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Resumo – O objetivo deste trabalho foi determinar a associação de polimorfi smos no gene do hormônio de 
crescimento GH1 às características corporais, em linhagens de tilápia-do-nilo (Oreochromis niloticus). Foram 
coletados fragmentos da nadadeira caudal de exemplares das linhagens, aos cinco meses de idade, para as 
análises de “polymerase chain reaction-restriction fragment lenght polymorphism” (PCR-RFLP). Foram 
realizadas as seguintes mensurações: comprimento total, comprimento padrão, altura, largura e comprimento 
da cabeça. Realizou-se a amplifi cação de um fragmento com 652 pb do gene GH1, com subsequente restrição 
com a enzima PstI. Para a análise de associação do marcador molecular com as características quantitativas, 
utilizou-se o procedimento GLM do SAS. O polimorfi smo descrito para o íntron 1, do gene GH1 da tilápia-
do-nilo, apresentou correlação signifi cativa com o comprimento total, comprimento padrão, altura e largura 
corporal. Foi verifi cado que o genótipo PstI+/- está associado ao melhor crescimento, independentemente da 
linhagem. A associação verifi cada pode ter ocorrido em razão do efeito direto da regulação do próprio gene GH.

Termos para indexação: Oreochromis niloticus, enzima de restrição, hormônio do crescimento, PCR-RFLP. 

Polymorphism in the GH1-PstI gene associated to corporal characteristics 

in Nile tilapia strains

Abstract – The objective of this study was to determine the association of polymorphisms in the growth 
hormone gene GH1 with the corporal characteristics in Nile tilapia (Oreochromis niloticus) strains. Fragments 
of the caudal fi n were collected from 5-month old fi shes for analysis by polymerase chain reaction - restriction 
fragment length polymorphism (PCR-RFLP). The following measurements were accomplished: total length, 
standard length, height, width, and head length. A fragment with 652 bp of the GH1 gene was amplifi ed with 
subsequent restriction with the enzyme PstI. For the analysis of the association of the molecular marker with 
the quantitative traits the SAS GLM procedure was used. The polymorphism described for the intron 1 of the 
GH1 gene of Nile tilapia had signifi cant correlation with total length, standard length, and body height and 
width. It was found that the genotype PstI+/- is associated with better performance regardless of strain. Such 
association may be due to direct effect of the GH gene own regulation.

Index terms: Oreochromis niloticus, restriction enzyme, growth hormone, PCR-RFLP.

Introdução

Os ganhos decorrentes das inovações realizadas na 
produção animal, nutrição e seleção genética têm sido 
amplamente explorados na aquicultura, com o intuito 
de melhorar as taxas de crescimento natural de peixes 
(Fjalestad et al., 2003). Este crescimento adicional 
pode proporcionar vantagens como a redução do tempo 
de produção e melhoria da efi ciência e conversão 
alimentar. 

Em um programa de melhoramento genético 
de tilápias-do-nilo (Oreochromis niloticus), as 
características de crescimento são as de maior 

relevância econômica. Segundo Sánchez-Ramos 
et al. (2006), a totalidade de genes que afetam as 
características de crescimento ainda é desconhecida, 
porém, já se tem defi nida uma série de genes candidatos, 
como os genes do hormônio do crescimento (GH), 
da prolactina (PRL), da somatolactina (SL), do fator 
de crescimento semelhante à insulina (IGF) e da 
miostatina (MSTN). 

A estrutura do gene GH de tilápias-do-nilo foi 
determinada por Ber & Daniel (1992). Segundo os 
autores, o gene GH da tilápia-do-nilo possui 3.165 pb e é 
constituído por seis éxons e cinco íntrons, similarmente 
a outros teleósteos como o salmão-do-atlântico  –  



600 D.V. Blanck et al.

Pesq. agropec. bras., Brasília, v.44, n.6, p.599-604, jun. 2009

Salmo salar (Johansen et al., 1989) – e a dourada – 
Sparus aurata (Sánchez-Ramos et al., 2004).

