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RESUMO

WENCESLAU, Amauri Arias, D.S., Universidade Federal de Vigosa, agosto de 2001.
Polimorfismos dos genes do hormoénio de crescimento (PGH) e do fator de
crescimento semelhante a insulina-I (IGF-I) em suinos. Orientador: Paulo Savio
Lopes. Conselheiros: Simone Eliza Facioni Guimardes e Ricardo Frederico
Euclydes.

Objetivou-se com este trabalho investigar possiveis alteragdes nas seqiiéncias
de nucleotideos nos genes do horménio de crescimento (GH) e do fator de crescimento
semelhante a insulina-I (IGF-I) em suinos de ragas divergentes. O GH ¢é expresso pelos
somatétrofos da hipdfise anterior e o figado ¢ a maior fonte do IGF-I. Entre os
horménios diretamente envolvidos no crescimento € na composicdo corporal dos
animais, 0 GH ¢ o maior fator endécrino regulador do desenvolvimento muscular, e
entre os fatores que mediam os efeitos do GH, estd o IGF-I, cujas fungdes integram
nutricio € o crescimento muscular dos animais. Devido a importincia que
desempenham na fisiologia dos animais, os genes que sintetizam esses dois hormonios
sdo considerados candidatos para caracteristicas de crescimento e composicdo de
carcaga nos suinos. A estratégia usada neste estudo foi o seqiienciamento automatico

das principais regides desses genes em ragas de suinos, com diferengas quanto a taxa



de crescimento e acumulo de gordura. Foram analisados os seqiienciamentos de trés
varroes da raca nativa Piau (suino tipo banha) e de dezoito matrizes comerciais,
oriundas de cruzamentos entre as ragas Landrace, Large White e Pietrain (suino tipo
came). Este trabalho foi dividido em dois capitulos, que tratam dos polimorfismos
observados nos genes PGH e IGF-I, respectivamente. Foi comparada a seqiiéncia dos
dois genes das racas divergentes e & depositadas no GenBank, sob o0s numeros
M17704 e X64400. As seqiiéncias do gene PGH, obtidas por seqiienciamento,
apresentaram delegdes, inser¢des e substituicdes quando comparadas com a do
GenBank. Entre os animais, muitas dessas variacdes ndo alteraram o sitio para enzimas
de restricdo; entretanto, foram observadas algumas variagdes que mudaram o sitio,
diferenciando as duas ragas. Algumas variagdes na regido do éxon mudaram os codons
de sintese de aminoacidos. Verificowrse também um polimorfismo na regido TATA-
box do PGH. Os seqiienciamentos da regido promotora ¢ dos ¢xon I e II do gene IGF-I
revelaram ser este muito conservado entre todos os animais da populagio,
apresentando apenas duas variacOes na regido 3’ do gene, que podem ser detectaveis
por meio de enzimas de restricdo, diferenciando os varrdes da raga nativa Piau das
matrizes comerciais. Observa-se pela andlise de fragmentos de DNA do microssatélite
localizado na regidao 5° do gene IGF-I revelou que ¢ polimoérfico e que poderd, como os
polimorfismos encontrados nos genes PGH e IGF-I, ser utilizado em investigagdes
futuras, na geragdo filial F2, como possiveis marcadores para caracteristicas de

producao dos suinos.



ABSTRACT

WENCESLAU, Amauri Aras, D.S., Universidade Federal de Vigosa, August 2001.
Polymorphisms of growth hormone (PGH) and insuline-like growth factor-I (IGF-
I) genes in pigs. Adviser: Paulo Savio Lopes. Committee Members: Simone FEliza
Facioni Guimaraes and Ricardo Frederico Euclydes.

The present work aimed to investigate possible alterations in the nucleotide sequences
of Growth Hormone (GH) and Insuline-Like Growth Factor-I (IGF-I) genes in pigs
from divergent breeds. GH is expressed by anterior pituitary somatotrophs and liver is
the major IGF-I source. Among the hormones directly involved in animal growth and
body composition, GH is the major muscle mass endocrine regulating factor and
between the factors regulating GH effect there is IGF-I, whose functions integrate
animal nufrition and muscle growth. Since they play an important role in animal
physiology, the genes which synthesize both two hormones are considered candidate
genes for growth traits and carcass composition in swines. The strategy used in this

study was automatic sequencing of major regions of these genes in porcine breeds



displaying differences such as the growth rate and fat deposition. The sequencing of
three boars of the Piau swine, a local breed in Brazil (high fat) and eighteen
commercial line dams from Landrace, Large White and Pietrain (low fat) breeds were
analyzed. This work was divided into two chapters which deal with the polymorphisms
observed in PGH and IGF-I genes, respectively. Sequence of both genes from these
divergent breeds were compared to those in GenBank, reffered as numbers M17704
and X64400. The sequences of PGH gene, achieved by means of sequencing,
presented deletions, insertions and substitutions when compared to GenBank sequence.
Among sampled animals, many of these variations do not affect restriction enzymes
sites; however, it was possible to observe some variations which changed restriction
site differentiating the two breeds. Some variations in the exon regions changed amino
acid sequence. A polymorphism in TATA-box region of the PGH was also observed.
The sequencing of promoter site and exon I and I of IGF-I gene showed that this gene
is highly conserved among all the animals of the studied population, displaying only
two variations in the 3' site of this gene that can be detectable by means of restriction
enzymes, differentiating the Piau breed boars from the commercial dams. The analysis
of DNA fragments of the microsatellite located in the 5' of IGF-I gene showed that it is
polymorphic and that it will be able, as the polymorphisms found in PGH and IGF-I
genes, of being used in future studies, in F2 generation, as possible markers for

desirable production traits in pigs.



INTRODUCAO

A avaliagdo adequada dos animais para selecio ¢ fundamental e necessaria
na competitividade das empresas de melhoramento genético de suinos. Por isso, os
programas de melhoramento ja estdo aliando aos métodos quantitativos as técnicas
de biologia molecular empregadas na analise genética.

O genoma dos suinos, um dos mais estudados, foi elito o modelo ideal no
estudo comparativo dos genomas de humanos e ratos e, em razdo disso, muitas
descobertas foram realizadas sobre a localizagdo e a fungdo fisiologica de varios
genes.

O aumento no numero de marcadores de DNA, aliado ao desenvolvimento
dos métodos de genotipagem, dos delineamentos experimentais, das metodologias
estatisticas e da bioinformdtica, possibilitou a execu¢do de programas com o
objetivo de identificar e localizar genes e QTLs (quantitative trait locus or loci) ou
loci de caracteristicas quantitativas, responsaveis pela variacdo genética, e verificar

as associacoes dos marcadores genéticos com as caracteristicas de importancia



econdmica na suinocultura, tais como idade dos animais para atingir o peso ideal de
abate, porcentagem de musculo na carcaga, fertilidade, habilidade materna,
resisténcia a doengas e caracteristicas de qualidade de came e, assim, utilizd-los em
programas de melhoramento animal.

O estudo sobre mapeamento genético de QTLs, para caracteristicas de
importdncia econdmica em suinos, iniciowse em 1988, com ANDERSSON e
colaboradores. Esta equipe de pesquisadores utilizou a estratégia de cruzamentos de
animais com alto grau de heterozigosidade, ou secja, linhagens que demonstraram
segregacdo na maioria das caracteristicas fenotipicas, facilitando a construgdo do
mapa genético. Eles produziram uma linhagem pelo cruzamento do porco selvagem
europeu e suinos da raca Large White e usaram o cruzamento entre duas populacdes
divergentes, nas quais esperamrse que diferentes alelos de QTLs estivessem fixados,
devido apressao de selegdo diferenciada nas duas populagdes.

Segundo ANDERSSON (1997), a estratégia do intercruzamento de
linhagens divergentes de animais domésticos, adaptados a diferentes condigdes
ambientais ou sistemas de produgdo, proporciona oportunidade Unica para
mapeamento de Jloci de caracteristicas fenotipicas. Essa estratégia também foi
adotada por KONING et al. (1999) na deteccdo de QTL para espessura de toucinho
e gordura intramuscular em suinos.

A identificagdo de [loci controladores de caracteristicas de produgao
permitird o uso da selecdo assistida por marcadores (MAS), que ¢ mais efetivo em
caracteristicas expressas mais tarde na vida do animal ou naquelas controladas por
poucos pares de genes. O primeiro exemplo corresponde a longevidade e &
caracteristicas de carcaga nos animais de corte; o segundo, a resisténcia a certas
doencas ou a defeitos com interagdes simples. Segundo WEBB (1998), as doencgas
representam a maior fonte de perdas econdmicas na indlstria suinicola, talvez o
maior risco nos atuais programas de selecdo seja a reducdo da imunidade dos suinos,
por isso, a resposta imunologica geral € a caracteristica que sofrerd maior mudanca

genética no futuro. Devido ao alto custo, justifica-se o uso da MAS somente nos



animais dos nucleos, uma vez que ha diluigio dos custos pelo extensivo uso dos
germoplasmas nas  populagdes comerciais (MONTALDO e MEZA-HERRERA,
1998).

Segundo ROTHSCHILD e PLASTOW (1999), a industria suinicola ja
comeca a utilizar as informagdes de analises genéticas moleculares na selegao
assistida por marcadores (MAS) e que, combinada com novas tecnologias
reprodutivas e outras, incluindo organismos geneticamente modificados, poderdo
acelerar os processos ja descobertos e revolucionar a produgdo animal.

No trabalho aqui apresentado, foi wusado o delineamento sugerido por
ANDERSSON (1997), sendo construidas duas familias de suinos originarias de
racas divergentes e com aptidoes diferentes. Esse modelo de constru¢do de familias
¢ o mais indicado para buscar desequilibrio de ligacdo entre marcadores ¢ QTLs ou
para caracterizar efeitos de gene candidato, por fazer com que novas interacdes intra
e inter loci sejam constituidas a cada nova geragdo, possibilitando que efeitos nao
observados ou subestimados nas geracdes parentais possam ser reavaliados
especialmente na geragdo F2, que ¢ altamente segregante, devido a grande
divergéncia genética entre as ragas escolhidas para originar a geracdo parental.

