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RESUMO: O hormdnio do crescimento (GH) é um hormodnio sintetizado e
secretado pela hipéfise e esta envolvido em uma série de processos fisiolégi-
cos importantes. Ha relatos de polimorfismo no gene GH e associado com a
producdo de leite, ovos, carne, além de algumas caracteristicas relacionadas
a reproducdo. Neste estudo, foi observada alta homologia entre o fragmento
sequenciado em uma linhagem de codorna de corte e os fragmentos deposi-
tados no GenBank, sendo verificadas mutacdes pontuais como transversfes
e transicdes, além de dele¢Bes e insercdes de bases. No exon I, na regido
5'UTR, foram observados polimorfismos que podem ser utilizados em estudo
de associacdo com caracteristicas de interesse econémico.

PALAVRAS-CHAVE: Coturnix japonica, sequéncia sinal, regido 5'UTR.
EXON | SEQUENCING OF GROWTH HORMONE GENE IN QUAILS

SUMMARY: Growth hormone (GH), a synthesized hormone secreted by the
hypophysis, is involved in several important physiological processes. Research
has revealed polymorphism in the gene and its association with traits such
as milk, egg and meat production coupled to certain characteristics referring
to reproduction. High homology between the fragment sequenced in a meat
quail strain and fragments deposited in the GeneBank, with specific mutations
such as transversions, transitions, deletions and base insertions, has been
registered. Polymorphisms in exon | within the 5"UTR region have been reported
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to may be employed in studies associated to traits of economic interest.

KEYWORDS: Coturnix japonica, signal sequence, region 5'UTR.
INTRODUCAO

O crescimento da coturnicultura no Brasil, segundo Furlan etal.
(1998), vem despertando a atenc¢éo de pesquisadores da area, no sentido
de desenvolver trabalhos que venham a contribuir para um maior
aprimoramento e fixacdo dessa cultura como fonte rentavel na producao
avicola.

As codornas sédo animais pertencentes a ordem das Galinaceas,
familia das Faisamidas, género Coturnix; possuem altos indices de
produtividade, rapido crescimento, pequeno porte, facilmente
manipulaveis, ciclo reprodutivo curto e postura regular. Todas essas
vantagens fazem da codorna um animal muito utilizado como modelo
experimental para as aves domésticas em pesquisas laboratoriais
(OLIVEIRA, 2002).

No Brasil, a criacdo de codorna vem crescendo, de maneira
consideravel, desde a sua implantacdo como atividade avicola
econdmica. A razdo deste sucesso é plenamente justificavel pela
qualidade excepcional de sua carne, alto valor nutritivo e agradavel
sabor de seu ovo, 0 que tem resultado em boa aceitacdo no mercado
consumidor. Pesquisas indicam que a carne de codorna é excelente
fonte de vitamina B6, niacina, B1, B2, acido pantoténico, bem como
acidos graxos. O ovo da codorna tem excelente valor nutritivo, rico em
vitaminas do complexo B, Vitamina A, vitamina D, vitamina A, além
de minerais como ferro, calcio, manganés e cobre.

Contudo, essa expansao tem encontrado barreiras que por vezes
inviabilizam a exploragcdo econdémica. Uma dessas barreiras ¢é a falta
de material genético que garanta o potencial de producao, esse
obstaculo pode ser transposto com a ajuda do melhoramento genético.

Pontos importantes para um programa de melhoramento genético
de sucesso é a selecdo de gendtipos superiores em uma populacéo
segregante. Uma importante ferramenta para a deteccdo destes
gendtipos sdo os marcadores moleculares.

A maioria das caracteristicas quantitativas é determinada por
muitos genes, cada um deles com pequeno efeito. Entretanto, alguns
desses genes podem ter mais importancia no controle de determinada
caracteristica fenotipica. Neste caso, é possivel identificar um gene
principal (gene candidato), por meio da utilizacdo de técnicas
moleculares que permitem a identificacdo direta de polimorfismos
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genéticos na estrutura génica destes genes de grande efeito. Esses
polimorfismos séo ditos como marcadores moleculares e é possivel para
cada gene candidato ter um ou mais marcadores que podem ser
utilizados para identificagcao do gendtipo, correlacionando o mesmo com
o fendtipo desejado (FEDERIZZE, 1998). A identificacdo e uso de
marcadores moleculares vém recebendo grande atencao por parte dos
pesquisadores.