Diferentes formas do gene GH estão presentes 
em várias espécies de vertebrados. A tilápia-do-nilo 
apresenta dois genes que codifi cam o hormônio do 
crescimento, os quais são altamente similares, com 
arranjo similar de íntrons e éxons que codifi cam 
polipeptídeos idênticos. A presença de dois genes GH 
(GH1 e GH2) no genoma de tilápia, segundo Ber & 
Daniel (1993), pode ser consequência de um evento de 
duplicação relativamente recente.

De acordo com Gross & Nilsson (1999), em razão 
do alto impacto na regulação do crescimento e por estar 
envolvido em diversas outras funções metabólicas, o 
gene GH é um alvo potencial para estudos de variação 
genética e de sua associação com características 
de crescimento de peixes. Variações no gene GH 
se mostraram associadas a várias características 
quantitativas (crescimento, qualidade de carne, 
produção de ovos, produção de leite, resistência à 
doenças etc.), em aves, bovinos e suínos (Kuhnlein 
et al., 1997; Di Stasio et al., 2003; Tambasco et al., 
2003; Zhou et al., 2005; Faria et al., 2006; Katoh 
et al., 2008). Em peixes como o salmão-do-atlântico, o 
linguado (Paralichthys olivaceus) e a dourada, alguns 
estudos de associação de polimorfi smos no gene GH 
com o peso já têm sido relatados (Gross & Nilsson, 
1999; Kang et al., 2002; Sánchez-Ramos et al., 2006). 
No entanto, associações com outras características de 
interesse, em diferentes ambientes, são ainda escassas. 

Estudos de associações podem ser aplicados como 
critério de seleção em programas de melhoramento 
genético de espécies aquícolas. 

O objetivo deste trabalho foi investigar a associação 
do polimorfi smo PstI, no íntron 1 do gene do hormônio 
de crescimento GH1, com as características de 
desempenho das linhagens de tilápia-do-nilo: Chitralada 
e GIFT (“genetically improved farmed tilapia”).

Material e Métodos

Foram utilizados 321 animais, provenientes de um 
experimento de avaliação de desempenho de linhagens 
de tilápia-do-nilo cultivadas em tanques-rede, sob 
condições idênticas, em que 178 exemplares pertenciam 
à linhagem Chitralada (não selecionada) e 143 à 
linhagem GIFT. Os alevinos revertidos da linhagem 
Chitralada (11a geração no Brasil) foram obtidos de 

uma piscicultura localizada em Palotina, PR, e os 
da linhagem GIFT (1a geração no Brasil), obtidos da 
Estação Experimental de Piscicultura, da Universidade 
Estadual de Maringá, Maringá, PR. O experimento 
de desempenho das linhagens em tanques-rede foi 
realizado nos meses de abril a agosto de 2007, no rio do 
Corvo, que compõe o Lago de Rosana, no Município 
de Diamante do Norte, PR.

No momento do abate dos animais, aos cinco meses 
de idade, foram coletados fragmentos da nadadeira 
caudal dos 321 exemplares de ambas as linhagens para 
as análises de  “polymerase chain reaction-restriction 
fragment lenght polymorphism” (PCR-RFLP). Foram 
realizadas as seguintes mensurações: comprimento total, 
comprimento padrão, altura, largura e comprimento 
da cabeça. As amostras foram acondicionadas em 
microtubos com etanol a 90% e levadas ao Laboratório 
de Biologia Molecular, do Departamento de Zootecnia, 
da Universidade Estadual de Maringá.

