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1. INTRODUÇÃO 

 
 A aquicultura tem desempenhado um papel crescente na produção 
sustentável de alimentos (STANKUS, 2021), sendo a tilápia-do-Nilo (Oreochromis 
niloticus) uma espécie de interesse econômico e no âmbito científico, devido a 
busca por tecnologias elaboradas afim de melhorar seu desempenho produtivo e 
elevar ainda mais a produção (DA SILVA et al., 2022; IGARASHI, 2024). 
Justamente por suas características de crescimento rápido e fácil manejo de 
criação, tornando-se a espécie mais popular no mundo atualmente (XIMENES; 
VIDAL, 2023). 

O gene da Grelina é responsável pela produção do hormônio grelina, que é 
um peptídeo de 28 aminoácidos produzidos principalmente pelas células 
endócrinas das glândulas gástricas no estômago, este regula o apetite e possui a 
importante função no controle do crescimento e metabolismo dos animais 
(VOLKOFF, 2016). A elevação dos níveis plasmáticos de grelina ocorre, em sua 
maioria, antes das refeições ou em situações de restrição alimentar, resultando no 
estímulo do consumo. Logo após a ingestão do alimento, impulsionada pelo 
aumento dos níveis de grelina no plasma, há uma redução no gasto energético e 
um incremento nas reservas de energia (ZHONG et al., 2023; KOWALSKI et al., 
2014). 
 Recentemente, avanços nas técnicas moleculares possibilitam a 
identificação de variações genéticas associadas ao desempenho e crescimento dos 
animais. A técnica de Reação em Cadeia da Polimerase (PCR) do sistema de 
amplificação refratária de tetra-primer (ARMS) mostra-se como uma ferramenta 
eficaz na identificação de polimorfismo de nucleotídeo único (SNPs) no genoma, 
possibilitando a distinção precisa entre os alelos, isto porque, envolve apenas uma 
única realização de PCR seguido de eletroforese em gel (AHLAWAT et al., 2014; 
ANTONINI; MENEGHIN; URASHIMA, 2004). Está técnica utiliza primers externos 
e internos, sendo que os externos amplificam um grande fragmento do gene alvo, 
sem diferir os genótipos, e cada primer interno combina-se com um dos primers 
externos para gerar fragmentos menores e específicos, de acordo com o alelo 
presente (LI et al., 2014) 
  
 O presente estudo tem como objetivo a otimização da técnica de ARMS-
PCR para a identificação de mutações no gene Grelina em populações de tilápias-
do-Nilo (Oreochromis niloticus), através da técnica treta-primer ARMS-PCR. 

 
 



 

 

2. METODOLOGIA 

 
 Foram utilizadas sete amostras de DNA de tilápias-do-Nilo já extraídas e 
pertencentes ao Laboratório de Engenharia Genética Animal (LEGA) da 
Universidade Federal de Pelotas (UFPel). Foram desenhados, com o software 
XXXXX, quatro primers (Tabela 1), dois externos (outer primers) que funcionam 
como o controle positivo da reação de PCR e dois internos (inner primers) que se 
ligam na região específica da mutação do tipo SNP (C/T) do gene da grelina  
 

Tabela 1. Sequência de primers utilizado para a diferenciação dos alelos da 
grelina. 

Forward Sequência 5’-3’ Reverse Sequência 5’-3’ Tamanho 

(pb) 

ONGRLN_F

O 

CTATGAGCCAAGCCT

TCTCATTAAAC 
ONGRLN_RO TCTGCTGGCACCTA

TAAATATATCAATAT 
274 

ONGRLN_FI CTAAACCTGTGGAAA

GCTAAAAGAAATTAC 
ONGRLN_RO TCTGCTGGCACCTA

TAAATATATCAATAT 
185 

ONGRLN_F

O 

CTATGAGCCAAGCCT

TCTCATTAAAC 
ONGRLN_RI TAAGATAATACTGG

CCCATGCTTATCA 
146 

 ONGRLN_FI: Forward inner; ONGRLN_RI: Reverse inner; ONGRLN_RO: Reverse outer; 
ONGRLN_FO: Forward outer. 

 
As reações de PCR foram padronizadas com base no protocolo de 

MEDRANO; OLIVEIRA (2014), contendo 1 µL de DNA, 0,5 µL de cada primer 
interno e externo, 0,5 mM de dNTP, 0,3 µL de Taq-DNA-polimerase (5 U/µL) e 2,5 
µL de tampão 10 X concentrado (tris−HCl 10 mM, KCl 500 mM, MgCl2 15 mM). As 
amostras foram submetidas a 94°C por 5 min, seguido de 35 ciclos de desnaturação 
a 94°C por 20 s, anelamento a 56,5°C por 20 s, extensão a 72°C por 35 s e por fim 
extensão final a 72°C por 10 minutos. Após a amplificação do DNA, os fragmentos 
foram visualizados por eletroforese em gel de agarose a 2% com 50 minutos de 
corrida a 150 volts corado com solução de fluorescência GelRed em tampão SB1X. 

 
3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

  
 A técnica de tetra-primer ARMS-PCR foi eficientemente otimizada para 
determinar a mutação no gene da Grelina, visto que, para sua visualização no gel 
de agarose a 2% foi eficaz (Figura 1). Este protocolo requer medidas de otimização 
mais extensas, como temperatura de anelamento, proporções de primers, 
qualidade do DNA, assim como, concentrações de dNTP e Taq DNA polimerase 
(MEDRANO; DE OLIVEIRA, 2014). 
 
Figura 1 – Foto gel de agarose a 2% mostrando o resultado do PCR pela técnica 
de tetra-primer ARMS-PCR para o gene da Grelina em tilápias-do-Nilo. 



 

 

 
 

N: negativo; M: marcador (50pb); 1 a 7: Amostras. 

  
 Através da visualização do gel de agarose (Figura 1), pode-se observar, nas 
amostras 1, 2 e 3, a presença dos padrões dos fragmentos de três bandas, onde o 
fragmento de 274 pb é referente a amplificação dos primers externos (controle 
positivo), o fragmento de 185 é determinado pelo SNP C e o fragmento de 146 pb 
pelo SNP T, identificando os indivíduos como heterozigotos (C/T). Já nas amostras 
4, 5, 6 e 7 a presença de dois fragmentos, sendo o controle positivo e a banda do 
SNP C, portanto, distinguindo das amostras 1 a 3, sendo homozigotos (C/C).  
 CHEN et al., (2020) em seu estudo, investigaram polimorfismo de sequência 
única em tilápias-do-Nilo e destacaram que a grelina está intimamente associada 
as características de crescimento visto que a mesma está relacionada a ingestão 
de alimentos, além de considerar o papel regulador dos genes ligados ao apetite, 
melhorando o desempenho dos animais. 

 
4. CONCLUSÕES 

 
 A técnica de otimização através ARMS-PCR para a identificação de 
mutações do tipo SNP (C/T) no gene da Grelina em populações de tilápias atendeu 
às expectativas da pesquisa, demonstrando que a técnica é eficaz. Ainda se 
destaca que esta técnica fornecerá dados genéticos para futuros métodos de 
melhoramento, a fim de melhorar o desempenho dos animais. 
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