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Resumo – O objetivo deste trabalho foi avaliar a diversidade genética em quatro estoques de tambaquis 
(Colossoma macropomum) de diferentes regiões do Brasil, por meio de marcador RAPD. Foram utilizados 10 
iniciadores para analisar 116 indivíduos, coletados de pisciculturas nos municípios de Urupá, RO, Teixeirópolis, 
RO, Neópolis, SE e Sorriso, MT. Foram encontradas diferenças nas frequências de 67 fragmentos, com um 
fragmento exclusivo em Sorriso e dois em Neópolis. Observaram-se altos valores de polimorfismo (72,92 a 
83,33%), diversidade genética de Nei (0,27 a 0,30) e índice de Shannon (0,39 a 0,45). A análise da variância 
molecular, demonstrou que a maior parte da variação está dentro de cada estoque e não entre os estoques. 
A identidade e a distância genética entre os agrupamentos variou de 0,93 a 0,98 e 0,02 a 0,07, respectivamente, 
com menos distância entre os agrupamentos Urupá x Sorriso e entre Teixerópolis x Neópolis. A diferenciação 
genética variou de baixa a moderada (Fst = 0,03 a 0,15) e o número de migrantes por geração foi alto  
(Nm = 5,96 a 24,3), entre os agrupamentos. Os estoques apresentam alta variabilidade e baixa diferenciação e 
distância genética entre si.

Termos para indexação: Colossoma macropomum, diversidade genética, RAPD.

Genetic variability of tambaqui (Teleostei: Characidae)  
from different regions of Brazil

Abstract – The objective of this study was to evaluate the genetic diversity of four broodstocks of tambaqui 
(Colossoma macropomum) from different regions of Brazil using RAPD markers. Ten primers were used to 
analyze 116 individuals, collected from fish cultures of three municipalities in Brazil: Urupá, RO; Teixeirópolis, 
RO; Neópolis, SE; and Sorriso, MT. Differences in the frequencies of 67 fragments were found, with a unique 
fragment in Sorriso and two in Neópolis. High values of polymorphism (72.92 to 83.33%), Nei's genetic 
diversity (from 0.27 to 0.30) and Shannon index (from 0.39 to 0.45) were observed. Analysis of molecular 
variance showed that most of the variation is within each broodstock and not among them. The identity and 
genetic distance among the groups ranged from 0.93 to 0.98 and from 0.02 to 0.07, respectively, with less 
distance between clusters Urupá x Sorriso and Teixerópolis x Neópolis. Genetic differentiation ranged from 
low to moderate (Fst = 0.03 to 0.15) and the number of migrants per generation was high (Nm = 5.96 to 24.3) 
among the groups. Stocks have high variability and low genetic differentiation and distance among them.

Index terms: Colossoma macropomum, genetic diversity, RAPD.

Introdução

A produção brasileira da aquicultura continental 
foi de 191.183,5 Mg, em 2007 (Instituto Brasileiro do 
Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renováveis, 
2008). As principais espécies de peixes utilizadas na 
aquicultura das Regiões Norte, Nordeste e Centro-Oeste 
são tilápia, carpa, tambaqui, tambacu e curimatã. 

O tambaqui (Colossoma macropomum) foi a espécie 
nativa com maior produção aquícola (26.662 Mg), 
atrás apenas das espécies exóticas tilápia (Oreochromis 
niloticus) (71.253 Mg) e carpa-comum (Cyprinus 
carpio) (45.831,5 Mg), em 2007.

A espécie Colossoma macropomum pertence à 
ordem Characiformes e à família Characidae e ocorre 
naturalmente nas bacias dos Rios Amazonas e Orinoco, 
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na Região Norte do país. Por ser uma espécie reofílica 
e não se reproduzir espontaneamente em tanques,  a 
utilização de hormônios para a sua reprodução é 
necessária. Dessa forma, o manejo adequado do plantel 
de reprodutores é a chave para o sucesso reprodutivo 
em criações (Araújo-Lima & Gomes, 2005).