As extrações do material genômico foram realizadas 
conforme protocolo que utiliza NaCl saturado 
(Aljanabi & Martinez, 1997), com modifi cações. 
Realizaram-se três lavagens das amostras com etanol 
a 70%, tendo-se adicionado posteriormente 550 µL de 
tampão de lise (50 mmol L-1 de Tris-HCl, 50 mmol L-1 
de EDTA, 100 mmol L-1 de NaCl e 1% de SDS) e 
5 µL de proteinase K (200 µg mL-1). As amostras 
foram incubadas em banho-maria, a 55ºC durante a 
noite e, após esse período, adicionaram-se 600 µL de 
NaCl (5 mol L-1) a cada amostra, as quais foram 
centrifugadas a 12.400 g por 10 min. De cada amostra, 
coletaram-se 800 µL de sobrenadante, que foram 
transferidos para outro microtubo com adição de 700 µL 
de etanol absoluto a 4oC. Depois de completamente 
precipitado, o DNA foi lavado, seco em estufa a 37oC e 
ressuspendido em 100 µL de tampão TE (10 mmol L-1 
de Tris pH 8 e 1 mmol L-1 de EDTA). A extração e 
a integridade das amostras de DNA foram avaliadas 
em gel de agarose a 0,8%, revelado com 0,5 µg mL-1 
de brometo de etídeo e visualizado em transluminador 
com luz ultravioleta. As amostras foram quantifi cadas 
e padronizadas a 100 ng µL-1 de DNA e estocadas a 
-20oC, até o momento das amplifi cações.

Um par de iniciadores específi cos (5’-CAGCGGT 
GTTTTTTCATGT-3’ e 5’-CGGTTCCCTTGACATC 
AAAT-3’) foram construídos conforme a sequência 
referência do gene GH1 de tilápia-do-nilo (Ber & Daniel, 
1993), obtida no GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/), 
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pelo número de acesso M97766. O DNA genômico 
foi amplifi cado em volume de reação de 25 µL, em 
que 24,5 µL eram de solução “mix” e 0,5 µL de DNA 
molde (50 ng). Assim, o “mix” foi constituído por: 
tampão Tris-KCl 1X (Tris-HCl 20 mmol L-1 pH 8,4 e 
KCl 50 mmol L-1), 2 mmol L-1 de MgCl2, 0,50 µmol L-1 
de iniciadores GH1-P1, 0,25 mmol L-1 de dNTPs 
e 0,6 unidade de Taq DNA Polimerase Platinum. 
As PCR foram realizadas em termociclador Eppendorf 
Mastercicle Gradient ou Techne TC-412, programados 
para 35 ciclos, com passo inicial de desnaturação a 
95oC por 4 min e passo fi nal de extensão a 72oC por 
4 min. Cada ciclo foi constituído por 30 s a 95oC, 2 min 
a 68oC e 1 min e 30 s a 72oC. 

A genotipagem dos animais para o fragmento de 
652 pb do gene GH1 foi feita pela técnica PCR-RFLP, 
que consistiu na digestão dos produtos de PCR 
com o uso da enzima de restrição PstI, no sítio de 
restrição 5’-CTGCA↓G-3’, localizado no íntron 1 
(posição 1.915 pb) da sequência referência, que gerou 
fragmentos de restrição com 468 e 184 pb (Figura 1). 
A reação de digestão dos produtos de PCR foi preparada 
com buffer 1X (1,2 µL), aproximadamente 500 ng de 
DNA amplifi cado (2 µL) e uma unidade de enzima de 
restrição, com volume total de 12 µL. A digestão foi 
realizada em termocicladores programados em dois 
ciclos, um a 37oC por 4 horas e outro para a inativação 
da enzima a 65oC a 20 min. 

Os genótipos foram avaliados em gel de 
poliacrilamida desnaturante a 10%, revelado 
pelo método de coloração com nitrato de prata 
(Bassam et al., 1991), e comparados ao padrão de 
peso molecular de 1 kb Plus. Os genótipos foram 
determinados nas duas linhagens, conforme a ausência 
ou presença de sítios de restrição no fragmento do 
gene GH1, em que o homozigoto PstI+/+ corresponde 
ao genótipo com o mesmo sítio de restrição nos dois 
cromossomos, PstI+/- ao genótipo heterozigoto com 
sítio de restrição em somente uma das fi tas, e PstI-/- 
ao genótipo homozigoto em que não houve digestão, 
em razão de mutações nos sítios de restrição dos dois 
cromossomos.