As familias de suinos foram produzidas acasalando-se varrdes da raca Piau
com matrizes comerciais oriundas de linhagens de cruzamentos entre as ragas
Landrace, Large White e Pietrain, selecionadas na Granja de Melhoramento de
Suinos da Universidade Federal de Vigosa (UFV), onde também foi fundado um
nucleo de criagdo da raga nativa Piau.

Foram seqiienciados e analisados fragmentos dos genes do hormoénio de
crescimento (PGH) e do fator de crescimento semelhante a insulina-1 (IGF-I) na
geragdo parental da populacdo desenvolvida na UFV, ou seja, nos animais da raga
nativa Piau e comerciais, na busca de polimorfismos genomicos que possam estar
afetando a fungao dos genes ou alterando as sinteses dos produtos.

A busca de marcadores gendmicos € o estudo de genes candidatos,

caracterizando  seqiiéncias génicas em ragas de suinos pouco estudadas, podem



fornecer informacdes de grande utilidade e conhecimentos necessdrios para melhor
entendimento dos processos fisioldgicos nos animais de ragas comerciais.

De acordo com ROTSHSCHILD e PLASTOW (1999), a andlise de gene
candidato ¢ uma valiosa e utl  metodologia, biologicamente  correta,
economicamente  vidvel e suficientemente poderosa para  descobrir  diferencas
genéticas entre os animais para caracteristicas de importancia economica.

Os genes que codificam o hormoénio de crescimento (GH) e o fator de
crescimento  semelhante a insulina-I (IGF-I) sd3o considerados genes candidatos para
o crescimento e desenvolvimento anmimal, em razdo da importincia que
desempenham na fisiologia animal (HORVAT e MENDRANO 1995; YU et al
1995; CASAS-CARRILLO et al. 1997). Esses dois genes ja foram seqiienciados em
suinos, e as seqiiéncias nucleotidicas depositadas no GenBank.

O estudo dos genes de caracteristicas bioeconOmicas € importante para a
suinocultura, j& que a identificacio de alelos polimoérficos que influenciam
favoravelmente essas caracteristicas poderd contribuir para 0s programas de
melhoramento animal, por meio da selegdo assistida por marcadores (MAS), em que
¢ possivel aumentar a freqiiéncia do alelo na populag@o.

O homonio de crescimento (GH) ou somatotropina € um polipeptidio com
aproximadamente 190 aminoacidos e ¢ produzido pelos somatotrofos da hipofise
anterior sob o controle de horménios neuroendocrinos bem como por fatores tecido-
especificos, nutricionais € ambientais.

O controle neuroendocrino da liberacio do GH ¢ determinado por um
continuo equilibrio de fatores hipotalamicos regulatorios: o GHRH (GH-releasing
hormone) ou horménio liberador de GH (RIVIER et al,1982 e SPIESS et al., 1983)
e a somatostatina (SS), que inibe a secrecdo hipofisaria do GH (BRAZEAU et al,
1973). BARINAGA et al. 1985 verificaram que o GHRH estimula a transcrigdio do
gene GH, independentemente da liberacdo do horménio e que outros fatores podem

estimula-la sem afetar a transcrigao do gene.



Alguns estimulos fisiologicos influenciam a liberacdo e a regulagdo da agdo
do GH, tais como estresse e inicio do sono, as flutuagdes das concentragdes de
glucagon, insulina, somatomedinas e estrogeno no sangue (RAWLINGS e MASON,
1989), também a concentragdo e distribuicdo dos receptores de GH nos tecidos e os
mecanismos de sinalizagdo transmembrana (Norman e Litwack 1987, citados por
BURTON et al., 1994).

Na Figura 1 ¢ apresentado, de maneira resumida, o sistema de controle da
producao e secrecao do GH, suas moléculas ativadoras e os locais-alvo de agao.

O GH esta envolvido na regulagdio do crescimento e metabolismo de
diferentes tecidos, tanto anabolicamente como catabolicamente, sua agdo nos
tecidos-alvo pode ser direta ou indireta. Indiretamente, parte dos efeitos do GH ¢
mediada via producdo das somatomedinas, principalmente o IGF-I, ou fator de
crescimento semelhante a insulina-I. O IGF-I ¢ produzido no tecido hepatico apos a
ativacdo do sistema de transducdo de sinal dentro da célula. O GH tem efeito direto
sobre 0 metabolismo de lipidios e carboidratos (Vander et al, 1990) citados por
RUTZ e XAVIER (1998).

Os efeitos do GH, mediados pelo IGF-I, sobre o crescimento dos tecidos
musculares e esqueléticos sdo semelhantes ao da insulina, enquanto que o efeito
direto do GH sobre o metabolismo de carboidratos e lipdlise ¢ antagbnico ao da
insulina, sendo sinergético com o cortisol nas acdes lipolitica e diabetogénica. O
IGF-1 ¢ o agente mediador da maioria, se ndo de todos, os efeitos do horménio de

crescimento no desenvolvimento muscular (COUTINHO et al., 1999).



Estimulos Ambientais Internos (Metabolicos)

Sistema Nervoso Central

C) > Hipotalamo < 0)
(+) GHRH l l Somatostatina (-)
Hipofise < )

:
l l

Figado i Tecido Adiposo
l i IGF-1 ¢ IGFBP l l
Glandula Orgdos Tecidos Tecido
Maméria Reprodutores Periféricos Osseo

Fonte: Burton et al. (1994), citados por RODRIGUES (1998).

Figura 1 — Esquema da regulacdo neuroendécrina da secrecdo do GH e locais-alvo
de acdo. GHRH = horménio liberador de GH; IGF-I = somatomedinas;
IGFBP = proteinas ligantes das somatomedinas.



Na Tabela 1 estido apresentadas as principais agoes do GH e IGF-I nos

tecidos dos animais.

Tabela 1- Resumo das principais acdes do GH

Acdo Tecido

Direta

Producao de IGF-I Figado e cultura de fibroblastos
Sintese protéica Figado

Transporte de aminoacidos Figado, musculo e tecido adiposo
Lipolise Tecido adiposo

Metabolismo de carboidratos Figado

Indireta (via IGFs)

Condrogénese Cartilagem

Crescimento esquelético Osso

Sintese protéica Tecido mole

Crescimento comum de células
Diferenciagao das células musculares

HUGHES et al., 1985




OBJETIVOS GERAIS

Investigar diferencas nas seqiiéncias de nucleotideos dos genes candidatos
PGH e IGF-I em racas de suinos com diferengas quanto a precocidade, taxa de

crescimento e acaimulo de gordura.
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CAPITULO 1

Identificacio de polimorfismos do gene PGH em suinos de racas divergentes

Resumo — O conhecimento de polimorfismos em genes que regulam a producdo
hormonal e, conseqiientemente, o metabolismo e a performance animal ¢ importante
na caracterizacdo genética de populacdes e, principalmente, na possibilidade de
utiliza-los como marcadores genéticos em programas de melhoramento genético. O
gene do hommoénio de crescimento suino (PGH) exerce efeito direto sobre o
crescimento € a composicdo corporal animal por meio de mecanismos endocrino-
fisiologicos. E considerado um gene candidato, sendo objeto de muitos estudos.
Objetivando-se encontrar polimorfismos no gene PGH em suinos da raga nativa Piau
e matrizes comerciais, foram seqiienciados e analisados fragmentos desse gene. Os
resultados dos seqiienciamentos revelaram que esse gene ¢ polimérfico na regido
TATA-box, introns e ¢éxons. Algumas mudancas de bases nucleotidicas alteraram
cddons para aminoacidos do horménio de crescimento de suinos. Ocorreram
alteragdes em sitios da seqiiéncia que podem ser detectados com enzimas de
restrigao na populacdo estudada.

Palavras-chave: gene candidato, horménio de  crescimento, = TATA-box,

seqiienciamento, suinos.
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Gene PGH polymorphism study in pigs from divergent breeds

Summary - The identification of polymorphisns in genes which regulate hormonal
production and, consequently, metabolism and animal performance are important in
genetic characterization of populations and it is possible to use them as genetic
markers in genetic improvement programs. Porcine growth hormone (PGH) gene
presents direct effect on growth and body composition by means of endocrine-
physiological mechanisms. It is considered a candidate gene, being object of several
studies. PGH gene fragments were sequenced and analyzed, aiming to find
polymorphisms in Piau swine, a local breed in Brazl, and dams from commercial
lines. The sequencing results showed that this gene is polymorphic in the TATA-box
region, introns and exons. Some changes in nucleotide bases had modified codons
regarding PGH amino acids. The observed alterations in sequence sites can be detected
with restriction enzymes in the studied population.

Key Words: candidate gene, growth hormone, TATA-box, sequencing, swine.
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Introducao

As técnicas de biologia molecular utilizadas na andlise genética permitiram
identificar o gene PGH que codifica o hormdnio de crescimento nos suinos.

O gene PGH estd localizado no cromossomo 12 (YERLE et al, 1993) e foi
isolado e caracterizado por VIZE e WELLS (1987). Constitui-se de cinco éxons,
intercalados por quatro introns, totalizando 2.231 pares de bases (pb) e existe como
copia unica no conjunto hapléide do genoma de suino.

O hormonio de crescimento (GH) ou somatotropina ¢ um polipeptidio, com
aproximadamente 190 aminoacidos e 22 kDa, produzido e secretado pelos
somatotrofos da hipdfise anterior, sob o controle de hormonios neuroendocrinos,
bem como por fatores tecido-especificos, nutricionais e ambientais (GLUCKMAN e
BREIER, 1987).

