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Este trabalho relata uma clonagem e seqlencia-
mento das subunidades alfa e beta do horménio foliculo
estimulante de Bos taurus indicus. Também apresenta os
resultados de comparagdo realizada das seqiiéncias génicas
dessas cadeias com as sequéncias das cadeias alfa e beta
do FSH de suinos e da cadeia beta de bovinos Bos taurus
taurus ja presentes no GenBank. Na comparagdo das
sequéncias de nucleotideos e de aminoacidos predita da
cadeia aFSH de Bos taurus indicus com as cadeias oFSH
de outras espécies como suinos e bafalo (Bubalis bubalis),
observou-se que as seqliéncias sao bastante similares. A
comparagdo da seqiiéncia da subunidade aFSH de Bos
taurus indicus com a de suino demonstrou diferencas em
trés residuos de aminoacidos. Na comparagdo com RFSH,
registrou-se modifica¢do na primeira base do codon que
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RESUMO

ABSTRACT

levou a alteracédo no residuo do amindacido 83, que, em Bos
taurus indicus, € uma glicina, ao invés da serina presente
em Bos taurus taurus. Confirmaram-se essa modificagao e
todas as outras identificadas na seqiiéncia dos cDNA das
cadeias oFSH e BFSH em outra clonagem. A modificag@o
Ser para Gly na posicao 83 foi a Unica que alterou a iden-
tidade do residuo de aminoacido na comparacdo entre as
subunidades beta do FSH de Bos taurus indicus e Bos taurus
taurus. Contudo, ela ndo deve alterar significativamente as
propriedades fisiologicas do FSH, uma vez que o residuo de
glicina encontrado nessa posicdo também é encontrado na
cadeia BFSH suina. Trata-se, portanto, de uma modifica¢do
particular que distingue as cadeias BFSH de B. taurus taurus
e B. taurus indicus.

SEQUENCING AND ANALYSIS OF SUBUNITS ALPHA AND BETA OF THE FOLLICLE STIMULATING HOR-
MONE FROM BOVINE (Bos taurus indicus)

The aim this work was to promove the cloning and
analysis sequencing of the subunits alpha and beta of the
Bos taurus indicus follicle stimulated hormone (FSH).
It to compare the results of sequencing these subunits
between subunits aplha and beta from swine and Bos
taurus taurus previouly published in GenBank. There was
a high similarity between nucleotides and predicted amino
acids in the aFSH chain of Bos taurus indicus and those
of swine and buffalo. In the compare the sequence of the
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subunit of aFSH of Bos taurus indicus with swine showed
differences in three aminoacid residues with RFSH there was
amodification in the first base of the codon, which had to an
alteration in the 83 amino acid residue which in Bos taurus
indicus and a glycin, this was serine in Bos taurus taurus.
This modification, as well as those indentyfied in cDNA of
the oFSH and BFSH chains were confirmed by cloning. The
modification of serine for glycine in position 83 was the only
substitute that altered the residue in the comparson between
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RFSH subunit of Bos taurus indicus and Bos taurus taurus.
Nevertheles this modification showld not significantly alter
the physiological properties of FSH as the glycine residue

KEY WORDS: Bovine, cloning, FSH, hormone.

INTRODUCAO

Uma das técnicas mais empregadas para
a promocdo da melhoria genética dos rebanhos
bovinos ¢ a transferéncia de embrides, que con-
siste na indugédo de superovulagcdo em uma vaca
doadora, uma maturacao de varios foliculos ova-
rianos sob a influéncia do hormonio foliculo esti-
mulante (FSH), como registra PEREIRA (1999).
De acordo com esse autor, uma das dificuldades
da realizacdo da técnica no Brasil é a dependén-
cia de importacdo do horménio foliculo estimu-
lante para a promocao da superovulacdo. Outra
dificuldade ainda ¢ o fato de haver variacdo na
resposta a superovulacdo e no desenvolvimento
de imunoglobulinas anti-FSH. Trata-se, portan-
to, de dosagem dependente e que limita também
0 uso repetido de vacas doadoras.

O horménio foliculo estimulante (FSH) é
um dos componentes da familia dos hormoénios
glicoprotéicos da hipofise, dos hormdnios da go-
nadotrofina coriénica (CG), do horménio lutei-
nizante (LH) e do hormonio tireotrdéfico (TSH).
Esses hormdnios sdo elementos-chave na fertili-
dade humana e dos animais. S&o heterodimeros,
cada um contendo em comum a subunidade o (92
residuos de aminoacidos) e uma Unica subunida-
de especifica (111 residuos de aminoacidos no
FSH) (FOXetal., 2001). As subunidades se unem
por interacdes ndo-covalentes: a subunidade o é
idéntica para os trés horménios glicoprotéicos
(FSH, LH e TSH), enquanto que as subunidades
B € que sdo distintas para cada hormonio, sendo
responsaveis pela interacdo especifica com o re-
ceptor do FSH (DICKSON, 1996).