O reconhecimento de ligagado entre efeitos génicos e segmentos
cromossOmicos que apresentam heranca mendeliana é necessario pois
podem aumentar a acuracia na determinacédo de valores genéticos e
tornar mais eficiente a manipulacéo genética de caracteristicas que
ndo sado diretamente medidas, tais como resisténcia a doencas,
caracteristica de carcaca, caracteristicas limitadas pelo sexo e de baixa
herdabilidade (ROCHA et al., 1992). Assim a selecdo assistida por
marcadores podera reduzir o tempo de identificacdo de gendtipos
superiores e aumentar a intensidade de selecdo (COUTINHO &
REGITANO, 1995).

O hormoénio do crescimento (GH) é um horménio protéico,
composto por 191 aminoacidos e secretado pela hipéfise; este hormonio
afeta diretamente varios parametros fisiolégicos, tais como,
crescimento, producéo de ovos e reproducéo (STEPHEN et al., 2001). A
estrutura gendmica do gene do GH tem sido estudada em diferentes
animais e sua estrutura tem se mostrado bastante similar entre as
espécies.

Em frangos, o gene do hormdnio do crescimento (GH) foi
primeiramente isolado e sequienciado por Lambet al. (1998), e a partir
de entdo, varios outros autores estudaram amplamente este gene. Em
1992, Tanaka et al. clonaram e sequenciaram o gene GH em galinhas
(Gallus gallus), e concluiram que o mesmo possuia tamanho aproximado
de 4100 pares de base (pb) e era composto por 5 éxons e 4 introns.
Entretanto, o tamanho do gene GH era significativamente maior que o
gene analogo em mamiferos, isto devido ao tamanho dos introns, os
quais eram bem maiores.

Em 1995, Tanaka et al. encontraram um fragmento adicional de
197 pb localizados no intron 1. Corroborando os resultados encontrados
por esses autores, MOU (1995) também sequenciou o gene GH e
encontrou o mesmo fragmento adicional na posicao +308 no intron 1.
Outros autores também encontraram polimorfismos neste gene,
Fotouhi et al. (1993) identificaram 4 sitios RFLPs, 1 para Sac | e 3 para
Msp I, estes ultimos localizados nos introns 1, 2 e 4 respectivamente.
Nie et al. (2002), detectaram uma dele¢do de 50 pb no intron 4 em
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frangos nativos chineses. Nie et al. (2005) identificaram 46 SNPs
(Single Nucleotide Polymorphim), sendo que 36 dos 46 estavam
localizados no intron.

O gene do hormonio do crescimento (GH) da galinha é composto
de cinco exons intercalados por quatro introns; similar a organizagao
do GH de mamiferos. Por apresentar forte influéncia sobre o
crescimento, composicao corporal, producéo de ovos, leite e reproducéo,
tem despertado grande interesse para o estudo de polimorfismos do
gene que codifica este hormonio.

Alguns estudos de polimorfismos do GH vém sendo desenvolvidos
no sentido de identificar alterag6es na seqiiéncia de nucleotideos que
possam levar a variacao na expressao final do hormonio.

No presente estudo, a regido do exon | do gene do GH de codorna
(Coturnix japonica), selecionada para producao de carne, foi sequenciada
e comparada com a cole¢do de nucleotideos depositada no GenBank
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov), com o objetivo de verificar o grau de
homologia entre as sequéncias e buscar por regiées menos
conservadas, susceptiveis a polimorfismos.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizadas quatro codornas (Coturnix japonica) de uma
linhagem selecionada para producédo de carne para obtencédo de
amostras de DNA a partir de células sanguineas. As aves foram
mantidas pela Universidade Estadual de Maringa, na Fazenda
Experimental de Iguatemi.

As amostras de DNA, extraidas por punc¢éo venosa, foram coletadas
diretamente em tubos heparinizados e estéreis, aproximadamente
0,5 mL de sangue de cada animal. Ap6s a coleta, as amostras foram
resfriadas a 4°C e armazenadas no Laboratério de Reproducao/Genética
Molecular da Universidade Estadual de Maring4 até o momento da
extracao.