No plasma, o GH circula ligado a proteinas especificas, chamadas de
proteinas carreadoras de GH (GHBP) e, finalmente, o GH liga-se a receptores da
superficie da membrana das células do figado ativando o sistema de tradugdo de
sinal e a sintese do fator de crescimento semelhante a msulma-I (IGF-I)

(MAHARAJAN e MAHARAJAN, 1993).

Varios efeitos metabdlicos sdo mediados direta ou indiretamente pelo
horménio de crescimento, tais como, producdo de IGF-I, mediador da maioria das
acOes, sintese protéica, transporte de aminoécidos, lipolise e metabolismo de
carboidratos (HUGHES et al., 1985).

A produgdo do hormdnio de crescimento sintético ou PST possibilitou, de
maneira mais efetiva, realizar experimentos com suinos e verificar as respostas
fisiologicas com a administragdio do PST exdgeno. A diversidade de respostas nos
estudos com PST deve-se, principalmente, & diferencas de doses administradas, ao
regime alimentar e a capacidade genética dos suinos para crescimento de tecido

magro (Boyd et al., 1985), citados por SQUIRES et al., (1993).

14



Os resultados de estudos fisiologicos in vivo, com a administracdo de PST,
mostraram que em suinos o hormoénio ¢ capaz de exercer variados efeitos sobre
diferentes tecidos, estimulando o ganho de peso € o aumento da massa muscular e
retardando o desenvolvimento do tecido adiposo (ETHERTON, 1987; KLINDT et
al. 1995; HARRELL et al. 1997; RUTZ e XAVIER, 1998).

A elevagdo do horménio de crescimento na corrente sangiiinea resulta em
uma cascata de eventos biologicos que contribuem para melhor o desempenho

produtivo de suinos.

Polimorfismos na regido TATA-box do gene PGH foram descritos por
KIRKPATRICK et al, (1993) e NIELSEN et al, (1995) e sugerem diferencas na
atividade transcricional entre os alelos TATA-box, que poderiam elevar a
concentracgdo do hormdénio de crescimento no plasma e, conseqiientemente,

aumentar a taxa de crescimento dos suinos.

A sintese, secrecdo ¢ agdo do GH envolvem muitos hormonios e diferentes
efeitos, o que significa que mutagdes em outros genes podem também interferir na
expressao do PGH.

Devido a importincia do horménio de crescimento no metabolismo animal,
varias pesquisas t€m sido direcionadas para deteccdo de polimorfismos na seqiiéncia
do gene que codifica esta proteina, visando associagcdes entre estes e os efeitos sobre
caracteristicas quantitativas (BALATSKII e POCHERNIAEV, 1995; KNORR et al
1997; LARSEN e NIELSEN, 1997; CHENG et al. 2000).

Objetivando-se estudar variantes alélicas do gene PGH, foram seqiienciados
e analisados fragmentos desse gene em suinos da raga nativa Piau e matrizes

comerciais, com diferengas quanto a precocidade, taxa de crescimento e ao acumulo

de gordura.
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Material e Métodos

Material

Neste trabalho, foram analisadas oito amostras de DNA  de ammais da
espécie suina (Sus scrofa), pertencentes a um sistema de acasalamento entre dezoito
matrizes comerciais (tipo carne) e trés varroes da raga nativa Piau (tipo banha).

A identificagdo e a composicdo racial dos animais sdo apresentadas na
Tabela 1.

As matrizes pertenciam a Granja de Melhoramento Genético de Suinos da
Universidade Federal de Vigosa (UFV), sendo os varrdes adquiridos em diferentes
localidades dos Estados de Minas Gerais e Espirito Santo.

As matrizes comerciais 1 sdo compostas das racas Landrace e Large White,

enquanto as matrizes comerciais 2 sao das ragas Landrace, Large White e Pietrain.

Tabela 1- Composi¢ao racial e identificacdo das matrizes e varrdes

Composicao racial Categoria Identificagao
Comercial 1 Matriz 22,91 e 122
Comercial 2 Matriz 160 e 175

Nativa Varrao C,Pel

Andlises do DNA genomico

A extracdo do DNA gendémico dos animais estudados e as amplificagdes dos
fragmentos do gene foram realizadas no Laboratorio de Biotecnologia Animal do
Departamento de Zootecnia da Universidade Federal de Vigosa. Os demais
procedimentos, incluindo as reagdes e o seqiienciamento automatico, foram

desenvolvidos no Laboratorio de Biotecnologia Animal do Departamento de

16



Zootecnia da ESALQ - Universidade de Sao Paulo. As edigdes das seqiiéncias foram
realizadas no Laboratorio de Analise e Seqienciamento do Instituto de

Biotecnologia Aplicada a Agropecudria (BIOAGRO) da UFV.

Isolamento de DNA

Foram coletados 10 mL de sangue de cada animal por pungdo venosa do
sinus orbitalis em tubos contendo 0,5 mL de acido etilenodiaminotetracético
(EDTA), 05 M, pH 8,0. As amostras foram centrifugadas a 2.500 rpm, durante 20
minutos, para separar os leucdcitos das hemaceas e plasma. Os globulos brancos
foram removidos com o auxilio de pipeta, para tubos estéreis; a extragdio do DNA
gendmico foi realizada por purificagdo com fenol:cloroférmio, ap6s tratamento com
proteinase K, como descrito por SAMBROOK et al. (1989). As amostras para uso
em reacdes de PCR foram diluidas para a concentracdo de 25 ng/HL em solugdo
contendo 10 mM de Tris-HCI pH 8,0 e 1,0 mM de EDTA pH 8,0, sendo mantidas a
4°C.

Desenho dos primers para o gene PGH

Um fator importante que influencia a qualidade da reacdo em cadeia da
polimerase (PCR) ¢ a escolha adequada dos primers. Por isso utilizowse o sistema
desenvolvido por FERREIRA et al. (2000), que auxilia nesta escolha. Foram
desenhados e sintetizados quatro pares de primers que flanqueiam as regides
estudadas no gene (Tabela 2).

Toda a numeragdo citada e atribuida & bases do gene PGH foi baseada na
seqiiéncia publicada por VIZE e WELLS (1987), nimero de acesso no GenBank
M17704.
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Tabela 2 - Caracterizacdo dos primers desenhados para o gene do horménio de
crescimento (PGH) em suinos

Seqiiéncia do primer Posigdo no AG' TA” Tamanho da Regifo
gene (kcal/mol) °C regido no
amplificada (pb) gene
F1-TTATCCATTA GCACATGCCTGCC 61-83 -8,1 62 604
1
R1- CTGGGGAGCTTACAAACTCCTT 644 - 665 -6,6 62 604
F2 - TTTTAAATGTC CCTGGGGGAGGG 390-412 -7.8 62 425
2
R2 - CTTGCTGCTTTTCTTGGGAATCCC 792 - 815 -7.8 62 425
F3 - AGTATTGAGGCCAACCGAAGATG 745 - 767 -5,0 62 567
3
R3 - CCAGGTCCTTCAGCTTCTCGT 1292 - 1312 -6,5 62 567
F4 - GCTGCTGCTCATCCAGTCGT 1200 - 1219 -6,5 68 666
4
R4 - TCCAGGGTCAGGGGAGGTAC 1847 - 1866 -3,6 68 666

' AG: Energia livre de formagio de duplex

*TA: Temperatura de anelamento
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A seqiiéncia analisada compreendeu a regido promotora, 0s €xons € 0s introns

do gene PGH dos suinos, conforme esquema apresentado na Figura 1.

Intron Intron 1Intron  Intron

A B C E
5 — Exon L Exon L Exon Exon |Y | Exon

e —_—— =3
T I I I 10Y \% 3

Regido Promotora

Figura 1- Diagrama do gene PGH (2.231pb). Os retangulos representam as regioes
traduzidas (éxons I, II, I, IV e V), as linhas pontilhadas representam as
regides ndo transcritas (introns A, B, C e D). A regido promotora ¢
representada pela linha continua.

Amplificagdo dos fragmentos por ensaios de PCR

A amplificacdo dos fragmentos sob estudo foi conduzida em termociclador
MJ Reseach, Inc. modelo PTC-100-Watertown, USA, utilizando um volume final de
100 pL, contendo 4,0 pmoles de cada primer, 02 mM de cada
desoxirribonucleotideo trifosfato livre (dANTP); 2,0 mM de MgChL. 50 mM de Tris-
KCI; 1,0 unidade de Tag DNA Polimerase e 25 ng de DNA gendmico.

O programa para a PCR consistiu de um passo inicial de desnaturacdo a
94°C, por 5 minutos, 35 ciclos de amplificagdo, compreendendo desnaturagdo das
fitas a 94°C, por 1 minuto, anelamento dos primers, conforme a temperatura de
anelamento especifica de cada par (Tabela 2), por 1 minuto e extensio do fragmento
a 72°C, por 1 minuto. Ao final, seguirse mais um passo de extensdo por 5 minutos,
a72°C.

O sucesso das amplificacdes dos fragmentos do gene PGH foi observado em
gel de poliacrilamida a 5%, onde foram aplicados 5 PL de cada reagdo. Apds a

corrida em cuba de eletroforese, foi realizada a coloragdo com nitrato de prata.
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Purifica¢do e seqiienciamento dos fragmentos amplificados

Para a purificagdo dos fragmentos do gene PGH, foram utilizados 100 pL da
reagio de amplificacio e seguiu-se o protocolo recomendado no GFX™ PCR DNA
and Gel Band Purification Kit (Amersham Pharmacia Biotech), obtendo-se um
volume final de 12 pLL de DNA purificado, na concentracdo de 100 ng/JL.

As reacoes de seqlienciamento foram baseadas na técnica de terminacdo de
cadeia por dideoxinucleotideos (ddNTPs), descrita por SANGER et al, (1977). O
DNA foi seqlienciado utilizando-se o ABI PRISM BigDye Terminator Cycle
Sequencing Ready Reaction Kit, (Apllied Biosystems). Para isso, foram necessarios
de 200 a 500 ng de DNA purificado, 5,0 pmoles do primer F, além de 2,0 YL do mix
Big Dye e 2,0 UL de tampao fornecidos pelo kit de seqiienciamento. O volume final
da reagdo foi de 10 PUL. A mesma reacdo foi realizada com o primer R.