A análise de associação entre as características 
avaliadas e o marcador molecular foi realizada pelo 
procedimento GLM (“general linear models”) do 
SAS (SAS Institute, 2003), de acordo com o modelo: 
yij = µ + li + gj + (lg)ij + εij, em que: yij é o valor observado 
da característica na linhagem i do genótipo j; µ é o 

Figura 1. Análise em gel desnaturante de poliacrilamida 
a 10%, relativo às restrições com a enzima PstI do 
íntron 1 do gene GH1 de tilápia-do-nilo, revelado em 
nitrato de prata. Canaletas 1C e 2C indicam os genótipos 
heterozigoto PstI+/- (652 pb, 468 pb e 184 pb) e homozigoto 
PstI+/+ (468 pb e 184 pb), respectivamente, da linhagem 
Chitralada. Canaletas 1G e 2G indicam genótipos 
homozigotos PstI+/+ (468 pb e 184 pb) da linhagem GIFT. 
M indica o padrão de peso molecular de 1 kb Plus.

200 pb

100 pb

500 pb

650 pb

M2G1G2C1C
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efeito médio global da população; li é o efeito fi xo da 
linhagem i; gj é o efeito fi xo do genótipo j; (lg)ij é o 
efeito da interação entre as linhagens e os genótipos; e 
εij é o erro aleatório associado a cada observação (Littell 
et al., 1991). O teste de Tukey (p<0,05) foi utilizado para 
a comparação das médias das variáveis mensuradas.

O genótipo PstI-/- foi excluído das análises por 
apresentar apenas três indivíduos representantes dessa 
classe de efeito fi xo.

Resultados e Discussão

De acordo com a sequência referência do gene 
GH1 da tilápia-do-nilo (Ber & Daniel, 1993), o par de 
iniciadores desenhado amplifi cou satisfatoriamente o 
fragmento de tamanho esperado de 652 pb, tanto na 
linhagem Chitralada como na GIFT.

A região polimórfi ca do fragmento de 652 pb, do gene 
GH1 das linhagens de tilápia-do-nilo, foi detectada pela 
enzima PstI, que possui seu sítio de restrição na região 
não codifi cadora íntron 1. Variantes polimórfi cas nos 
íntrons 1 e 3 do gene GH de dourada foram obtidas com 
o uso da enzima PstI pela técnica RFLP (Almuly et al., 
2000), porém, estudos de associação de polimorfi smos 
obtidos com essa enzima aos caracteres de produção, 
até o momento, não foram realizados em espécies de 
peixes. 

O fato de o polimorfi smo encontrado neste trabalho 
ocorrer em região não codifi cadora não signifi ca que 
essa mutação seja necessariamente neutra, uma vez 
que, segundo Gross & Nilsson (1999), é possível a 
ocorrência de efeito de ligação (efeito “carona”) entre 
genes e regiões gênicas. A ocorrência de polimorfi smos 
no íntron 1 e sua associação ao crescimento já foram 
relatadas em peixes como o linguado (Kang et al., 
2002), o salmão-do-atlântico (Gross & Nilsson, 1999), 
a truta “Artic charr” (Salvelinus alpinus) (Tao & 
Boulding, 2003) e a dourada (Sánchez-Ramos et al., 
2006). Também foram observados polimorfi smos no 

gene GH, em regiões não codifi cadoras, associados à 
produção, em bovinos, aves e suínos (Kuhnlein et al., 
1997; Zhou et al., 2005; Faria et al., 2006).

Entre as variáveis analisadas nas linhagens Chitralada 
e GIFT, a altura não diferiu signifi cativamente; nas 
características restantes, com exceção da largura, a 
linhagem Chitralada foi superior (p<0,05). Assim, de 
maneira geral, a linhagem GIFT, quando cultivada 
em tanques-rede, apresentou menor desenvolvimento 
corporal, em relação à linhagem Chitralada (Tabela 1). 