O DNA foi extraido de acordo com Sambrook et al. (1989), com
modificacdes. O DNA gendmico foi obtido das células sanguineas pela
adicéo de 500 iL de tampao contendo cetyl trimethylammonium bromide
(CTAB) em tubos de 1,5 mL. As amostras foram mantidas por uma
hora em banho-maria a 65°C com agita¢cfes ocasionais. Em seguida, o
DNA extraido foi deixado a temperatura ambiente por alguns minutos
para resfriamento, quando foram adicionados 500 iL de cloroférmio e
alcool isoamilico (24:1) acompanhado por agitacdo. Apés a centrifugacéo
por 15 minutos a 1.3000 g, o sobrenadante foi transferido e precipitado
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com a adi¢éo de 250 iL de isopropanol, seguido por resfriamento a 4°C
durante 30 minutos. O DNA precipitado foi centrifugado a 1.3000 g por
30 min. O pellet foi entéo lavado por duas vezes em etanol 75% e, apds
evaporacéo, o DNA foi dissolvido em tampéo TE (Tris-HCL 10mM, pH
7,4 e EDTA 1mM, pH 8) e quantificado 4 260 nm e 280 nm.

Para o estudo do gene do GH em codorna foi utilizado como modelo
os dados moleculares obtidos com o estudo de aves comerciais. Para
analise do exon | e parte dos introns flanqueadores do gene do hormdnio
de crescimento em codornas foi utilizado como referéncia a sequéncia
depositada no GenBank, sob namero de acesso D10484 (http://
www.ncbi.nlm.nih.gov). Os fragmentos de DNA foram amplificados por
PCR por um programa de amplificagdo proposto por KUHNLEIN et al.
(1997) e pares de oligonucleotideos 5'-ATCCCCAGGCAAACATCCTC-3
e 5-CCTCGACATCCAGCTCACAT-3' desenhados pelos mesmos
autores. O sistema de amplificacdo foi composto de 0,85 iM de primers,
0,3 MM de dNTPs, 1 unidade de Taq DNA polimerase, 1,5 mM de MgCl2,
agua ultrapurae DNA genémico, em volume final de 15iL. O programa
de amplificacdo utilizado foi de desnaturacéo inicial a 94°C por dois
minutos; 35 ciclos, de 30 segundos a 94°C, 45 segundos a 63°C e 45
segundo a 72°C; e um passo final de extens&o a 72°C por sete minutos.

Os fragmentos de DNA adequadamente amplificados foram
purificados (Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System - PROMEGA -
Madison, WI, USA) e sequenciados, pelo sequenciador automatico
(MegaBACE 1000 Amersham Life Science — USA), usando-se 0
DYEnamic ET Dye Terminator Kit (GE Healthcare, USA). As sequiéncias
geradas foram comparadas com a sequéncia depositada no GenBank,
utilizando-se o programa Clustal W, disponivel nainternet no endereco
www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw?.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Um fragmento de tamanho esperado foi obtido por amplificac&o
do DNA de codorna e com primers especificamente desenhados para
amplificar o exon 1 e parte do intron 1 e 2 do gene do horménio do
crescimento (GH) de galinha. O fragmento obtido apresentou tamanho
aproximado de 780 pb, como predito para a sequéncia de Gallus gallus.
Apo6s a determinacgéo da sequiéncia de nucleotideos, um fragmento de
704 pb pbde ser corretamente editado e depositado no Genebank sob o
numero de acesso EU515189.

As sequéncias obtidas foram comparadas com a colecdo de
nucleotideos do GeneBank, utilizando-se do algoritmo BLAST (Basic

VARIA SCIENTIA AGRARIAS | VOLUME 01 | NUMERO 02 | AGO 2010 | P. 167-176 | 171



ANA P. DEL VESCO - ELIANE GASPARINO - MARIA A. M. SOARES - CARLS A. L. DEOLIVEIRA...

Local Alignament Search Tool), uma ferramenta de busca e
alinhamerﬁqg;’qde sequéncia (ALTSCHUL et al., 1997), que foi utilizada
para verificar se as sequéncias apresentavam homologia com a
seqUéncia do GH dos bancos de dados. Um pareamento
estatisticamente significativo sugere forte compartilhamento de
propriedades quimicas ou estruturais, confirmando assim se tratar
realmente do gene estudado. Foi encontrada 89% de homologia entre
as sequéncias de Gallus gallus (EF452679, EF472953, EF472954 e
AY461843) e da codorna. Foram observadas trés inser¢cfes de uma Unica
base (>C, >T, >G) e duas inser¢cdes de duas bases (>TA, >CC). As delecbes
ocorreram em maior numero variando de uma [3x(<A), <G, <C)] até 12
bases (<TT, <CTAAT, <TGTGGCAACTTA). Entre as 80 substituicdes
observadas, as transi¢des foram as mais abundantes (65%) (Figura 1).
De acordo com GOJOBORI et al. (1982), transicdes parecem ser mais
freqientes que transversdes. Especificamente no exon | foram
observadas sete alteragdes, sendo cinco transi¢cbes [2x(C>T), (T>C),
(G>A), (A>G)], uma transverséo (C>A) e uma delecéo (<G).

