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Caracterizacdo dos introns 2 e 4 e éxon 5 do gene GHRL em bovinos da raca Nelore!
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Resumo: O horménio da grelina é produzido pela parede do estdbmago e estimula o consumo alimentar
pela acdo que o mesmo exerce sobre o hipotdlamo. Na regulagdo do balanco energético, a grelina
aumenta a ingestdo alimentar e diminui o gasto energético. Por seu papel bioldgico, o gene é candidato a
ser estudado por marcadores moleculares devido sua influéncia caracteristicas relacionados a ingestdo e
ao balanco energético. Assim estudaram-se regides do gene do hormdnio da grelina em bovinos da raca
Nelore por PCR/sequenciamento para verificar-se a variabilidade dos loci. Os fragmentos amplificados
por dois pares de primers, os quais compreendiam os introns 2 e 4 (parcialmente) e 0 éxon 5 do gene
GHRL, foram sequenciados de 17 animais da raga Nelore menos aparentados e encontraram-se seis
SNPs nessas regides. As regides estudadas sdo polimorficas indicando que um estudo posterior com a
genotipagem de um maior ndmero de animais e a associacio desses SNPs como as caracteristicas de
interesse é necessario e vidvel de ser feito.
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Caracterization of intron 2 and 4 and exon 5 of GHRL gene in Nellore cattle

Abstract: The hormone ghrelin is produced by stomach lining and stimulates feed intake by its action in
hypothalamus. In the regulation of energy balance, ghrelin increases feed intake and decreases energy
expenditure. By this biological role, the gene is a candidate to be studied by molecular markers due to its
influence in feed intake and energy balance. So, regions of ghrelin gene were studied in Nellore cattle by
PCR/sequencing in order to verify the loci variability. The fragments amplified by two primer pairs, that
encoded the regions of intron 2 and 4 (partial) and exon 5 GHRL gene were sequenced for seventeen
unrelated Nellore animals and six SNPs were found in these regions. These regions are polymorphic and
it indicates that others studies with a higher numbers of animals e the SNPs association with traits of
interest is necessary and viable to be done.
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Introducao

O hormdnio da grelina é produzido pela parede do estdmago e estimula o consumo alimentar pela
acdo que o mesmo exerce sobre o hipotdlamo (Kojima et al., 1999) e estimula a secrecdo de GH
(horménio do crescimento) atuando mediante receptores especificos distintos acoplados a proteina G
(Martinelli et al., 2008), de forma que alteracdes em seu gene podem estar associadas a variacfes no peso
de bovinos em diferentes idades, pois 0 GH é um dos principais fatores que influenciam diretamente o
crescimento do individuo. De acordo com Hinney et al. (2002), na regulagdo do balango energético, a
grelina aumenta a ingestdo alimentar e diminui o gasto energético, realizando uma ligagdo entre o trato
gastrintestinal e o cérebro.

Segundo com Colinet et al. (2009), o gene GHRL em bovinos é composto de 5 éxons e 4 introns.
Os éxons 1, 2, 3, 4 e 5 possuem comprimentos de 21pb, 134pb, 114pb, 109pb e 154pb, respectivamente.
A regido codificadora compreende os éxons 2 (parcialmente), 3, 4 e 5 (parcialmente). A investigacdo da
presenca de polimorfismos em genes candidatos e o estudo da associacdo entre esses marcadores e
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caracteristicas de producdo podem contribuir para gerar um conhecimento novo, que futuramente pode
ser empregado para auxiliar os programas de melhoramento genético na selecdo precoce de animais por
meio da selecdo assistida por marcadores (MAS).

O objetivo desse trabalho foi verificar a presenca de polimorfismos nos introns 2 e 4 € no éxon 5
do gene da grelina em bovinos da raca Nelore.