O FSH ¢ produzido na glandula hipoéfise,
na por¢ao anterior desta (adenohipéfise). A ativi-
dade adenohipofisaria ¢ controlada pelos hormo-
nios liberadores hipotalamicos. Eles séo libera-
dos dentro do sistema porta hipofisario, que co-

was also found in the swine BFSH, it is therefore a specific
modification which distinguishes between the BFSH of Bos
taurus taurus and Bos taurus indicus.

necta o hipotadlamo a glandula hipéfise anterior
(CUNNIGGAM, 2004).

Segundo NORMAN & LITWACK
(1997), o tamanho do gene que codifica a cadeia
B (BFSH) do FSH humano ¢ de 4.9 kb e esta
localizado no cromossomo 1. Esse gene contém
trés éxons e dois introns. O gene que codifica
para a cadeia o (aFSH) est4 localizado no cro-
mossomo 6 e tem 13.5 kb de comprimento, com
quatro éxons e trés introns.

Os genes que codificam as cadeias aFSH
¢ BFSH de bovinos (Bos taurus) ja foram clona-
dos (ERWIN et al., 1983; MAURER & BECK,
1986; KIM et al., 1987). A cadeia BFSH madura
apresenta 109 residuos de amino&cidos e a ca-
deia aFSH bovina 96 residuos de aminoacidos
(ERWIN etal., 1983). De acordo com STABEN-
FELDT & EDQVIST (1996), a principal funcéo
do FSH na fémea é promover o crescimento dos
foliculos, mediante sua atuacdo nas células da
granulosa.

Uma vez que o Brasil possui 0 maior reba-
nho bovino comercial do mundo, principalmente
voltado para a producdo de carne, e apresenta
baixos indices de produtividade, quando compa-
rada aos paises mais desenvolvidos, este trabalho
propGs-se a promover a clonagem e seqliencia-
mento do hormonio foliculo estimulante de Bos
taurus indicus, de uma raga zebuina com perfil
para producdo de carne, cujo rebanho é predo-
minante no pais e em paises de clima tropical.
Visam-se posteriores construcdes de sistemas de
expressdo recombinante desse hormonio, para
beneficiar os procedimentos de fecundagdo in
vitro e transferéncias de embrides, reduzindo,
portanto, a dependéncia da importagdo de extratos
hipofisarios de suinos, tradicionalmente utiliza-
dos para induzir a superovulacdo nos bovinos.
Com isso eliminam-se os inconvenientes de
esse extrato nao ser espécie-especifico, causando
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dosagem-dependéncia desse produto, em virtude
da resposta imune que provoca no organismo
animal. Além disso, promove-se a comparagao
das seqliéncias génicas das cadeias alfa e beta
com as seqliéncias alfa e beta do FSH de suinos
e da cadeia beta de bovinos Bos taurus taurus ja
presentes no GenBank.

MATERIAL E METODOS

Coleta e preparo das amostras

Nos trabalhos de extracdo de RNA de hi-
pofise de bovino Bos taurus indicus, todos os
reagentes e a agua utilizados para isso estavam
em condicGes RNAase free (livre de RNAases).
Para isso, 0s materiais plasticos foram tratados
com solucdo de dietil pirocarbonato (DEP) e
todas as vidrarias utilizadas no experimento
permaneceram por doze horas em estufa com
calor seco sob temperatura de 180° C. Coleta-
ram-se as hipofises de bovinos em abatedouros
frigorificos, imediatamente apds o abate de cada
animal, acondicionando-as em papel aluminio
RNAase free e mantendo-se-as sob temperatu-
ra de aproximadamente -196°C. Os protocolos e
procedimentos utilizados neste trabalho, em sua
maioria, seguem as técnicas presentes no manu-

al para laboratério descrito por SAMBROOK et
al., (1989). Utilizaram-se as linhagens celulares
DHS5a e XL1 Blue (SAMBROOK et al. 2001).
Os plasmideos empregados para clonagem e
sequenciamento de produtos de PCR foram o
pGEM-T, comercializado pela Promega,* e 0 ve-
tor pBluescript 1l KS, produzido pela Stratage-
ne™,

Oligonucleotideos utilizados

Os oligonucleotideos (primers) utilizados
para a amplificacdo das seqiiéncias génicas das
cadeias oFSH e BFSH de Bos taurus indicus foram
desenhados a partir das sequéncias dos genes de
Bos taurus taurus previamente descritos (ESCH
etal., 1986; MAURER & BECK, 1986) e dispo-
niveis no banco de genes internacional (GeneBank
—www.ncbi.nlm.nih.gov) com nimero de acesso
M13383. No Quadro 1 estdo descritos o nimero,
as sequéncias do oligonucleotideo (primer) bem
como a temperatura e a regido de anelamento
(sublinhado), além dos respectivos sitios para
enzimas de restricdo presentes.