As amplificagdes foram realizadas em termociclador programado de um
passo inicial de desnaturacido a 96°C, por 3 minutos, 50°C, por 5 segindos
(anelamento) e 60°C, por 4 minutos (extensdo), em um total de 25 ciclos. A
temperatura de anelamento foi a mesma para todos os primers.

Apos a amplificacdo, o DNA foi precipitado pela adicdo de 20 pL de agua
Milli-Q, 2,0 PL de glicogénio (1,0 g/L) e 4,0 UL de acetato de sodio 1,5 M / EDTA
05 M, em seguida foi centrifugado por alguns segundos e adicionado 100 ML de
etanol absoluto, homogeneizado e incubado por 20 minutos no escuro. Logo apds,
foi centrifugado por 60 minutos, a 4.000 mpm, ao término foi removido o
sobrenadante invertendo-se a placa por alguns segundos. O pellet de DNA foi
lavado com 150 pL de etanol 70%, a 4°C e centrifugado por 30 minutos, a 4.000
pm em temperatura ambiente, ao término, novamente, foi removido o sobrenadante
e o pellet seco a temperatura ambiente no escuro. O DNA foi ressuspendido em
15,0uL de Template Suppression Reagent (Applied Biosystems), desnaturado a

95°C, por 5 minutos, e mantido no gelo até a aplicacdo no gel. Os produtos da
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extensdo foram separados por eletroforese em gel de poliacrilamida 4%, e a
fluorescéncia emitida foi coletada por uma camara CCD, sendo a informagdo
processada pelo ABI PRISM 377 Genetic Analyzer (PE Applied Biosystems). Os
dados foram automaticamente convertidos em seqiiéncias de deoxinucleotideos.

As seqiiéncias geradas foram editadas e montadas em contiguos pelo
programa SEQ MAN II (DNASTAR Inc.) e, posteriormente, comparadas entre si e
com as seqiiéncias ja depositadas no GenBank, utilizando-se o programa BLAST
(ALTSCHUL et al, 1997). Para as andlises de restricdo destas seqiiéncias, foi
utilizado o programa Webcutter (http.//www.firstmarket.com/firstmarket/cutter/).
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Resultados e Discussao

Caracterizagdo dos fragmentos amplificados por ensaios de PCR

As seqiiéncias de nucleotideos dos quatro pares de primers e suas
respectivas caracteristicas estdo apresentadas na Tabela 2. Todos os fragmentos do
gene PGH  amplificaram com especificidade e com bom rendimento nas condigdes
de PCR utilizadas neste estudo. Os tamanhos dos fragmentos amplificados

corresponderam aos esperados quando foram comparados os pesos das bandas em

gel de poliacrilamida a 5% (Figura 2).

Padr
_ﬁﬂfﬁ 1 2 3 & = . 8

1015;

517§
506
308
344
298

210
154
134

75 : : S .
FIGURA 2 — Resolugdo em gel de poliacrilamida a 5% dos produtos de PCR
referentes aos quatro fragmentos do gene PGH em suinos:
marcador de peso molecular IKb DNA Ladder, Life

Techonologies; canaletas 1 e 2: regido 1; canaletas 3 e 4: regido
2; canaletas 5 e 6: regido 3; canaletas 7 e 8: regido 4.

Caracterizagdo do seqiienciamento do gene PGH dos suinos

O seqlienciamento automatico dos fragmentos de DNA gerou uma série de
seqtiéncias, que foram editadas individualmente € montadas em contiguos.

As seqiiéncias dos quatro fragmentos do gene PGH analisados, tanto dos

varroes da raca Piau quanto das matrizes comerciais, foram alinhadas com a
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seqliéncia publicada por VIZE e WELLS (1987), nimero de acesso no GenBank
M17704, a qual foi tomada como referéncia para identificagdo de cada base no gene.

Na Figura 3 sdo apresentados os alinhamentos de todas as seqiiéncias
produzidas. A seqiiéncia de referéncia PGH aparece completa no topo de cada
conjunto. As trés seqiiéncias logo abaixo referemrse aos fragmentos do gene
analisados nos trés varrdes e as demais aos das matrizes comerciais.

Nas seqiiéncias de bases geradas por esse estudo foram observadas, tanto na
regido promotora quanto nos ¢éxons e introns, divergéncias de bases em relacdo a
seqiiéncia padrdo e também ocorreram mudancas de bases entre os animais de ragas
diferentes, concordando com os estudos sobre polimorfismos no gene PGH.
Aproximadamente 20 variantes no gene PGH ja foram descritas (SEEBURRG et al.,
1983; VIZE e WELLS 1987; CASAS-CARRILO et al, 1997; LARSEN e
NIELSEN 1997; CHENG et al., 2000).

A organizacdo dos genes que codificam o hormmoénio de crescimento nas
espécies humana, bovina e suina ¢ altamente conservada em termos de seqiiéncias
de nucleotideos, posicdo de intron e comprimento (WOYCHIK et al., 1982).

VIZE e WELLS (1987) seqiienciaram todo o gene PGH nos suinos e
verificaram algumas variagdes de bases quando as seqiiéncias foram comparadas
com as de cDNA clonadas por SEEBURG et al. (1983).

As seqiiéncias de nucleotideos produzidas pelo seqiienciamento automatico
dos produtos de PCR, referentes aos fragmentos do gene PGH, s3o polimorficas,
com variagdes inclusive na regido de éxon, mudando o cddon de alguns aminoacidos

ja descritos por VIZE e WELLS (1987).
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EE IR I Ik S O R I I S Rk S R S O
R S Ik S O S I R I S Rk S S O
IR R R R R RS R RS EE R SRR R EREEEREREEERREEEREEREEEEREEREREEEREEEEEEEE SRR SRR

R R R R R R E R R R E R R E R R EE R R R R R R ERE R E R R E R R R R R R
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1201 1260
PGH CTCGCTGCTGCT- CATCCAGT CGT GGCT CGGGECCCGT GCAGT TCCTCAGCAGGGTCTTCA

P *kkkkkkkkkhkxk

C EE R I O O

p22 R R I 2k S O O I O

pgl ********....

O 2 TS
PLBO xR R Rk
pl75  REEEx L. e

1261 1320
PGH CCAACAGCCTGGT- GT'TTGGCACCT CAGACCGCGT CTACGAGAAGCT GAAGGACCTGGAG

C ... e e e e

J o e e e e e e
P22 ... T
pol ... T
pl22 ............. e
p160 ............. S
pl75 ... e
1321 1380

PGH GAGGGCATCCAGGCCCT GAT GCCGGT GCGEGAGGECGCELT - CGGGT CCCGCACACT GGGEL
P - G .

C e G ..

J - G ...
P22 - G ... ..
PO - G oo
PL22 - G oo
PLBO . - G .o
PL75 - G .o
1381 1440

PGH CCATGCCGGCTCTCTCCCGGECT GAGCGGAGCGGT GGGGEGGACGCACGT GGECT GGGGGAG

1441 1500

C ........ e

J e
p22 ........ e
po1 ........ e e
pl22 ........ e
pl60 ........ e
pl75 ........ e
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1501 1560
PGH TTCCCCCTGCGGAGICTTCCCTCTTTGI CCTTCTCCAAGCAT GGAGGGGAGGEGT GGAAGA

P22 e
PO L
P22
PLBO L
0 <

1561 1620

D22 T
PO Y.
PL22 G
PLB0  Too
PL75  Te

1621 1680

1681 1740

1741 1800
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1801 1860
PGH GIGGAGAGCAGCTGIGCCTTCTAGI TGCTGGGECATCTCTGI TGCCCCTCCCCAGTACCTC

P

C S

O
P22 e
PO L
P22 e e
PLBO R Rl
0 <
1861 1920

PGH CCCTGACCCTGGAAAGT GCCACCCCAATGCCTGCTGTCCTTTCCTAATAAAACCAGGTTG
P ...... R R I b I S I S E S R b I S S R I I R I S S S I R S R I

C ............... kkhkkkhkkhkhkkhkhkkhhkhhkhhkhhkhhkhkkhkkhhk hkhhkhhkhkk kkk kk kk kkhkkhkk*k*%x

J ...... R S Ik S I kI R R S kS
p22 ....~k~k~k~k~k~k~k~k~k~k~k*~k~k~k*~k~k~k~k~k~k~k~k~k~k~k~k~k~k~k~k************************
pgl ...*********************************************************
p122 ...... EE IR I S I R R R I R S S R R I I R I kI S S R R I I I A kR O

p160 EE R R T R R I R R R R R I I R I R R I R R R I R O O

pl75 EE R R R R I I R R I R R I R R R I R I I R R

Figura 3 — Comparagdo das seqiiéncias de nucleotideos dos produtos de PCR,
partir de DNA gendémico de suinos. A primeira linha corresponde a
seqiéncia depositada no GenBank (M17704). As letras P, C ¢ J
referemrse aos trés varrOes da raca nativa Piau. As demais seqii€ncias
referemrse & seqiiéncias das matrizes comerciais. A regido TATA-box
e os Exons I, II, II, IV e V estdo em negrito. As variagdes encontradas
nas seqiiéncias apresentamrse em negrito. O ponto (.) corresponde a
trechos homologos e o asterisco (*) a trechos nao seqiienciados do gene.

[~}

No ¢éxon II do gene PGH foram observadas mutacdoes de bases, trés delas ja
descritas por VIZE e WELLS (1987). As mudangas de bases, G para A na posicao 557
e T para C na posicdo 636, ndo alteraram os cddons Gly e Ala, respectivamente. A
mudanca da base C para T na posigdo 508 alterou o codon de Ala para Val, sendo que
duas matrizes comerciais apresentaram ambas as formas, ou seja, parecem ser
heterozigotas.