Material e Métodos

O DNA foi extraido a partir de foliculos pilosos com uso da metodologia de Fenol-Cloroférmio-
Alcool Isoamilico de 17 animais menos aparentados entre si. Foram utilizados os primers 5’
TGCATTGCCAGGTGGGTTCTCTAC 3’ e 5’AGAATCTGCAGGCCGCCGTGAAGT 3’°, os quais
amplificaram uma regido de 409 pb que abrangia uma parte do intron 2 e 5
GGGAGGAGAGCAGACACAGT 3" e 5 TGACCACAGACCAGGAATTG 3" que amplificaram uma
regido de 437 pb que compreendia uma parte do intron 4 e o éxon 5.

As reagdes de amplificacdo continham um volume final de 50 pL, de acordo com o protocolo da
GoTag Colorless Master Mix (Promega). Para os ciclos de amplificagdo, foi utilizada a programacéo:
94°C por 2 min, 94°C por 45 seg, 64,3°C por 45 seg, 72°C por 1 min (32 ciclos) e 72°C por 5 min.

O sequenciamento dos produtos de PCR foi realizado através da técnica de terminacdo de cadeia
por dideoxinucleotideos (ddNTPs), sendo que as sequéncias obtidas foram vizualizadas e analisadas para
a identificacdo dos polimorfismos através do programa CodonCode Aligner.

Resultados e Discusséo
Os pares de primers amplificaram as regides do intron 2 (parcialmente), do intron 4
(parcialmente) e do éxon 5. Na regido amplificada do intron 2 (parcialmente), identificaram-se seis
polimorfismos do tipo SNP. Na regido amplificada correspondente, o intron 4 (parcialmente) e o éxon 5,
foram encontrados dois SNPs, um no intron 4 e outro no éxon 5. O SNP do éxon 5 estd em regido ndo
codificante 3°UTR. Na Tabela 1, pode-se verificar a descricdo e a localizagdo dos SNPs.

Tabela 1 Indicacdo, regido e tipo de substitui¢do e localizagdo no gene do polimorfismo.

Polimorfismo Regido Tipo de substituicéo Localizacdo do SNP no gene
1 intron 2 TIC 9.2794
2 intron 2 TIC 0.2823
3 intron 2 AIG 0.2961
4 intron 2 C/G 0.3163
5 intron 4 CIT 9.3165
6 Exon 5 AIG 9.3167

Sun et al. (2011), identificaram 11 SNPs no gene GHRL em bovinos, sendo que todos estdo em
regides ndo codificadoras, portanto nenhum esta diretamente ligado com 0s mecanismos de transcrigdo e
traducdo. Sherman et al, encontraram um SNP no intron 3 no gene GHRL em bovinos (Bos taurus
taurus) e este demonstrou pequenas associa¢fes com caracteristicas de eficiéncia alimentar e de carcaca.
O que condiz com a fungdo da grelina em promover a liberagdo de GH e assim influenciar no
crescimento (Kojima et al., 1999). Embora esse SNP esteja no intron 3 e assim ndo alterando na
formacdo do aminoacido, ele pode estar em desequilibrio de ligagdo com outro SNP no GHRL com
efeitos mais acentuados para essas caracteristicas, o que pode explicar a associagdo (Sherman et al.,
2007).

Os mecanismos dessas alteracfes genéticas em regides ndo codidicantes ndo sdo completamente
elucidados. Eles ndo causam mudancgas nos aminoacidos, entretanto é possivel que esses SNPs possam
estar em uma regido de splicing e assim afetar a formacéo da proteina. Segundo Greenwood & Kelso,
2003 e LeHir et al., 2003) citados por Sun et al. (2011), os introns podem afetar a eficiéncia da
transcricdo de genes em varias espécies.
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Conclusoes
Foi realizada a caracterizacdo parcial dos introns 2 e 4 e do éxon 5 do gene GHRL em bovinos da
raca Nelore. Foram encontrados seis polimorfismos para o gene da grelina, sendo os primeiros descritos
para a raga estudada. Os loci analisados sdo polimorficos e a genotipagem de uma maior quantidade de
animais e a associagdo desses SNPs com caracteristicas de interesse econdémico faz-se importante, uma
vez que a selegdo assistida por marcadores moleculares pode ajudar a aumentar o ganho genético,
especialmente em caracteristicas de dificil mensuracéo como eficiéncia alimentar.
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