGTGATGCGGGGGGUCCTGCOGAT 396
GHFASTA BOYIME

TCCCCTCCATTC GO GTGTCOTAARAGGGGTAATGUGGGGGGCCCTGCOGAT 788

C EEEE AR REE AL REE AR EREE EER AR ***hT**t*t******* £33 T

T52ph Tédph

GH1 fasta.goreen. Contio GEATGTGTCCACAGCTTTGGGTTTTAGG GCTTCCGAATGTGAACATAGGT
446
GHZ fasta soreen.Contig GEATGTGTCCACAGCTTTGGGTTTTAGG G CTTCCGAATGTGAACATAGST
446
GH4 fasta soreen.Contig GEATGTGTCCACAGCTTTGGGTTTTAGG GCTTCCGAATGTGAACATAGST
446
GHFASTA BOVIME GEATGTGTTCAGAGCTTTGGGCTTTAGGGCTTCCOAATG TGAMCATAGGT
a5

EEER IR R LR P ] ***f* *f?x*** EEEE 11 !? 113

T8Tph  d00ph  310ph
GH1 fasta.goreen.Contigl AT TACACCCAGACATTTGGLCAAT CACTAGTGALT T C e 454
GHZ fasta soreen. Contig ATCTACACCCAGACATTITGGLCAATCACTAG TGAATTC———- 454
:H4 fasta goreen. Contig AT TACACCCAGACATTITGGCCAATCGCGAG S GARTC S — - 454
GHFASTABOYIME ATCTACACCCAGACATTTGGCCAAGTTTGAAATGTTCTCAGT CCCT GEAG
&as

EEE RS ***t?** * x 4

P4_340ph " B6l1ph pd
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FIGURA 7 — ALINHAMENTO DAS SEQUENCIAS DE NUCLEOTIDEOS REFERENTE A REGIAO ESTUDADA DO GH
DA SEQUENCIA CONSENSO DOS ANIMAIS SEQUENCIADOS NO PRESENTE TRABALHO E A
SEQUENCIA DE BUFALOS (GI'23046742Y: E Gl23660482"%), PELO CLUSTAL-X V.1.81 EVIDENCIANDO
AS DIFERENCAS ENTRE AS MESMAS.

GH1 fasta.goreen. Contigl -
GECCGUGEGAATTCGATTTCTCAAGCTGAGACCCTGTGTGCACAGCICT 49

GHZ fasta soreen Contigl -
GECCGCEGEAATTCGATTTCTCAAGCTGAGACCCTGTGTGCACAGCICT 43
GH4 fasta goreen Contigl -
GGCCGLGGEAATTCGATTTCTCAAGCTGAGACCCTGTGTGCACAGCICT 49
GHFASTABUFALO AAACCTATGGGGT--
GGGCTCTCAAGCTGAGACCCTGTGTGCACAGCCCT 397

£33 EE I EEERAZE REE IR R K ARER AIE *ﬁpﬁt* ]\ *-\.‘ ]\

P3 36 8ph P3 38Tph

Ddal Ddeal
IT5ph 396ph

GH1 fasta.goreen. Contiol
CAGGCTGGTGGCAGTGGAGAG GG GAT GATGACAAGCCTG GGG GACATGAC 99

GHe fasta.goreen. Contiol
CAGGCTGGTGGECAGT GGAGAG GG GAT GATGACAAGCCTGGHGGACATGAC 99
ZH4 fasta.goreen. Contiol
CAGGCTGGTGGCAGT GGAGAGGEGAT GATGACAAGCCTGGHGGACATGAC 85
GHFASTA BUFALC

CAGGCTGGTGGCAGT GGAGAGGEGAT GATGACGAGCCT GGG GGACATGAC 447

FEERRERREE IR ARR AR ARER AL AR AL KRE AL AL RE L AR S _/""

430pb

GH) fasta soreen Contio

CUCAGAGAAGGAACG GEAACAGGAT GAGTGAGAGGAGGTTCTALATTATC 145
GHZ fasta soreen. Contig

COCAGAGAAGGAACG GGAACAGGAT GAGTGAGAGGAGGTTCTALATTATC 145
GH4 fasta.goreen. Contiol

COCAGAGAAGGAACG GEAACAGGAT GAGTGAGAGGAGGTTCTALATTATC 145
GHFASTA BUFALOD

COCAGAGAAGGAACG GEGAACAGGAT GAGTGAGAGGAGGTTCTALATTATC 457

ARERREARZEXZL ZRL KRR KRR AL XX XN IEL XXX RXX KXL RRL AL

GH) fasta goreen Contio CATTAGCACAGGCTGCCAGTGGTCCTTGCATAAATG TATAGAG CACACAG

199
GHZ fasta goreen. Contio CATTAGCACAGGCTGCCAGTGGTCCTTGCATAAATG TATAGAG CACACAG
199
GH4 fasta.goreen. Contigl CATTAGCACAGG CTGOCAGTGGTCCTTGCATAAATG TATAGAG CACACAG
199

GHFASTA BUFALO
CATTAGCACAGGCTGOCAGTGETCCTTGCATALATG TATAGAS CACACAG 547

AR XERZERX AXXRZL AR RXXL XRL KR ART RXX XXXLKXL XL ZRL KR

ZH) fasta aoreen Contio GTGGEEEEALAGGGAGAGAGAGAAGCCAGGGTATAAAM AL CCAG
éﬁg}faﬂa.mﬂumim GTGGEEEGAAAGGGAGAGAGAGAAGCCAGGGTATAL A AGGGC CCAG
éﬁ&faﬂta.mﬂnrﬁim GTGGEGEEAAAGGGAGAGAGAGAAGCCAGGGTATAAAMAGGGC COLG
%}E&FAS TABUFALD GTGGEGGGAAAGGGAGAGAGAGAAGCCAGGGTATALALAGGGC CCAG