Foi observado polimorfismo nas bases 556 e 557 e as mudancas das bases
alteraram o c6don de Gly para Asp e Glu em alguns animais.

Na posicdo 597 do gene PGH de dois varrdes da raga nativa Piau verificou-se

mudanca de base C para T, e duas matrizes apresentaram as duas formas, porém essa
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mudanca ndo alterou o codon Asn. Também na posicdo 628 uma matriz apresentou-se
heterozigota, mas ndo houve alteragdo do cddon Leu.

No éxon IV do varrdo C, na posicdo 1252, houve variagdo da base C para T,
mudando o codon de Arg para Met, o animal parece ser heterozigoto para esse codon.

Outras variagdes ocorreram, mas foram aparentemente silenciosas, nao
alterando os aminoacidos codificados. Nao foram também observadas alteragdes nos
éxonsle V.

CASAS-CARRILLO et al. (1997) citam trés polimorfismos no gene PGH,
sendo dois associados com substituicdio de bases alterando a seqiiéncia de
aminoacidos codificados € um na regido promotora em suinos das ragas Large
White, Yorkshire e Landrace.

Ocorreram inser¢does € delegdes, principalmente na regido de introns foram
detectadas seis variagdes com mudangas no sitio de restricdo, permitindo identificar
as racas divergentes.

As substituicoes de bases verificadas nas seqiiéncias de nucleotideos do
gene PGH nos varrdes € nas matrizes, que alteraram sitios de restricdo de enzimas,

sdo apresentadas na Tabela 3.
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Tabela 3 — Substituicdes de bases verificadas nas seqiiéncias de nucleotideos do

gene PGH dos varrdes e das matrizes

Posicao Substitui¢ao Animal Enzimas Sitio de restricao
383 C-A J,91e122 Cfil e Eael Exclusdo
476 G-A C,P,Jel75 Bsp1201, Drall, Exclusao

EcoO109I e

PspOMI
486 G- A J Bsal e Eco311 Exclusdo
509 C-T 122 ¢ 160 Alw211, AspH], Incluséo

Bbvi2le

BsiHKAI
744 C-T Je 122 Bpml e Gsul Inclusao
1561 T-C Pe9l Bbsl, Bbv1e6ll, Inclusao

Bpil e BpuAl

As variagdes verificadas nas seqiiéncias dos varrdes da raca nativa Piau
mudam o sitio de restricdo e permitem a distingdo destes polimorfismos por meio
das enzimas de restricdo nas geracdes filiais do sistema de acasalamentos adotado
nesta pesquisa,  possibilitando relaciona-los, em futuros estudos, com caracteristicas
de interesse econdmico da suinocultura. Polimorfismos de tamanho de fragmento de
restricdio  (RFLPs) do gene PGH associados a caracteristicas quantitativas foram
estudados por KNORR et al. (1997) em suinos das ragas Pietran x Meishan e, por
CHENG et al. (2000), nas ragas Duroc, Landrace € Tao- Yuan.

Nas seqiiéncias editadas dos varrdoes P e C da raga nativa Piau, foram
encontradas delecdes de sete pb (CCTGCCA), correspondendo & posigdoes 998 -
1004 do gene PGH e, no varrdo J, observou-se delecdo de oito pb (TGCCAGCC).
Apesar desse polimorfismo apresentar-se no intron C, ndo afetando a seqiiéncia de
aminoacidos da molécula madura de PGH, este sitio pode representar um possivel
marcador. As enzimas de restricdo Mlul e Mspl reconhecem o sitio nas seqiiéncias
dos varroes P e C, sendo que a delegdo na seqiiéncia do varrdo J excluiu o sitio de

clivagem para essas enzimas.
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Inicialmente, realizowse o seqiienciamento dos fragmentos do gene PGH
adotando-se o agrupamento seletivo de DNA das matrizes comerciais (mix de DNA)
para reduzir os custos de genotipagem.

Na Figura 4 s3o apresentados dois eletroferogramas de seqiienciamento
automatico referentes a dois mix de DNA. Observa-se que alguns animais da
populagdo estudada podem ser heterozigotos ou homozigotos para o alelo TATA2.
Entretanto, quando realizou-se o sequenciamento individual de algumas matrizes,
por amostragem aleatdria, todos os animais apresentaram o alelo TATATAAA. Foi
observada a substituicdio de uma base A por T na regido TATA-box do gene nos
animais seqiienciados, quando comparada com a seqiiéncia depositada no GenBank
(Figura 3).

Polimorfismos na regido promotora do gene podem estar associados com
diferencas na expressio do gene. KIRKPATRICK et al. (1993) descreveram duas
formas da regido TATA-box em suinos, TATAAAAA (TATAIl) e TATATAAA
(TATA2). A substituicio de uma adenina (A) por uma timina (T) no fragmento
interrompe uma regido de adeninas consecutivas na regido promotora TATA-box do
gene.

O nimero de adeninas na regido promotora tem sido associado com
diferencas na atividade transcricional (PAULY et al, 1992) e com afinidade por
proteinas ligadas ao DNA (Parvin et al, 1995), citados por CASAS-CARRILO et al.
(1997).
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BoeC A aalA TADR ARG G C CAR AR MOGUCAGECGIA TR TAA A G CCR LAY

B8O P a0 a0 Fits

84

Figira 4 — Eletroferogramas do seqiienciamento automatico da regido
TATA-box dos animais da populacdo estudada. O da esquerda
representa um animal heterozigoto (N: picos A e T), e o da
direita mostra um animal homozigoto para o alelo TATA2

NIELSEN et al. (1995) verificaram associacdo entre variantes do TATA-
box do PGH de suinos e medidas de concentragdo basal do horménio de
crescimento, indicando a possibilidade funcional significativa da seqiiéncia variante.

Os resultados dos trabalhos de CASAS-CARRILO et al. (1997) sugerem
que os polimorfismos do PGH tiveram pequena associagdo com o crescimento dos
animais ou com a variagdo nas caracteristicas de carcagas. Segundo os autores, a
associacdo da substituicdo de base na regido TATA-box do PGH com taxa de
crescimento em suinos foi inconsistente.

CHENG et al. (2000) analisaram polimorfismos no gene PGH com as
enzimas de restricdo Tagl e Dral associando-os com caracteristicas de crescimento
de suinos nas racas Duroc, Landrace e Tao-Yuan. Os resultados sugerem que
caracteristicas como ganho de peso diario e eficiéncia alimentar s3o altamente
correlacionadas com os gendtipos do gene PGH.

ARBONA et al. (1988) verificaram que linhas de suinos da raca Landrace,

selecionadas por trés geracOes para ganho de peso maximo aos 200 dias de idade,
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tiveram maior concentragdo de hormoénio de crescimento no plasma; entretanto, os
mecanismos da sele¢do para crescimento ¢ aumento da secregdo do hormoénio ainda
precisam ser determinados.

Neste estudo, verificaramrse muitos polimorfismos pontuais de substituicdo,
insercao e delecdo em todos os fragmentos seqiienciados, que servirdo de subsidios
para estudos na geracdo filial F2 da populagdo. Segundo KNORR et al. (1997), o uso
dos alelos multiplos do locus PGH em selecdo assistida por marcadores ainda ¢

discutivel e necessita de maiores investigagdes para ser aplicado.

Conclusoes

Com base em resultados, conclui-se que:

1) As seqiiéncias de nucleotideos do gene PGH dos animais da populagao
estudada sao polimorficas;

2) Polimorfismos em regides importantes do gene PGH, como a regido
promotora e €xons, foram observados nos seqiienciamentos;

3) Trés polimorfismos alteraram os cddons para os amionodcidos do hormonio
de crescimento suino; e

4) Seis variacdes de bases nucleotidicas alteraram os sitios, sendo que esses

polimorfismos poderdo ser detectados por enzimas de restrigao.
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CAPITULO 2

Seqiienciamento do gene do fator de crescimento semelhante a insulina - I

(IGF-I) em suinos de racas divergentes

Resumo — O continuo melhoramento genético dos suinos requer o conhecimento dos
genes que controlam os varios aspectos do crescimento, desenvolvimento,
reprodugdo e saude dos animais. Alguns estudos permitem constatar que o gene
IGF-I esta associado ao crescimento e & caracteristicas de carcaga de suinos. O
estabelecimento de associagdes entre marcadores genéticos e caracteristicas de
interesse econdmico pode causar grande impacto na suinocultura, promovendo
maiores ganhos genéticos por geragdo. Com o objetivo de estudar variantes alélicas
do gene IGF-I em suinos da raca nativa Piau e matrizes comerciais, regides desse
gene foram seqlienciadas e analisadas, assim como o microssatélite IGF-1,
localizado na regido 5°. Os resultados das andlises do gene IGF-I sugerem que se
trata de um gene altamente conservado, sendo observadas apenas duas variagdes de
bases na regido 3’ nos animais da raga nativa Piau. O estudo do microssatélite IGF-1
revelou que este ¢ polimérfico na populagdo analisada e pode ser usado como
marcador.

Palavras-chave: polimorfismo, éxon, regiao promotora, oligonucleotideos, suinos.
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Sequencing Insulin-like growth factor-I (IGF-I) gene in pigs from divergent

breeds

Summary - The continuous swine genetic improvement requires the identification
of genes controling some aspects of growth, development, reproduction and health.
Some studies reffer to the evidence that IGF-I gene is associated with growth and
carcass traits i pigs. The establishment of associations between genetic markers and
economic traits can cause great impact in pig breeding, enhancing genetic gain per
generation. Aiming the study of allele variants of IGF-I gene in pigs from Piau
swine, a local breed in Brazil, and commercial line dams, gene fragments were
sequenced and analyzed, as well as IGF-I microsatellite which is located at the &'
region. The results obtained for IGF-I gene suggest that it is highly conserved, as
only two variations of bases had been observed at the 3' region in animals from Piau
breed. The IGF-I microsatellite study showed that it is polymorphic in the analyzed
population and can be used as a molecular marker.