1 Promega® — Corporation — pGEM-T Easy Vector Systems.

QUADRO 1. Primers utilizados (as regides sublinhadas sdo complementares aos genes aFSH ou

BFSH; os sitios de restri¢ao estdo em negrito).

Codlgo.numerlco Sequiéncia Tm Sitio
primer

(1) BetaN 5” CGGAATTCTGCGAGCTGACCAACATCACC 61°C EcoRI
(2) BetaC 5” CGGAATTCTTATTCTTTGATTTCCCTGAAGG 59°C EcoRI
(3) BetaNot 57 CGGCGGCCGCTTATTCTTTGATTTCCC 39°C Not |
(4) AlfaN 57 CGGAATTCTTTCCTGATGGAGAG 39°C EcoRI
(5) AlfaC 57 CGGCGGCCGCCCTAGGGGATTTGTGATAATAACAAG 49°C '\:\’/tr 'I ;
(6) AlfaNot 57 CGGCGGCCGCTAAGGATTTGTGATAATAACAAG 550C Not |

Ciéncia Animal Brasileira, v. 9, n. 2, p. 496-505, abr./jun. 2008



Seqtienciamento e andlise dos genes das subunidades alfa e beta do horménio foliculo ...

499

Extracdo de RNA total de hipéfise bovina

Para a extracdo de RNA total de hipofise
bovina utilizou-se o reagente Trizol? e seguiram-
se todas as instrucdes presentes no seu manual.
Em seguida, ap6s a extracdo de RNA total, pro-
moveu-se analise do RNA total por eletroferese
(com TEB 0,5X) em gel de agarose 0,8 % (feito
com solucdo de TEB 0,5X) com brometo de eti-
dio na concentracdo de 0,5 pug/ mL, ambos RNA-
ase free, e procedeu-se, posterioriormente, a
quantificacdo da amostra em espectrofotdmetro
(260 nm).

RT-PCR

A sintese da primeira fita de cDNA foi rea-
lizada utilizando-se o kit Superscript®, um sis-
tema de pré-amplificagdo para a sintese da pri-
meira fita de cDNA. Ao RNA total (~5ug) foram
adicionados 0,5ug/ul de oligo dT e agua para
um volume de 12pl. Essa mistura foi incubada
a 70°C por dez minutos e, em seguida, no gelo
por um minuto. Foram adicionados a reagao 7pl
da seguinte solugédo: tampéao de PCR 10X; 2,5
mM de MgCl,; 0,5 mM de dNTP e 10 mM de
DTT. A reacdo foi homogeneizada e, apds uma
rapida centrifugacdo, incubada a 42°C por cinco
minutos. A seguir, adicionaram-se 200U da enzi-
ma transcriptase reversa (RT). Incubou-se o sis-
tema a 42°C por cingienta minutos e inativou-se
a RT a 70°C por quinze minutos. Apos uma cen-
trifugacéo de um minuto, adicionaram-se 2 U de
RNAase H e incubou-se a 37°C por vinte minu-
tos. O sistema contendo a primeira fita de cDNA
foi utilizado como template para a amplificacdo
pela técnica de PCR.

PCR (reagdo em cadeia da polimerase)

As PCRs, para a obtengédo dos genes da ca-
deia a e beta, foram realizadas para um volume
final de 50pl de reagdo. Utilizaram-se DNTP (0,2
mM final), tampdo de reagdo 1X final, MgSO,
((2,5mM), Taq DNA polimerase 0,08U/ ul (plo-
merase de alta fidelidade — Platinum® Taq DNA

2 Trizol Reagent — Total RNA Isolation Reagent — GIBCO BRL — N° de
catalogo 15596.

3 SUPERSCRIPT"™ — Preamplification System for First Strand cDNA
Synthesis — GIBCO BRL®

— Invitorgen), Primer 5°0,2 pmoles/ uL, Primer
3’0,2 pmoles/ pL, Tamplate 10ng/ pl. Emprega-
ram-se, como ciclo da reacdo de PCR, tempe-
ratura de desnaturacdo 94°C por dois minutos,
desnaturagdo novamente a 94°C por um minuto
e trinta segundos, anelamento a 53°C por um
minuto e trinta segundos, extensdo a 68°C por
um minuto e trinta segundos, ciclo de 29 vezes,
extensao final de 72°C por cinco minutos.