EEREEEE AR AER AR RRE AARE AR RAE AR AR A R AA L AL AL AL
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"
Ddel

GH1 fasta aoreen Conti
CAGGGACCAATTCCAGGATCCCAGGACCCACTTCACCAGACGACTCAGSG 296
GH2 fasta soreen Contio
CAGGGACCAATTCCAGGATCCCAGGA CCCACTTCACCAGACGACTCAGSG 296
GH4 fasta.goreen. Contial
CAGGGACCAATTCCAGGATCCCAGGA CCCACTTCACCAGACGACTCAGSG 296
GHFASTABUFALOD

CAGGGACCAATT CCAGGATCCCAGGACCCACTTCACCAGACGACTCAGE 644

EEEEEEAREEREE AER AR RAER AR ARA RER AR AR AL AR AR E AL £ S A
/

gzl
EXOHN1 638pb

MILA L

GH) fasta 5 ¥een Contigl
TCCTGTGGACAGCT CACCAGCTATGATGGCTGCAGG TAAGCTCGCTAALL J45
GHZ fasta goreen Contio
TCCTGTGGACAGCT CACCAGCTATGATGGCTGCAGG TALGCTCGCTALLL, 345
GH4 fasta goreen. Contial
TCCTGTGGEACAGCT CACCAGCTATGATGGCTGCAGG TALGCTCGCTALLL, J4E
GHFASTABUFALO
TCOTGTGGACAGCT CACCAGCTATGATGGCTGCAGG TAAGCTCGCTALLL B4

AEEERRARZZXZL XL KRR AXZL AL AL XXX XXX XARAX RXX XX XL XX
GH1 fasta.goreen. Contiol
TCCCCTCCATTCG TG TG TCCTARAGGGGTGATGCGGGGGGCCCTHCCGAT 386
GHe fasta.goreen. Contiol

TeCCCTCCATTCG TG TG TCCTAAAGG GG TGATGC GG GGGGUCCTGCUGAT 396
GH4 fasta.zcreen. Contig

TCCCCTCCATTCG TG TGTCCTAAAGGGGTGATGC GGG GGGUCCTGCCGAT 396
GHFASTA BUFALD
TCCCCTCCATTCGTGTGTCOGARAGGGGTGATGUGEEGEGGECCCTGCCGAT 744

EEEEEEAREERAE AER AR L AR AR AR AR AL ARE AR KRR AR

45

T15pb

GHI fasta soreen Contigl GGATGTGTCCACAGCTTTGGGTTTTAGGGCTTCCGALTGT GALCATAGET
;?@faﬂa.m.cDmig1 GeATGTOTCCACAGCTTTGGGT TTTAGGGCTTCCGAATGT GALCATAGET
;&faﬂa.mﬂnmim GOATGTETCCACAGCTTTGGGT TTTAGGGCTTCCGAATGT GALCATAGET
gﬁ&ms TABUFALO GG - GT 748

GH1 fasta.goreen. Contiol ATCTACACCCAGACATTTGGCCAATCACTAGTGAATTC
GHZ fasta soreen. Contio ATCTACACCCAGACATTTGGCCAATCACTAGTGAATTC
GH4 fasta.goreen. Contiol ATCTACACCCAGACATTTGGCCAATCGCGAG CGAATC Carm————- — 454

GHFASTA BUFALD
ATCTACACTCAGACATTTGGCCAAGTTTGALATGTTCTCAGTCCCTGGAG 78

FRERREAREE RRE RRR RARARER L * *®
.- ",

P4_840ph “ 861pb’ pa

fdel
T56ph
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A seqliéncia dos animais estudados apresenta uma
Citosina na posicao 756 pb, enquanto que a seqiiéncia
dos bufalos depositada no GenBank apresenta uma
Timina na mesma posicdo. Essa variagao C/T ocasionaria
a perda do sitio de restrigdo da endonuclease Ddel na
sequéncia dos animais estudados. No entanto, pelo fato
da referida variagao se encontrar dentro do iniciador P4,
nao deve ser levada em consideracao. Sendo assim,
provavelmente uma avaliagdo previa da analise de
digestao do fragmento estudado, em gel de agarose
(FIGURA 4), baseada numa andlise virtual (FIGURA 2)
da sequéncia de nucleotideos dos bubalinos
(0i23046742'2 e Qi'23660482"2) ocasionaria duvidas
sobre o perfil da mobilidade eletroforética devido as
diferengas dos tamanhos dos fragmentos digeridos, uma
vez que a sequéncia dos animais estudados e
sequenciados apresenta 3 sitios de restricao Ddel
(posigbes 375, 396 e 638 pb) os quais produzem os
fragmentos de 8, 22, 178 e 242 pb, e a seqiéncia de
bufalos depositada no GenBank apresenta virtualmente
4 sitios Ddel (posigdes 375, 396, 638 e 756 pb) gerando
os fragmentos de 8, 14, 22, 118 e 242 pb.

A seqUiéncia de nucleotideos do gene GH dos bufalos
que abrange uma parte da regido 5’- flanqueadora, o
primeiro exon e a parte inicial do primeiro intron do gene
GH de bdufalos, sera publicada no GenBank uma vez
que a mesma apresentou diferengas quando
comparada com a seqliéncia de bufalos ja depositada
por TIWARI et al. (1998) e TIWARI e GRAG (1998).

Conclusoes

Os resultados obtidos pela técnica de RFLP
evidenciaram monomorfismo no sitio da endonuclease
Ddel, sendo portanto todos os animais estudados
pertencentes ao genotipo (+/+).
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