Key-Word: polymorphism, exon, promoter site, oligonucleotides, swine.
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Introducao

A taxa de crescimento e a composi¢do corporal sdo caracteristicas
importantes na producdo animal. Os métodos tradicionais de selegdo para melhora-
las ttm tido sucesso; porém, a contribuicdo individual dos genes no processo ainda ¢
desconhecida, porque s3o caracteristicas controladas por ~muitos genes e
influenciadas por varios fatores ambientais.

Um postulado no melhoramento animal ¢ que a varlagdo genética das
caracteristicas quantitativas deve-se a segregacdo simultinea de muitos genes, cada
um contribuindko com pequenos efeitos (GELDERMANN, 1975). Entretanto,
LANDE (1981) questionou e argumentou que ¢ possivel poucos genes serem
responsaveis por uma parcela relativamente grande da variagdo genética da
caracteristica, ou seja, uma proporcao significativa do Jlocus da caracteristica
quantitativa (QTL), responsavel pela variagdo da caracteristica, em determinada
populacdo, deve-se ao gene candidato ou major gene. Segundo MONTALDO e
MEZA-HERRERA (1998) s3o genes que atuam em caracteristicas biologcas de
interesse, seqiienciados e que possuem informagdes sobre a expressao de suas
proteinas.

O gene do fator de crescimento semelhante a insulina-I (IGF-I), ¢
considerado um gene candidato, devido a sua importancia no crescimento € na
composicdo corporal dos animais (HORVAT e MENDRANO 1995; YU et al
1995). As fungdes do horménio IGF-I integram a nutricio e o controle do
crescimento  muscular (CASAS-CARRILLO et al. 1997b). As concentragoes de
IGF-I circulantes sdo correlacionadas positivamente com a taxa de crescimento em
suinos ¢ também em outros animais (BLAIR et al. 1987, BUONOMO et al., 1987,
DAMMACCO et al, 1993). OWENS et al. (1999) observaram que diferencas na
taxa de crescimento e composicdo corporal de suinos sdo, pelo menos parcialmente,
devido as alteragdes na producdo endogena de IGF-I, sendo este um regulador do

tecido muscular magro.
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A regido do DNA gendmico, codificadora do gene do fator de crescimento-I
semelhante & insulina (IGF-I) em suinos, foi clonada e seqiienciada por WELLER et
al. (1993). O gene IGF-I esta localizado no cromossomo 5 dos suinos e constitui-se
de 2 ¢éxons intercalados por 1 intron, totalizando 4297 pares de bases (pb). O
horménio IGF-I, também referido como somatomedina C, possui 70 aminoacidos e
pertence a um grupo de polipeptideos que exercem influéncia direta nos processos
de crescimento e desenvolvimento animal. O figado ¢ a maior fonte de IGF-I
circulante, sendo agente mediador da maioria dos efeitos do horménio de
crescimento no desenvolvimento muscular.

As associagdes de marcadores microssatélites com /Joci de caracteristicas
quantitativas (QTLs) s3o importantes para o melhoramento genético animal. O gene
IGF-I possui um microssatélite na regido 5°, sendo que CASAS-CARRILO et al
(1997) verificaram potencial associagdo desse microssatélite com um QTL para
ganho de peso médio diario de suinos.

PURSEL et al. (2000) compararam suinos transgénicos para o gene IGF-I
com animais controle e verificaram alteragdes favordveis em varias caracteristicas
das carcagas dos animais que aumentaram a expressao do IGF-1.

A investigagdo ¢ o aumento do entendimento do mecanismo de acdo desse
fator de crescimento auxiliard o desenvolvimento de novas estratégias para alterar a
taxa de crescimento € a composi¢cao corporal dos suinos.

Objetivando estudar variantes alélicas na regido promotora € nos éxons [ e II
do gene IGF-I em suinos de racas divergentes, foram realizados o seqiienciamento

automatico desses fragmentos e a analise do microssatélite IGF-1.
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Material e Métodos

Material

Neste trabalho, foram analisadas amostras de DNA de vinte e um animais da
espécie suina (Sus scrofa), pertencentes a um sistema de acasalamento entre dezoito
matrizes comerciais (tipo carne) e trés varroes da raga nativa Piau (tipo banha).

A identificacdo e a composicdo racial dos animais foram detalhadas no

Capitulo 1.

Analises do DNA genomico

Foi empregado o agrupamento seletivo de DNA para reduzir os custos de
genotipagem. Adotowse o critério de unir, em cada mix, seis amostras de DNA
gendmico das matrizes comerciais na mesma concentragdo. Na Tabela 1 ¢
apresentada a identificacio dos animais com o respectivo mix. O DNA dos varrdes
da raca nativa Piau foi seqiienciado individualmente.

Os procedimentos de isolamento de DNA e amplificacdo dos fragmentos
por ensaios de PCR foram semelhantes aos ja descritos no Material e Métodos do
Capitulo 1. O resultado das amplificacdes dos fragmentos do gene IGF-1 foi
observado em gel de poliacrilamida a 5%, onde foram aplicados 5 UL de cada
amostra. Apds a corrida em cuba de eletroforese, foi realizada a coloracdo com

nitrato de prata.
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Tabela 1- Numero do mix de DNA e identificacdo das matrizes comerciais

mix Identificagdo dos animais
1 90,91, 92, 147, 151 e 154
2 122,127,130, 133, 159 e 160
3 22,25,69,80,175e 211

Desenho dos primers para o gene IGF- |

Um fator importante que influencia a qualidade da reagdo em cadeia da
polimerase (PCR) ¢ a escolha adequada dos primers. No desenho destes, algumas
consideragdes foram observadas para garantir o anelamento correto entre eles e a
seqiiéncia-alvo de DNA. Dentre elas, destacamrse a temperatura de anelamento (TA)
do par de primers similar, a composicdo de bases € o comprimento dos primers. Os
primers desenhados anelam em sitios espagados entre 400 ¢ 600 pb, e a estabilidade de
duplex foi determinada de maneira precisa, por meio do calculo da energia livre de
formacdo de duplex (AG).

Uma vez que a escolha indevida de primers acarreta prejuizos consideraveis,
utiizowrse o software desenvolvido por FERREIRA et al. (2000), que auxilia nesta
escolha, wviabilizando os calculos dos fatores considerados. Baseando-se nesses
parametros foram desenhados e sintetizados trés pares de primers (Tabela 2).

Toda a numeragdo citada, atribuida aos pares de bases do gene IGF-I, foi
baseada na seqliéncia publicada por WELLER et al. (1993), nimero de acesso no
GenBank X64400.
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Tabela 2 - Caracterizagdo dos primers desenhados para o gene do fator de
crescimento semelhante ainsulina - I (IGF-I) em suinos

Seqiiéncia do primer Posicdo no AG' TA’ Tamanho
gene IGF-I  geat/mol  °C da regido
amplificada’
(pb)
F1 1411 - 1434 -5.00 65 506

TGGAATATAAAATTGCTCGCCATC

R1 1923 - 1946 -6.30 65 506
TGCAAAGTCTGGAAATGAATTGGT

F2 1808 - 1828 -6.50 68 454
CAGATAGAGCCTGCGCAATGG

R2 2239 - 2261 -5.70 68 454
CCTGCAGAAGTGGAGGATTTAGC

F3 3679 - 3700 -4.2 68 560
CCGGGTGTCCCAATGTAACTAG

R3 4216 - 4238 -6.30 68 560
TTCAGGGAACAGTCCAGTACACC

' AG: Energia livre de formagio de duplex

>TA: Temperatura de anelamento

> Primers F1 e R1: regido promotora; Primers F2 e R2: éxon I e Primers F3 ¢ R3:
éxon II
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As seqiiéncias analisadas compreenderam parte da regido promotora € 0s

éxons I e I do gene IGF- I dos suinos, conforme esquema apresentado na Figura 1.

Exon I Exon II
Microssatélite L L
l 1949 3819
Srrrnre s @urariees —_—] a |m===- . 3
T 2011 pb T 3833 pb
Regiio promotora Intron A
| | | |
Regiao 1 Regido 2

Figura 1 — Diagrama do gene IGF-1 (4297pb). Os retingulos representam as
regioes traduzidas (éxons I e II), a linha tracejada mostra a regido ndo-
transcrita (intron A). A regido promotora ¢ representada pela linha
continua, enquanto as regioes 1 e 2, as seqiiéncias do gene analisadas.

Purificacdo e seqiienciamento dos fragmentos amplificados

Para a purificacdo dos fragmentos do gene IGF- I, foram utilizados 100 pL
da reacio de amplificagio e seguiu-se o protocolo recomendado no GEX™ PCR
DNA and Gel Band Purification Kit (Amersham Pharmacia Biotech), obtendo-se um
volume final de 12 UL de DNA purificado.

As reagdes de seqiienciamento foram baseadas na técnica de terminagdo de
cadeia por dideoxinucleotideos (ddNTPs), descrita por SANGER et al. (1977). O
DNA foi seqiienciado utilizando-se o ABI PRISM BigDye Terminator Cycle
Sequencing Ready Reaction Kit (Apllied Biosystems). As seqiiéncias geradas foram
editadas e montadas em contiguos pelo programa SEQ MAN II (DNASTAR Inc.) e,
posteriormente, comparadas entre si e com as seqiiéncias ja depositadas no
GenBank, utilizando-se o programa BLAST (ALTSCHUL et al, 1997). Os
procedimentos estao detalhados no Material e Métodos do Capitulo 1.
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Para as andlises de restricdo destas seqiiéncias, foi utilizado o programa

Webcutter (http://www.firstmarket.com/firstmarket/cutter/).

Marcador Microssatélite: IGF-1

Foi investigado um microssatélite multialélico localizado na regido 5° do
gene IGF-I de suinos. Trata-se de uma repeticio em tandem de dinucleotideos
(CA),. Para a detec¢do de polimorfismos, foi utilizado um par de primers cuja
extremidade 5 estava marcado com fluorcromo (FAM), que flanqueia a regiao do

microssatélite.