Seqlienciamento e analise de seqiiéncias de
DNA

ApoOs cuidadosa andlise de restrigdes dos
fragmentos clonados nos vetores pGEM-T e
pBluescript Il KS, os genes foram enviados para
segiienciamento automatico MegaBACE 1000
(Amersham Biosciences) 100ng de DNA (plas-
midial ou produto de PCR, sendo neste ultimo
caso enviados também cinco picomoles do primer
especifico) num volume de 5 pL. As seqiiéncias
obtidas atraves do sequienciamento automatico
foram analisadas quanto a qualidade mediante
as ferramentas de bioinformética Phred, Phrap
e CAP3, disponiveis no site www.unb.br/ib/cel/
biomol. Apds essa analise, submetiam-se essas
seqliéncias ao BLAST (disponivel no site: www.
nchi.nlm.nhm) para a anélise da identidade com
as sequiéncias depositadas no GenBank.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Clonagem dos cDNAs aFSH e BFSH

Como os genes correspondentes as cadeias
aFSH e BFSH sdo de origem eucaridtica, ¢ quase
certa a presenca de introns em seu contexto gend-
mico. Para a construcéo de sistemas de expressao
heterdlogos, é sempre recomendavel realizar a
cloangem com o cDNA do gene desejado.

Para se clonar um cDNA, geralmente se
constroi um banco de cDNA em um vetor viral,
por exemplo, e depois procede-se ao screening
do banco para o gene desejado. Trata-se de um
processo oneroso, laborioso e que exige a dispo-
nibilizacdo de sondas genéticas para realizar o
screening. Uma vez que os genes oFSH ¢ BFSH
de Bos taurus taurus estdo disponiveis no Gen-
Bank e dada a semelhanca genética entre essa
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espécie e Bos taurus indicus, € possivel clonar
0s cDNA por uma outra técnica, a RT-PCR. Essa
abordagem exige que se tenha RNA total, para
depois se proceder a uma reacdo de sintese de
cDNA total, utilizando-se oligo-dT como primer
€ a enzima transcriptase reversa. A fita de cDNA
fita simples gerada ¢ suficiente para servir como
template em uma PCR com primers especificos
para o gene que se deseja clonar.

Neste trabalho, foi realizado o isolamento
de RNA total de hipofises de bovino Bos taurus
indicus, pois é nessa glandula que se sintetiza o
FSH e, portanto, é o local da transcricdo das ca-
deias aFSH e BFSH. No abatedouro de bovinos,
extrairam-se as hipofises imediatamente apds o
abate dos bovinos, para ser evitadas a acéo de
RNAases e consequentemente a degradacao do
RNA. A Figura 1 mostra o RNA total de hipofise
purificado que foi estimado em 125 ng/ul. Apos
a extracdo do RNA total, realizou-se a sintese
da primeira fita de cDNA, empregando-se, para
isso, transcriptase reversa e oligo-dT como
primer. Apds esse procedimento, realizaram-se
duas reacOes de PCR distintas, usando-se pri-
mers especificos para as cadeias aFSH e BFSH.
A sequéncia dos primers utilizados para essa
reacao foi baseada nas seqliéncias publicadas das
cadeias aFSH e BFSH de Bos taurus taurus, que
sdo descritas no Quadro 1.

A mesma abordagem empregada neste
trabalho para isolamento de RNA também foi
realizada por ESCH et al. (1986), que extrairam
RNA de hipoéfise bovina (Bos taurus taurus) para
clonagem e analise da seqiiéncia do cDNA da
cadeia B do FSH, e também por ERWIN et al.
(1983), para a analise da seqiiéncia do cDNA da
cadeia a de Bos taurus taurus. A clonagem dos
cDNA das cadeias do FSH por RT-PCR ainda
foi empregada com sucesso para a obtencao dos
cDNAs das cadeias a e B do FSH ovino (FIDLER
etal., 1998; FIDLER et al., 2003).

Para a realizacdo da PCR, foram utilizados
o0s primers AlfaN e AlfaC, que amplificam uma
banda de tamanho esperado de ~300 pb corres-
pondente a cadeia aFSH, e os primers BetaN e
BetaNot, que amplificam uma banda de tamanho
esperado de ~350 pb da cadeia BFSH. As reacgdes
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de PCR geraram amplicons com tamanhos con-
sistentes aos esperados para os cDNA das cadeias
aFSH e BFSH de Bos taurus taurus (Figura 2).
Uma forte evidéncia era de que os cDNA corres-
pondentes em Bos taurus indicus haviam sido
amplificados.

}- RNA ribossomal

FIGURA 1. Purificacdo de RNA total de hipofise bovina.
Visualizacdo em gel de agarose 0,8% RNAase free do RNA
total extraido de hipdfise. As bandas mais visiveis corres-
pondem aos rRNA.