BLEEIEE

A6 GoA TaC CT GT To6 ToA BT A BC GC 06

Figura 1 Frequéncia de subs%ituigﬁes na sequéncia do GH de codorrh1a
considerando as referéncias: EF452679, EF472953, EF472954 e
AY461843, (a) transicdes e (b) transversdes.

As regibes menos conservadas, identificadas na regido 5’UTR,
para a linhagem de codorna utilizada neste estudo, podem ser Uteis
para estudos de associacdo, visto que em bovino um polimorfismo
observado nesta regido foi correlacionado significativamente com
rendimento de carcaca (CHEONG etal., 2006). KUHNLEIN etal. (1997),
analisando o GH em doze linhagens de galinhas Leghorn branca
selecionadas para producéo de ovos e resisténcia a doenca de Marek,
sugeriram que os alelos encontrados, cujas variacdes estavam
localizadas nos introns, estavam associados a producédo de ovos. Em
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trabalhos desenvolvidos com frangos de corte, utilizando a técnica PCR-
RFLP (do inglés, Polymerase Chain Reaction — Restriction Fragment Length
Polymorphism), foi verificado que o gene do GH é altamente polimdrfico
na regido dos introns (FOTOUHI et al., 1993). Em analise do horménio
do crescimento de frangos por PCR-RFLP, foram encontrados
polimorfismos ligados a producdo de ovos (THAKUR et al, 2009).
Polimorfismo do GH também tem sido relatado em outras espécies de
aves e mamiferos. Em bovinos de leite foi verificado polimorfismo no
intron 1ll, estando este associado ao conteddo de proteina no leite
(LAGZIEL et al., 1999) e a performance reprodutiva de touros em
inseminacéao artificial (LECHNIAK et al., 1999).

Estudando bovinos da raca Nelore, UNANIAN et al. (2000)
verificaram que polimorfismos no gene do hormdnio de crescimento
constituem potenciais marcadores para a caracteristica ganho de peso
em bovinos machos da raca Nelore, puros de origem (PO).

Pesquisas desenvolvidas com suinos desenvolvidos por FARIA et
al. (2004) mostraram polimorfismos no gene do horménio do crescimento
associado a caracteristicas reprodutivas e de qualidade de carne, o
que comprova o valor do GH como marcador em potencial para as mais
diversas caracteristicas em suinos.

Polimorfismos encontrados no horménio de crescimento de aves
podem estar relacionados com caracteristicas de interesse, haja visto
a importancia deste hormdénio no metabolismo destes animais.

Embora a maior parte da sequéncia gerada neste trabalho
corresponda a regidao de exon (exon 1), apenas trés aminoacidos séo
produzidos pela sequéncia, que é traduzida: metionina, alanina e
prolina (MAP), correspondendo aos trés primeiros aminoacidos da
sequéncia sinal do hormoénio do crescimento (Figura 2).

EF45267 ACCTGGATGAAAGGAGGAAACGTTCAAGCAACACCTGAGCAACTCTCCCGGCAGGAatggctcea
EF47295 ACCTGGATGAAAGGAGGAAACGTTCAAGCAACACCTGAGCAACTCTCCCGGCAGGAatggetcea
EF472954  ACCTGGATGAAAGGAGGAAACGTTCAAGCAACACCTGAGCAACTCTCCCGGCAGGAatggcetcea
AY461843  ACCTGGATGAAAGGAGGAAACGTTCAAGCAACACCTGAGCAACTCTCCCGGCAGGAatggcetcea
Coturnix ACTCG-ATGAAAGGAGGAAACATTCAAGAGACACCCGAGCAACTCTCCCGGCAGGAatggcteca

k% *k kkkdk ok ok ok kkkkr kkkk dkodk ok kokk ok ok kkok ok okokok ok ok ok kk ok ok ok okk

Figura 2 Alinhamento (Clustal W) do exon | do GH das sequéncias
referéncias: EF452679, EF472953, EF472954, AY461843 e das codornas.
Em caixa baixa e negrito os trés primeiros codons da seqiiéncia sinal
“MAP”.
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CONCLUSAO

As mutacfes pontuais observadas no exon | podem ser exploradas,
em estudos futuros como regifes passiveis de polimorfismos em
codornas, uma vez que, em outras espécies, foram encontrados
polimorfismos nesta mesma regido, associados com caracteristicas
de producéo.
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