IGF-1 A - GCTTGGATGGACCATGTTG
IGF-1B - CATATTTTTCTGCTTACTTGAACCT

O fragmento de DNA especifico foi amplificado pela reacdo em cadeia da
polimerase (PCR), em termociclador MJ Reseach, Inc. modelo PTC-100-Watertown,
USA, utilizando um volume final de 20,0 YL, contendo 4,0 pmoles de cada primer,
0,2 mM de cada ANTP, 2,0 mM de MgCl, 50 mM de Tris-KCl, 1,0 unidade de Taq
DNA Polimerase e 25 ng de DNA gendmico.

O programa para a PCR consistit de um passo inicial de desnaturacdo a
94°C, por 5 minutos, 35 ciclos de amplificagio, compreendendo desnaturacio das
fitas a 94°C, por 1 minuto, anelamento dos primers 58°C, por 1 minuto, € extensdo
do fragmento a 72°C, por 1 minuto. Ao final, seguiu-se mais um passo de extensdo
por 5 minutos.

Os produtos da PCR foram analisados em gel de poliacrilamida a 4%, no
sequienciador ABI PRISM 377 e, para a andlise dos fragmentos, utilizaramrse os
programas GeneScan e Genotyper (Applied Biosystems).
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Resultados e Discussao

Caracterizagdo dos fragmentos amplificados por ensaios de PCR

As seqiiéncias de nucleotideos dos trés pares de primers e suas respectivas
caracteristicas estdo apresentadas na Tabela 2.

Como pode ser observado, cada par de primer possui temperatura de
anelamento  similar, conforme sugerido por RYCHLIK (1993). Além disso, a
energia livre de formagdo de duplex dos primers estio entre -8,0 e 0,0 kcal/mol, o
que, segundo BRESLAUER et al. (1986), ¢ uma condicdo importante para uma boa
produtividade na PCR.

Verifica-se que a distincia intra-primer variou entre 454 e 560 pb (Tabela
2). Alguns  estudos  recomendam  amplificagdbes de  fragmentos = com
aproximadamente 600 pb para obtencdo de resultados satisfatorios. Destaca-se ainda
que os primers nao apresentaram homologia com seu par antiparalelo. Por meio dos
resultados, constata-se, também, que o software SYSPCR (FERREIRA et al., 2000)
foi eficiente para atender aos objetivos propostos.

O sucesso das amplificagdes dos fragmentos do gene IGF-I foi observado
em gel de poliacrilamida a 5%, onde foram aplicados 5 PL de cada amostra (Figura
2).
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Figura 2 — Resolugdo em gel de poliacrilamida a 5% dos produtos de PCR
referentes aos trés fragmentos do gene IGF-I em suinos: marcador
de peso molecular “1Kb DNA Ladder” (Life Technologies); regido
promotora (canaletas 1 a 3); regido do éxon I (canaletas 4 a 6);
regido do éxon II (canaletas 7 a 9).

Verificowrse que os trés pares de primers amplificaram os fragmentos em
estudo, com bom rendimento e ndo aconteceram amplificacdes inespecificas nas
condi¢oes de PCR citadas, indicando que os primers escolhidos t€m uma seqii€ncia
unica dentro das regides amplificadas.

Os produtos de PCR, a partir do DNA dos animais do experimento,
apresentaram bandas com padrdo semelhante, ndo sendo observado nenhum
polimorfismo no tamanho destes, com relagdo a cada fragmento individualizado.

Caracterizagdo do seqiienciamento do gene IGF-I dos suinos

O seqiienciamento automatico dos fragmentos de DNA gerou uma séric de
seqiiéncias que foi editada individualmente e montada em contiguos.

As seqiiéncias dos trés fragmentos do gene IGF-I analisados, tanto dos
varroes da raca Piau quanto das matrizes comerciais, foram alinhadas com a
seqiiéncia publicada por WELLER et al. (1993), numero de acesso no GenBank
X64400, a qual foi tomada como referéncia para identificagdo de cada base no gene.
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Na Figura 3 sdo apresentados os alinhamentos de todas as seqii€ncias
produzidas. A seqiiéncia de referéncia IGF-1 aparece completa no topo de cada
conjunto. As trés seqiiéncias logo abaixo referemrse aos fragmentos do gene
analisados nos trés varrdes, ¢ as demais seqiiéncias, aos mix de DNA das matrizes
comerciais.

A seqliéncia codificadora do gene IGF-I ¢ considerada uma regido
conservada entre as espécies. TAVAKKOL et al. (1988) verificaram que as
seqiiéncias de aminoacidos do IGF-I sdo idénticas nas espécies suina e bovina.
FOTSIS et al. (1990) determinaram que a seqiiéncia de nucleotideos precursora do
IGF-I bovino (154 aminoacidos) ¢é similar a precursora do IGF-I humano (153
aminoécidos, ROTWEIN et al., 1986), com 93% de homologia entre as seqii€ncias.

Nas seqiiéncias de bases geradas por esse estudo ndo foi observada, tanto na
regido promotora quanto nos ¢éxon I e I, nenhuma divergéncia de bases em relagdo a
seqiiéncia padrdo, também ndo ocorreu nenhuma mudanga de base entre os animais

de ragas diferentes, concordando com os estudos sobre a conservagao do gene IGF-L.

1411 1470

| GF- | TGGAATATAAAAT TGCTCGCCATCCTCCACGTATATTCTTTTCATACGGGTAAGGT GTAT
P R K K e e e

C R K K kK K K K K K kK Kk K K e e

J EIE IR I b b I I I I I b I I I I R I b I b b I b I b b I b b I b b b b b I b b b b b b b I b b b b b b b b b b b b b b I

m x1 KKk K K kK kK kK ke
m x2 KKK K K K K K kK kR ke
m X3 EE IR R b b b I b Ik kI b I I I b I I b I b I b I I I I I I I b R I I I b I b I I I I b I I I b I I I b b I b I
1471 1530

| GF- | TAGCAGATGTGTGTGT CTTCCTGCCCAATAGAAAGT TAAT CAGAGGACAGCATCAGTATT
P e

C

J LR LR R A R R S R R R R S R S S R R

M X
N X e
m X3 R K Kk ke kK ke
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| G- 1

m x1
m x2
m x3

| G- 1

m x1
m x2
m x3

| G- 1

m x1
m x2
m x3

| G- 1

m x1
m x2
m x3

| G- 1

m x1
m x2
m x3

| G- 1

m x1

m x2
m x3

1531 1590
TTAATGT CTGCTCACCCTGT CACTAACACACATTCTTTTAAGGGAAAAAAATGCTTCTGT

1591 1650

1651 1710

1711 1770

1771 1830

1831 1890
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| G- 1

m x1
m x2
m x3

| G- 1

m x1
m x2
m x3

m x2
m x3

| G- 1

m x1
m x2
m x3

| G- 1

m x1
m x2
m x3

| G- 1

m x1

m x2
m x3

1891 1950
TTTTTGCCTCATTATTCCTGCTAACCAATTCATTTCCAGACTTTGCACTTCAGAAGCAAT

1951 2010

2011 2070

2071 2130

2131 2190

2191 2250
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| G- 1

m x1
m x2
m x3

| G- 1

m x1
m x2
m x3

| G- 1

m x1
m x2
m x3

| G- 1

m x1
m x2
m x3

| G- 1

m x1
m x2
m x3

| G- 1

m x1

m x2
m x3

2251 2310
CACTTCTGCAGGCCTTGAGTGCTGTCATTATAGAAGATTCCTTTAAATCCTGT CTATGGT

EE IR R R R I R I R I R R I R R S R R R R R I R O

EE IR E I Ik S R R R S R I I R I R I R I R I R I O

EE IR I Ik S O R R I I O R Sk R S O

R kS IR Ok R S kO R

3691 3750
ATGTAACTAGATGCTTTCACAAACCCCACCCACAAAGCAGCACATGTTTTTAAATCCTCA

*kkkk k%

*kkkk k%

3751 3810
GTATTCTATTCACATCAGT CTCTTAATACCCACCCTGACCTGCTGTAAAAGATCTGGAAC

3811 3870

3871 3930

3931 3990
TAAAAAGAAAGGTCTTTTAAATTTTGAATTTGTGAATGATTTTTGAGGAAAAAGT GCTCT
.......................... R
.......................... R
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| G- 1

m x1
m x2
m x3

| G- 1

m x1

m x2
m x3

3991 4050
GCATTTTTTTTTCCTTTTTTCTCTTTTCTTTCTGGTCCTTCTTTCCTTTCTCTCTCTCAG

4051 4110
ATTTTTCCTTTCTCTATCTTCATTTCTTTTGI GT TTGGCAAAATAAAAGGCCAAGT AAAG
....................................................... K. .
....................................................... K. .
4111 4170

4171 4230
TTCTTTTGGGGEGAACATAATGTGATAAATTCTCTGGT TCTCTGTGGGTGTACTGGACTGT
* k%
DI PRE TE
*

Figura 3 — Comparacdo das seqiiéncias de nucleotideos dos produtos de PCR, a

partir de DNA gendmico de suinos. A primeira linha corresponde a
seqiiéncia depositada no GenBank X64400. As letras P, C e J referem
se aos trés varrdes da raga nativa Piau. As demais seqiiéncias, mixl,
mix2 e mix3, referemse & seqiiéncias das matrizes comerciais. A
regido TATA-box e os Exons I e II estio em negrito. As variagdes
encontradas nas seqiiéncias apresentamrse em negrito. O ponto (.
corresponde a trechos homologos e o asterisco (*) a trechos ndo-
seqiienciados do gene.
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Ocorreram apenas duas variacoes de nucleotideos na regido 3’ do gene IGF-

I em dois animais da raca nativa Piau, descritos na Tabela 3.