Existem diversos fatores que favorecem a criação 
de tambaqui, como fácil obtenção de juvenis, bom 
potencial de crescimento, alta produtividade e 
rusticidade (Araújo-Lima & Goulding, 1997). Portanto, 
o interesse em se estabelecer um pacote tecnológico 
para a criação da espécie é grande (Gomes et al., 2003). 
Atualmente, de cada cinco tambaquis consumidos, 
quatro são provenientes de cativeiro. Dessa forma, a 
piscicultura garante o abastecimento a preço baixo. 

Para que programas de conservação e produção de 
peixes apresentem resultados satisfatórios imediatos e 
de longo prazo, é necessário realizar o monitoramento 
genético dessas populações (Lopera Barrero et al., 
2009). Estudos demonstram que a diminuição da 
variabilidade genética em estoques de pisciculturas 
ocorre principalmente por manejo reprodutivo 
inadequado (Frost et al., 2006), deficiência no número 
efetivo de reprodutores (Aho et al., 2006) e seleção 
não intencional. O resultado dessas ações pode  
causar problemas de endogamia, adaptabilidade e 
sobrevivência das progênies (Povh et al., 2008a). 
Além disso, a variabilidade genética é fundamental 
para qualquer programa de melhoramento genético 
(Falconer, 1987). Portanto, a identificação do grau de 
variabilidade nos estoques de reprodutores é de grande 
importância para iniciar um programa de melhoramento 
(Lopes et al., 2009), pois o potencial evolutivo e de 
melhoramento depende da variabilidade genética (Melo 
et al., 2006). Assim, a correta identificação de estoques 
pode servir como ferramenta para o estabelecimento de 
bases de seleção, em programas de melhoramento. Este 
aspecto pode ser utilizado para aumentar a variabilidade 
genética e explorar positivamente o efeito da heterose 
(Mather, 2001).

Os marcadores moleculares são ferramentas 
importantes na análise da diversidade genética. 
Ultimamente, a técnica de RAPD (“Random Amplified 
Polymorphic DNA”) tem sido um eficiente instrumento 
utilizado em estudos de diversidade genética de peixes 
(Liu & Cordes, 2004), em razão do seu alto potencial 
de detecção de polimorfismo (Ali et al., 2004) e por se 
basear na PCR (“Polymerase Chain Reaction”), que é 

uma ferramenta simples, rápida e eficiente (Ferreira & 
Grattapaglia, 1998).

O objetivo deste trabalho foi avaliar a diversidade 
genética de estoques do peixe C. macropomum de 
diferentes Regiões do Brasil, por meio de marcador 
molecular RAPD. 

Material e Métodos

Foram coletadas amostras de nadadeira caudal 
dos estoques de reprodutores de C. macropomum 
provenientes de pisciculturas dos municípios de Urupá, 
RO (URO, 30 indivíduos), Teixeirópolis, RO (TRO, 
30 indivíduos), Neópolis, SE (NSE, 26 indivíduos) 
e Sorriso, MT (SMT, 30 indivíduos). O trabalho foi 
desenvolvido no Laboratório de Biologia Molecular do 
Departamento de Zootecnia da Universidade Estadual 
de Maringá, Maringá, PR, de janeiro a abril de 2009.

Para extração de DNA, foi utilizada a metodologia 
descrita por Lopera Barrero et al. (2008a). 
Em microtubos que continham aproximadamente 
0,5 cm2 das amostras de nadadeiras, foram adicionados 
550 µL de tampão de lise (50 mmol L-1 Tris-HCl, 
50 mmol L-1 EDTA, 100 mmol L-1 NaCl e 1% SDS) e 
7 µL de proteinase K (200 mg µL-1). Esse material foi 
incubado em banho-maria a 50ºC por 12 horas. 