Contrariamente aos valores de crescimento das 
linhagens avaliadas no presente trabalho, Fülber 
(2007) verifi cou desempenho superior da linhagem 
GIFT em relação à Chitralada, cultivadas em sistema 
semi-intensivo (com baixa taxa de renovação de água 
e alimentadas com 25% de PB). Dan & Little (2000) e 
Ridha (2006) também observaram desempenho superior 
da linhagem GIFT em relação à Chitralada, cultivadas 
tanto em viveiros de terra quanto em gaiolas.

Os resultados do presente trabalho indicam a 
existência de algum tipo de interação genótipo x 
ambiente ou, ainda, que a linhagem GIFT não está 
bem adaptada às condições brasileiras. Estudos de 
interação genótipo x ambiente, com estoques de 
tilápia-do-nilo, relatam a existência signifi cativa 
desse tipo de interação (Macaranas et al., 1997; 
Eknath et al., 2007), em que os viveiros de terra são, 
provavelmente, os melhores ambientes de cultivo 
(Eknath et al., 2007). Além de considerações acerca da 
interação genótipo x ambiente, segundo Osure & Phelps 
(2006), estudos de comparações entre linhagens de 
tilápia devem levar em consideração a forte infl uência 
da pressão de seleção, praticada de modo associado ao 
processo de domesticação, como critérios de escolha 
da linhagem a ser cultivada. 

A variação no gene GH1, observada na tilápia-do-nilo, 
pode estar associada diretamente às características corporais, 
uma vez que o genótipo heterozigoto PstI+⁄- foi superior 
ao genótipo homozigoto PstI+⁄+, independentemente da 

Variável Linhagem Genótipo

Chitralada GIFT PstI+/+
PstI+/-

Comprimento total (cm) 29,09±1,52a 28,11±1,47b 28,51±1,49b 29,32±1,53a

Comprimento padrão (cm) 23,91±1,22a 23,31±1,19b 23,54±1,21b 24,14±1,24a
Altura (cm) 10,09±0,84a 9,97±0,83a 9,99±0,83b 10,27±0,85a

Largura (cm) 4,50±0,24b 4,58±0,24a 4,52±0,24b 4,61±0,24a

Comprimento da cabeça (cm) 7,37±0,39a 7,09±0,39b 7,21±0,38a 7,42±0,39a

Tabela 1. Características de desempenho das linhagens de tilápia-do-nilo e dos genótipos GH1-PstI.

(1)Médias±desvio-padrão seguidas de letras iguais, nas linhas, não diferem entre si pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.



Polimorfi smo no gene GH1-PstI 603

Pesq. agropec. bras., Brasília, v.44, n.6, p.599-604, jun. 2009

linhagem, quanto ao comprimento total, comprimento 
padrão, altura e largura (Tabela 1). Resultados 
encontrados em estudos de associação de polimorfi smos 
no gene GH, em que os genótipos heterozigotos foram 
superiores aos homozigotos quanto às características 
de produção, em outros animais de cultivo (Reis et al., 
2001; Kansaku et al., 2003), são corroborados pelos 
obtidos no presente trabalho. Nenhuma interação entre 
linhagem e genótipo foi encontrada em relação às 
características avaliadas.

De acordo com os resultados do presente trabalho, 
parece coerente a construção de linhagens de 
tilápia-do-nilo altamente isogênicas para o loco 
GH1-PstI, para fi ns de exploração de vigor híbrido 
e, consequentemente, de desenvolvimento de uma 
linhagem comercial (F1) com alto potencial de 
desempenho. 

Conclusões

1. Existe associação do polimorfi smo do gene 
GH1-PstI com as características de desempenho de 
linhagens de tilápia-do-nilo.

2. A associação verifi cada pode ocorrer em razão do 
efeito direto da regulação do próprio gene do hormônio 
do crescimento.
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