Tabela 3 - Substituigdes de bases verificadas nas seqiiéncias de nucleotideos do
gene IGF-I nos varrdes, em relagdo as seqiiéncias das matrizes

Posicdo  Substituicdo ~ Varrado Enzimas Sitio de

restri¢ao

3957 A-G CeP Acsle Apol Exclusao

4106 T-G CeP  BoTII, Ecol301, EcoT14l, Erpl  Inclusdo
e Styl

Percebe-se que na posigdo 3.957 da seqiiéncia do gene IGF-I houve mutagido
pontual do tipo transicdo, ou seja, ocorreu substituicdo de uma purina por outra
(A-G) e, na posicado 4.106, aconteceu uma transversdo, ou seja, uma pirimidina foi
substituida por uma purina (T- G). Essas variagdes foram observadas apenas em
dois varrdes da raga nativa Piau que, aparentemente, s3o heterozigotos.

As duas variagOes verificadas nas seqiiéncias dos varrdes da raga nativa Piau
mudam o sitio de restricdo e permitem a distingdo destes polimorfismos por meio
das enzimas de restricdo nas geragoes filiais do sistema de acasalamentos adotado
nesta pesquisa, possibilitando relaciond-los, em futuros estudos, com caracteristicas
de interesse econdmico da suinocultura. A associacdo do gene candidato com uma
caracteristica fenotipica pode ser feita com base em apenas um sitio polimorfico
dentro do proprio gene ou em haplotipos do gene candidato (LAGZIEL et al., 1996).

O varrdo J parece ser heterozigoto (A e C) na posigdo 1.658, regido
promotora do gene; entretanto, essa variagdo nao alterou nenhum sitio para enzimas
de restrigao.

Trabalhos de polimorfismos no gene IGF-I, em outras espécies, foram
realizados por ROTWEIN et al. (1986) e TRICOLI et al. (1984), que identificaram

polimorfismos no gene IGF-I humano com as enzimas de restricdo Hindlll e Pvull.
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BISHOP et al. (1991) também identificaram polimorfismos no gene IGF-I mas, em
bovinos, utilizando as enzimas de restricdo Pstfl e Pwull na digestio do DNA
genOmico, entretanto, os autores relatam a necessidade de outros estudos para
relaciond-los com caracteristicas economicas.

A andlise dos fragmentos de DNA para o microssatélite IGF-1 na populagao
estudada ¢ apresentada na Tabela 4. A estratégia para o mapeamento de QTLs,
adotada nessa pesquisa, ¢ o uso de cruzamentos entre duas populacdes divergentes,
ou seja, ragas de suinos que podem estar fixadas ou proximas da fixagdo para
diferentes alelos de QTL, devido a pressio de selecao diferencial. Assim, o
conhecimento dos alelos presentes nos animais parentais permitirda que  se

acompanhe a heranca desta regido cromossdmica nos animais da geragao F1 e F2.
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Tabela 4- Genotipos dos animais parentais para 0 marcador microssatélite IGF- 1

Animal Sexo Raca Fragr(gglto 1 Fragr(lr)lglto 2
C M Nativa 198 204
P M Nativa 198 204
J M Nativa 200 202
22 F Comercial 1 204 206
25 F Comercial 1 202 202
69 F Comercial 1 202 208
80 F Comercial 1 202 202
90 F Comercial 1 202 206
91 F Comercial 1 202 206
92 F Comercial 1 202 206

122 F Comercial 1 202 206
127 F Comercial 1 202 206
130 F Comercial 1 202 206
133 F Comercial 1 202 202
147 F Comercial 2 200 204
151 F Comercial 2 202 202
154 F Comercial 2 200 204
159 F Comercial 2 202 202
160 F Comercial 2 202 202
175 F Comercial 2 198 202
1M1 F Comercial 2 194 198
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Na geragdo parental de suinos estudados foram encontrados sete alelos ainda
ndo descritos. Verifica-se que o microssatélite IGF-1 ¢é polimorfico, adequado para
utiliza-1o como possivel marcador de QTLs.

Na Tabela 6 sdo apresentadas as heterozigosidades observadas para o
microssatélite IGF-1 na geracdo parental e também nas racas que a compdem. Para o
célculo da heterozigosidade utilizow-se o software TFPGA: Tool for population genetic
analyses, (MILLER, 1997). Verifica-se que os alelos 1, 6 e 7 ndo foram observados
nos varrdes da raca nativa Piau, enquanto que as matrizes comerciais 1 ndo

apresentaram os alelos 1, 2 e 3 e as comerciais 2 ndo possuem os alelos 5 ¢ 6.

Tabela 6- Heterozigosidade observada no microssatélite IGF-1 na geracao parental

Numero de alelos observados

Fragmento (pb) Alelo Raga nativa

: Comercial 1 Comercial 2 Populagao
Piau
194 1 0 0 1 1
198 2 2 0 2 2
200 3 1 0 2 2
202 4 1 13 7 7
204 5 2 1 2 2
206 6 0 7 0 0
208 7 0 1 0 0
Heterozigosidade 1,0000 07273 0,5714 0,7143
observada

CASAS-CARRILO et al. (1997a), estudando linhas divergentes de suinos,
selecionadas por 10 geragdes para alta e baixa taxa de crescimento, identificaram um
potencial QTL localizado no cromossomo 5, na regido gendmica flanqueada pelos
marcadores IGF-1 e Swl071, que influencia o ganho de peso médio didrio dos
suinos. Associagdes similares foram observadas em ratos por COLLINS et al
(1993); HORVAT e MENDRANO (1995).

Comparagdo de mapas genéticos entre as espécies indica que ha uma ligagao

entre os genes IGF-I e interferon gamma (IFG), ambos os loci estdo localizados no
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cromossomo 5 em suinos, no cromossomo 10 em ratos € no cromossomo 12 em
humanos (O’BRIEN et al. 1993). Essa conservagdo entre as espécies sugere que ¢
uma regido importante para o crescimento animal, entretanto, ndo ¢ possivel ainda
determinar qual ou quais genes estio envolvidos com a expressio do crescimento
(CASAS-CARRILO et al., 1997a).

Os resultados obtidos neste trabalho, sejam as variagdes no gene IGF-I
observadas nos trés varrdes da raga nativa Piau ou o multialelismo do marcador
microssatélite desse gene, servirdo de subsidios para futuros estudos nas geragdes da

populagdo gerada pelo acasalamento de animais da raga nativa e comerciais.
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Conclusoes

A partir dos resultados, conclui-se que:

1) Os primers desenhados por meio do software SYSPCR e sintetizados
para amplificar a regido promotora € os dois éxons do gene IGF-I de suinos foram
adequados para as condigdes de PCR;

2) As seqiiéncias de nucleotideos da regido promotora e dos dois éxons no
gene IGF-1 em suinos de ragas divergentes foram conservadas;

3) Apenas dois polimorfismos encontrados na regido 3° do gene puderam
ser caracterizados como de ocorréncia especifica na raca nativa, podendo ser
detectados por enzimas de restri¢ao; e

4) O marcador microssatélite IGF-1 € polimdrfico na populacao estudada.
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Resumo e conclusoes

Os genes do hormoénio de crescimento e do fator de crescimento-I
semelhante a insulina afetam diretamente o crescimento e desenvolvimento muscular
dos amimais. Portanto, o conhecimento de polimorfismos destes genes e as
associacoes destes & caracteristicas de interesse economico da suinocultura podem
ser de grande importancia nos programas de melhoramento genético.

Os genes em questdo foram parcialmente seqiienciados em suinos de ragas
com diferengas quanto aprecocidade, taxa de crescimento e aciimulo de gordura.

Com base em resultados, pode-se concluir que:

1) o gene PGH ¢ bastante polimérfico entre os animais da raca nativa Piau e
comerciais, apresentando variacoes de bases em regides importantes do gene como
TATADoxX e éxons; €

2) o gene IGF-I € conservado entre os animais estudados.

Os polimorfismos encontrados nos genes IGF-I e PGH da geragdo parental,
composta de racas de suinos divergentes, poderdo ser analisados nas geracdes
segregantes F1 e F2 da populagdo, utilizando-se enzimas de restricdo e, assim,
associd-los e testa-los como possiveis marcadores para caracteristicas fenotipicas

importantes na suinocultura.
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Tabela 1A

- O codigo genético. Abreviaturas dos aminoacidos —especificados
pelas trincas de nucleotideos em mRNA

Simbolos Aminoacidos Cddons
A Al Alanina GCU GCC GCA GCG
C Cys Cisteina UuGU UGC
D Asp Acido GAU GAC
aspartico
E Gl Acido GAA GAG
glutimico
F  Phe Fenilalanina Uuu UuC
G Ghn Glicina GGU GGC GGA GGG
H His Histidina CAU CAC
I Ile Isoleucina AUU AUC AUA
K Lys Lisina AAA  AAG
L Leu Leucina CUU CuC CUA CUG UUA UUG
M Met Metionina AUG
N Asn Asparagina AAU AAC
P  Pro Prolina CCU CCC CCA ccG
Q Gl Glutamina GAA GAG
R Arg Arginina CGU CGC CGA CGG AGA AGG
S Ser Serina UCU UCC UCA UCG AGU AGC
T Th Treonina ACU ACC ACA ACG
vV Vval Valina GUU GUC GUA GUG
W T Triptofano UGG
Y Tyr Tirosina UAU UAC
UAA UAG UGA } Fim da Cadeia
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Tabela 2A — Codificagdo do DNA e ambigiiidades

Simbolo

Base

Q

X Z < I U wW X AR »n =< ® 0O 43 »

Guanina

Adenina
Timina

Citosina

Gou A (puRine)

CouT (pYrimidine)
AouT (Weak - 2 pontes de H)
CouG (Strong - 3 pontes de H)
GouT (Keto)

A ou C (aMino)
C,GouT (nao A)
A,GouT (ndo C)
A,CouT (ndo G)
A,CouG(naoT)

A,C,GouT (aNy)
A, C,GouT
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