300pb —»

FIGURA 2. Amplificacao dos genes aFSH ¢ BFSH. Visuali-
zagdo em gel de agarose 2% dos produtos oriundos da reacéo
de RT-PCR. (1) amplicon do cDNA da cadeia aFSH: ~300
pb; (2-3) amplicon do cDNA da cadeia FSH: ~350 pb; (4)
marcador 100 pb ladder (New England Biolabs).

Ap6s arealizacido da PCR, purificaram-se as
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bandas visualizadas no gel de agarose para ligagao
aos vetores de clonagem. A banda “aFSH” foi li-
gada ao vetor pBlueScript Il KS linearizado com
Eco RV, enquanto que a banda “BFSH” foi ligada
ao vetor pGEM-T. A seguir, realizou-se a transfor-
macao de E. coli DH5a, sendo que se plaquearam
as células por meio L agar contendo X-Gal e ampi-
cilina. Consideraram-se as colGnias brancas clones
positivos e extraiu-se 0 DNA plasmidial.

Em uma andlise preliminar dos plasmidios
purificados, fez-se uma PCR com os primers Uni-
versal e Reverso, para a confirmacao da presenca
de insertos com os tamanhos esperados para 0s
cDNA dos genes aFSH e BFSH (Figura 3). Como
esperado, o clone contendo o gene aFSH gerou
um amplicon de ~450 pb (~300 pb do gene aFSH
+ ~150 pb de seqiiéncias do polilinker do vetor).
Da mesma forma, o clone contendo o gene FSH
gerou um amplicon de tamanho esperado de ~500
pb (=350 pb do BFSH + ~150 pb de seqiiéncias do
polilinker do vetor).

Ap0s essa confirmacao, fez-se o seqiiencia-
mento de cada clone. As Figuras 4 a 7 mostram
as sequéncias nucleotidicas obtidas assim como
a traducéo predita correspondentes aos genes das
cadeias oFSH e BFSH. Também foi realizada a
comparacdo das sequéncias obtidas com outras
sequiéncias homologas descritas na literatura, me-
diante o emprego, para isso, do programa BLAST
(Figura 5 e 7). Os plasmidios contendo as cadeias
oFSH e BFSH foram denominados pBlueaFSH e
pGEMPBFSH, respectivamente.

Na comparacéo das sequiéncias de nucleoti-
deos e de aminoacidos da cadeia aFSH de Bos tau-
rus indicus com as cadeias aFSH de outras espécies
como suinos e bufalo (Bubalis bubalis), observou-
se que as sequiéncias sdo bastante similares, como
previamente descrito por ERWIN et al. (1983).
A comparacao da seqiiéncia da cadeia aFSH de
Bos taurus indicus com a de suino demonstrou
diferencas em trés residuos de aminoécidos; ja na
comparagao entre as cadeias aFSH de Bos taurus
taurus e Bos taurus indicus, estas se mostraram
idénticas. Essa identidade também foi observada
na comparacao com a cadeia o de bufalo.

Em relacdo a comparacgéo das seqiéncias de
nucleotideos da cadeia BFSH de Bos taurus indicus

e Bos taurus taurus, identificaram-se cinco modi-
ficagOes localizadas na terceira base do codon e
que ndo acarretam alteracdes das identidades dos
aminoacidos correspondentes. Contudo, uma mo-
dificagdo na primeira base do codon levou a uma
alteracdo no residuo do aminoacido 83 que, em Bos
taurus indicus, é uma glicina, ao invés da serina
presente em Bos taurus taurus. Essa modificagdo
e todas as outras identificadas na seqii€ncia dos
cDNA das cadeias aFSH e BFSH foram confirma-
das por uma outra clonagem independente, apds
uma reacdo de RT-PCR, o que demonstra que séo
verdadeiras, e ndo o resultado de erros aleatorios
introduzidos pela Taq Polimerase.

A modificagao Ser—Gly na posi¢ao 83 foi
a Unica que alterou a identidade do residuo de
aminoacido. Contudo, essa modifica¢do nao deve
alterar significativamente as propriedades fisiolo-
gicas do FSH, uma vez que o residuo de glicina
encontrado nessa posicao também é encontrado
na cadeia BFSH suina. Trata-se, portanto, de uma
mutac¢ao particular que distingue as cadeias BFSH
de B. taurus taurus e B. taurus indicus. Essa alte-
racao foi confirmada em outra clonagem (dados
ndo demonstrados).