O DNA foi precipitado com 600 µL de solução de 
NaCl (5 mol L-1) e centrifugado por 10 min a 14.645 g. 
O sobrenadante com o DNA foi transferido para novos 
microtubos (800 µL), precipitado com 700 µL de 
álcool etílico absoluto e incubado por 1 hora a -20ºC. 
Em seguida, o DNA foi centrifugado, lavado com 
700 µL de álcool etílico a 70%, suspendido em 85 µL 
de tampão TE (10 mmol L-1 Tris pH 8 e 1 mmol L-1 
EDTA) e tratado com 7 µL de RNAse (30 mg mL-1) 
em banho-maria, a 37ºC, por 1 hora. Após a realização 
desses procedimentos, a substância foi estocada em 
freezer a -20ºC.

O DNA foi quantificado em espectrofotômetro 
Shimadzu (Shimadzu Corporation, Kyoto, Japão) com 
absorbância de 260 nm. As amostras foram diluídas 
para uma concentração de 10 ng μL-1. Para conferir 
a qualidade do DNA extraído, foi realizada uma 
eletroforese em gel de agarose a 1%, conduzida em 
tampão TBE 1X (500 mmol L-1 Tris-HCl, 60 mmol L-1 
ácido bórico e 83 mmol L-1 EDTA), por 1 hora, a 
70 volts. 
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As condições de amplificação foram baseadas em 
procedimentos descritos por Williams et al. (1990) 
com modificações. O DNA foi amplificado em um 
volume de reação de 15 µL, no qual se utilizou tampão 
1X Tris-KCl, 2 mmol L-1 de MgCl2, 0,46 μmol L-1 de 
iniciador, 0,2 mmol L-1 de cada dNTP, uma unidade de 
Platinum Taq DNA Polimerase (Invitrogen, Carlsbad, 
EUA), e 10 ng de DNA alvo. O DNA foi desnaturado 
a 94ºC por 4 min e, em seguida, foram realizados 40 
ciclos, cada um consistindo de 1 min de desnaturação a 
94ºC, 30 s de anelamento do iniciador a 40ºC, e 2 min 
para extensão a 72ºC. 

Em seguida, realizou-se uma extensão final a 72ºC 
por 7 min. As reações de RAPD foram amplificadas 
em um termociclador Eppendorf Mastercycler 
Gradient. Foram escolhidos 10 diferentes iniciadores, 
com 10 bases, dos Kits OPA, OPW e OPX (Operon 
Technologies Ltd., Valencia, EUA), que apresentaram 
melhor definição e reprodutibilidade: OPA01, OPA02, 
OPA16, OPW02, OPW03, OPW04, OPW08, OPX02, 
OPX02, OPX04. 

Os produtos de amplificação foram separados em 
gel de agarose a 1,5%. Foram utilizados 15 µL do 
produto amplificado e 2 µL de tampão de amostra (40% 
sacarose e 0,25% azul de bromofenol) em eletroforese 
horizontal. A eletroforese foi conduzida em tampão 
TBE 0,5X (45 mmol L-1 Tris-Borato e 1 mmol L-1 
EDTA) por 4 horas, a 70 volts. Os géis de quantificação 
e amplificação foram visualizados sob radiação 
UV, depois da sua exposição com brometo de etídio 
(0,5 µg mL-1) por 1 hora. A imagem foi fotografada 
com uso do programa Kodak EDAS (Kodak 1D Image 
Analysis 3.5, New York, EUA).

O tamanho dos fragmentos obtidos com as 
amplificações foi estimado por comparação com o 
padrão ladder 100 pb (Invitrogen, Carlsbad, EUA). 
A presença ou ausência de fragmentos de tamanhos 
moleculares idênticos foi usada para a construção 
de uma matriz de similaridade com base no cálculo 
do coeficiente de similaridade de Jaccard, tendo-se 
codificado “1” como presença de fragmento e “0” como 
ausência. O índice de diversidade genética de Shannon, 
a diversidade genética de Nei (1973) e o dendrograma 
de distância genética de Nei (1978) foram obtidos com 
o programa PopGene 1.31 (Yeh et al., 1999). 