No total, foi observado que as cadeias aFSH
e BFSH de B. taurus indicus e suinos apresentam
entre si seis diferengas em termos de residuos de
aminoacidos. Uma vez que, atualmente, o extrato
de hipofise de suinos ¢ o produto mais utiliza-
do para a indugdo de superovulagdo de vacas
(BENYEI & BARROS, 2000), essas diferencas na
estrutura primaria da proteina, associadas a extra-
céao desse horménio de tecido animal, explicam por
que bovinos promovem respostas imunoldgicas
contra a presenca dessa proteina, exigindo, em
aplicacOes posteriores, maiores dosagens desse
extrato (PEREIRA, 1999). Portanto, a partir dos
resultados obtidos, pode-se concluir que: (1) a
clonagem do cDNA correspondente as cadeias
aFSH e BFSH de B. taurus indicus foi realizada
com sucesso; (2) as cadeias aFSH maduras de B.
taurus indicus e B. taurus taurus sdo idénticas; (3)
a cadeia oFSH madura de suinos apresenta trés
residuos de aminoacidos diferentes com relacéo a
B. taurus indicus e B. taurus taurus; (4) as cadeias
BFSH maduras de B. taurus indicus e B. taurus
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taurus diferem entre si em apenas um residuo de
aminoacido; (5) a cadeia BFSH madura de B. taurus
indicus apresenta trés residuos de aminoacidos dife-

rentes em relagdo a de suino.

FIGURA 3. Confirmagao da clonagem dos genes aFSH

e BFSH por PCR. Visualiza¢do em gel de agarose 1,2%

do resultado da PCR, na qual se usaram como template
plasmidios recombinantes e os primers Universal e Rever-
s0. (1) Marcador 100 pb ladder (Gibco BRL); (2) amplicon
“aFSH”: ~450 pb; (3) amplicon “BFSH”: ~500 pb.

A

S00Ph P e

GAATTCTTTCCTGATGGAGAGTTTACAATGCAGGGCTGTCCTGAATGCAAGCTAAAAGAAAACAAATACTTCT

EcoRlI

CCAAGCCAGATGCTCCAATCTATCAGTGCATGGGGTGCTGCTTCTCCAGGGCATACCCCACTCCAGCGAGGTC

TAAGAAGACAATGTTGGTCCCCAAGAACATCACCTCGGAAGCTACATGCTGTGTGGCCAAAGCATTTACCAAG

GCCACAGTGATGGGAAATGTCAGAGTGGAGAACCACACCGAGTGCCACTGCAGCACTTGTTATTATCACAAAT

CCCCTAGGGCGGCCGC

Avril Notl
B
171

TCG GAA TTC TTT CCT GAT GGA GAG TTT ACA
s E F F P D G E F T
61/21

GAA AAC AAA TAC TTC TCC AAG CCA GAT GCT
E N K Y F S K P D A
121741

TCC AGG GCA TAC CCC ACT CCA GCG AGG TCT
s R A Y P T P A R S
181/61

ACC TCG GAA GCT ACA TGC TGT GTG GCC AAA
T S E A T C C VvV A K
241/81

GTC AGA GTG GAG AAC CAC ACC GAG TGC CAC
v R V E N H T E C H

31/11

ATG CAG GGC TGT CCT GAA TGC AAG CTA AAA
M Q G C P E C K L K
91/31

CCA ATC TAT CAG TGC ATG GGG TGC TGC TTC
P | Y Q C M G c ¢C F
151/51

AAG AAG ACA ATG TTG GTC CCC AAG AAC ATC
K K T M L v P K N |
211/71

GCA TTT ACC AAG GCC ACA GTG ATG GGA AAT
A F T K A T V M G N
271/91

TGC AGC ACT TGT TAT TAT CAC AAA TCC TAA
c s T C Y Y H K s *

SEFFPDGEFTMQGCPECKLKENKYFSKPDAP 1 YQCMGCCFSRAYPTPARSKKTMLVPKNITSEATCCVAKA

FTKATVMGNVRVENHTECHCSTCYYHKS

FIGURA 4. Seqiiéncia do gene aFSH. (A) Seqiiéncia obtida para o cDNA do gene oFSH (em preto); os sitios de restrigéo

presentes nos primers estdo coloridos. (B) Tradugdo predita do gene aFSH de Bos taurus indicus.
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A

B. indicus TTT CCT GAT GGA GAG TTT ACA ATG CAG GGC TGT CCT GAA TGC AAG CTA AAA GAA AAC AAA
B. taurus TTT CCT GAT GGA GAG TTT ACA ATG CAG GGC TGT CCT GAA TGC AAG CTA AAA GAA AAC AAA
B. bubalis TTT CCT GAT GGA GAG TTT ACA ATG CAG GGC TGT CCT GAA TGC AAG CTA AAA GAA AAC AAA

B. indicus TAC TTC TCC AAG CCA GAT GCT CCA ATC TAT CAG TGC ATG GGG TGC TGC TTC TCC AGG GCA

[vs)

. taurus TAC TTC TCC AAG CCA GAT GCT GCA ATC TAT CAG TGC ATG GGG TGC TGC TTC TCC AGG GCA

B. bubalis TAC TTC TCC AAG CCA GAT GCT CCA ATC TAT CAG TGC ATG GGA TGC TGC TTC TCC AGG GCA

B. indicus TAC CCC ACT CCA GCG AGG TCT AAG AAG ACA ATG TTG GTC CCC AAG AAC ATC ACC TCG GAA
B. taurus TAC CCC ACT CCA GCG AGG TCT AAG AAG ACA ATG TTG GTC CCC AAG AAC ATC ACC TCG GAA
B. bubalis TAC CCC ACT CCA GCG AGG TCT AAG AAG ACA ATG TTG GTC CCC AAG AAC ATC ACC TCG GAA

B. indicus GCT ACA TGC TGT GTG GCC AAA GCA TTT ACC AAG GCC ACA GTG ATG GGA AAT GTC AGA GTG
B. taurus GCT ACA TGC TGT GTG GCC AAA GCA TTT ACC AAG GCC ACA GTG ATG GGA AAT GTC AGA GTG
B. bubalis GCC ACA TGC TGT GTG GCC AAA GCA TTT ACC AAG GCC ACA GTG ATG GGA AAT GTC AGA GTG

B. indicus GAG AAC CAC ACC GAG TGC CAC TGC AGC ACT TGT TAT TAT CAC AAA TCC TAA
B. taurus GAG AAC CAC ACC GAG TGC CAC TGC AGC ACT TGT TAT TAT CAC AAA TCC TAA
B. bubalis GAG AAC CAC ACC GAG TGC CAC TGC AGT ACT TGT TAT TAT CAC AAA TCC TAA

B

B. taurus
B. indicus
B. bubalis
Suino

B. taurus
B. indicus
B. bubalis
Suino

FPDGEFTMQGCPECKLKENKYFSKPDAP 1YQCMGCCFSRAYPTPARSKKTMLVPKNITSEATCCVAKAFT
FPDGEFTMQGCPECKLKENKYFSKPDAP 1YQCMGCCFSRAYPTPARSKKTMLVPKNITSEATCCVAKAFT
FPDGEFTMQGCPECKLKENKYFSKPDAP 1YQCMGCCFSRAYPTPARSKKTMLVPKNITSEATCCVAKAFT
FPDGEFTMQGCPECKLKENKYFSKLGAP 1YQCMGCCFSRAYPTPARSKKTMLVPKNITSEATCCVAKAFT

KATVMGNVRVENHTECHCSTCYYHKS
KATVMGNVRVENHTECHCSTCYYHKS
KATVMGNVRVENHTECHCSTCYYHKS
KATVMGNARVENHTECHCSTCYYHKS

FIGURA 5. Analise comparativa da seqiiéncia nucleotidica e protéica da cadeia aFSH. (A) Alinhamento das seqiiéncias
de nucleotideos correspondentes aos cDNA das cadeias aFSH de Bos taurus taurus, Bos taurus indicus e Bubalus bubalis.
Em vermelho, as diferengas. (B) Alinhamento da seqiiéncias protéicas maduras da cadeia aFSH de B. taurus taurus, B.
taurus indicus, B. bubalis e suino. Em vermelho, as diferencas.

A

GAATTCTGCGAGCTGACCAACATCACCATCACGGTGGAGAAAGAGGAATGTGGCTTCTGCATAAGCATCAACACCACGTGG

EcoRlI

TGTGCAGGCTACTGCTACACCCGGGACTTGGTGTACAGGGACCCAGCAAGGCCCAACATTCAGAAAACATGTACCTTCAAG

GAGCTGGTCTACGAGACGGTGAAAGTGCCTGGCTGTGCTCACCATGCAGACTCCCTGTACACGTACCCAGTAGCCACTGAA

TGTCACTGTGGCAAGTGTGACAGCGACAGCACTGACTGCACCGTGCGAGGCCTGGGGCCCAGCTACTGCTCCTTCAGGGAA

ATCAAAGAATAAGCGGCCGC

Notl
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B

171 31/11

TGC GAG CTG ACC AAC ATC ACC ATC ACG GTG GAG AAA GAG GAA TGT GGC TTC TGC ATA AGC
c E L T N 1 T 1 T VvV E K E E C G F C 1 S
61/21 91/31

ATC AAC ACC ACG TGG TGT GCA GGC TAC TGC TAC ACC CGG GAC TTG GTG TAC AGG GAC CCA
1 N T T wW C¢C A G Y C Y T R D L V Y R D P

121741 151/51

GCA AGG CCC AAC ATT CAG AAA ACA TGT ACC TTC AAG GAG CTG GTC TAC GAG ACG GTG AAA
A R P N | Q K T € T F K E L Vv Y E T V K
181/61 211/71

GTG CCT GGC TGT GCT CAC CAT GCA GAC TCC CTG TAC ACG TAC CCA GTA GCC ACT GAA TGT
v P G C A H H A D S L Y T Y P V A T E C
241/81 271/91

CAC TGT GGC AAG TGT GAC AGC GAC AGC ACT GAC TGC ACC GTG CGA GGC CTG GGG CCC AGC
H C G K ¢ b s D S T D C T V R G L G P S
3017101

TAC TGC TCC TTC AGG GAA ATC AAA GAA TAA

Yy C S F R E 1 K E *

CELTNITITVEKEECGFCISINTTWCAGYCYTRDLVYRDPARPNIQKTCTFKELVYETVKVPGCAHHADSLYT
YPVATCHCGKCDSDSTDCTVRGLGPSYCSFREIKE

FIGURA 6. Seqiiéncia do gene BFSH. (A) Seqiiéncia obtida para o cDNA do gene BFSH; os sitios de restri¢do presentes
nos primers estéo coloridos. (B) Tradugédo predita do gene BFSH de Bos taurus indicus.

B. taurus TGC GAG CTG ACC AAC ATC ACC ATC ACG GTG GAG AAA GAG GAA TGT GGC TTC TGC ATA AGC
B. indicus TGC GAG CTG ACC AAC ATC ACC ATC ACG GTG GAG AAA GAG GAA TGT GGC TTC TGC ATA AGC

B. taurus ATC AAC ACC ACG TGG TGT GCA GGC TAC TGC TAC ACC CGG GAC TTG GTG TAC AGG GAC CCA
B. indicus ATC AAC ACC ACG TGG TGT GCA GGC TAC TGC TAC ACC CGG GAC TTG GTG TAC AGG GAC CCA

B. taurus GCA AGG CCC AAT ATC CAG AAA ACG TGT ACC TTC AAG GAG CTG GTC TAC GAG ACG GTG AAA
B. indicus GCA AGG CCC AAC ATT CAG AAA ACA TGT ACC TTC AAG GAG CTG GTC TAC GAG ACG GTG AAA

B. taurus GTG CCT GGC TGT GCT CAC CAT GCA GAC TCC CTG TAC ACG TAC CCA GTA GCC ACT GAA TGT
B. indicus GTG CCT GGC TGT GCT CAC CAT GCA GAC TCC CTG TAC ACG TAC CCA GTA GCC ACT GAA TGT

B. taurus CAC TGC AGC AAG TGC GAC AGC GAC AGC ACT GAC TGC ACC GTG CGA GGC CTG GGG CCC AGC
B. indicus CAC TGT GGC AAG TGT GAC AGC GAC AGC ACT GAC TGC ACC GTG CGA GGC CTG GGG CCC AGC

B. taurus TAC TGC TCC TTC AGG GAA ATC AAA GAA TAA
B. indicus TAC TGC TCC TTC AGG GAA ATC AAA GAA TAA

B

B. taurus  CELTNITITVEKEECGFCISINTTWCAGYCYTRDLVYRDPARPNIQKTCTFKELVYETVKVPG
B. indicus CELTNITITVEKEECGFCISINTTWCAGYCYTRDLVYRDPARPNIQKTCTFKELVYETVKVPG
Suino CELTNITITVEKEECNFCISINTTWCAGYCYTRDLVYKDPARPNIQKTCTFKELVYETVKVPG

B. taurus  CAHHADSLYTYPVATECHCSKCDSDSTDCTVRGLGPSYCSFREIKE
B. indicus CAHHADSLYTYPVATECHCGKCDSDSTDCTVRGLGPSYCSFREIKE
Suino CAHHADSLYTYPVATECHCGKCDSDSTDCTVRGLGPSYCSFSEMKE

FIGURA 7. Analise comparativa da seqiiéncia nucleotidica e protéica da cadeia BFSH. (A) Alinhamento das seqiiéncias de
nucleotideos das cadeias BFSH de Bos taurus taurus e Bos taurus indicus. Em vermelho, as diferencas. Sublinhada, a alteracdo
de codon que leva a modificacao Ser—Gly observada na cadeia BFSH de B. taurus indicus. (B) Alinhamento das sequiéncias
protéicas maduras das cadeias BFSH de B. taurus taurus, B. taurus indicus, B. bubalis e suino. Em vermelho, as diferencas.

Ciéncia Animal Brasileira, v. 9, n. 2, p. 496-505, abr./jun. 2008



Seqtienciamento e andlise dos genes das subunidades alfa e beta do horménio foliculo ... 505

CONCLUSAO

A clonagem dos cDNA das cadeias a.e 3 do
hormonio FSH de Bos taurus indicus foi realiza-
da com sucesso. Por se tratar de seqiiéncias iné-
ditas da espécie bovina mais difundida no Brasil,
elas podem ser usadas para a producdo de FSH
no que diz respeito a construcao de sistemas de
expressao heteréloga desse horménio.
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