O programa TFPGA 1.3 (Miller, 1997) foi utilizado 
para determinar a percentagem de fragmentos 
polimórficos (critério de 95%), distância e identidade 

genética (Nei, 1978) entre os estoques e frequência 
dos fragmentos pelo teste exato (Raymond & Rousset, 
1995). O programa Arlequin 3.0 (Excoffier et al., 
2005) foi utilizado para determinar a diferenciação 
genética por meio das estimativas de Fst (coeficiente de 
ancestria) (Weir & Cockerham, 1984), e para análise 
de variância molecular (Excoffier et al., 1992). Para 
analisar a variância molecular entre os estoques, eles 
foram agrupados dois a dois, com todas as combinações 
possíveis, assim distribuídos: Urupá x Teixeirópolis; 
Urupá x Neópolis; Urupá x Sorriso; Teixeirópolis x 
Neópolis; Teixeirópolis x Sorriso; Neópolis x Sorriso. 

A significância desses testes foi verificada pelo 
método de permutações aleatórias, com uso de 1.000 
e 10.000 permutações. Esse programa também foi 
utilizado para determinar o número de migrantes 
por geração (Nm). A significância estatística do 
Fst foi obtida pelo teste X2 [c² = 2n FST (k-1);  
GL = (k-1)(s-1)], proposto por Workman & Niswander 
(1970), em que: n é o número de indivíduos nos 
dois grupos, k é o número de alelos e s, o número  
de grupos. A magnitude de diferenciação genética 
entre os estoques foi determinada segundo a definição  
de Wright (1978), para caracterizar como baixa  
(Fst = 0 a 0,05), moderada (Fst = 0,05 a 0,15), alta  
(Fst = 0,15 a 0,25) e muito alta (Fst>0,25).

Resultados e Discussão

Os dez iniciadores selecionados geraram 144 
fragmentos, que variaram de 12, para o iniciador 
OPW04, a 17 para o OPA02. O fragmento maior 
(2.500 pb) e o menor (200 pb) foram obtidos por meio 
da amplificação com os iniciadores OPX01 e OPW02, 
respectivamente. Dos 144 fragmentos obtidos, 135 
(93,75%) eram polimórficos (Tabela 1).

Foram observadas diferenças (p<0,05) na frequência 
de 67 dos 144 fragmentos. Fragmentos com baixa 
frequência (menor que 0,1000) foram observados em 
todos os estoques (URO, 4; TRO, 3; NSE, 5; e SMT, 
2) e 76 estiveram ausentes (frequência de 0,0000) nos 
diferentes estoques (URO, 26; TRO, 17; NSE, 12; e 
SMT, 21) (Figura 1). As baixas frequências, bem como 
a ausência desses fragmentos dentro de cada estoque, 
fatores que afetam a variabilidade genética, pode ser 
explicada pelo efeito “bottleneck” provocado pela 
seleção não intencional que se verifica durante os 
processos reprodutivos realizados em pisciculturas. 
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Esses processos que normalmente incluem a seleção de 
indivíduos com as melhores características fenotípicas 
ou reprodutivas podem levar ao acasalamento entre 
indivíduos geneticamente aparentados e gerar perda de 
variabilidade (Moreira et al., 2007). 

Outro fator que pode ter influenciado é o efeito 
fundador. Se o estoque for formado com poucos 
indivíduos ou os indivíduos selecionados não 
representarem geneticamente as populações originais, 
pode haver perda de variabilidade genética, que vai 
ocasionar a presença de baixas frequências ou ausência 
de fragmentos. Contudo, não é possível afirmar 
concretamente se esses dois fatores influenciaram as 

frequências, pois não existem informações do manejo 
reprodutivo realizado dentro de cada piscicultura nem 
da origem desses indivíduos. 

Foram encontrados 12 fragmentos limitantes 
(frequência de 1,000) distribuídos de forma diferente 
dentro de cada estoque (URO, 4; TRO, 2; NSE, 1; e 
SMT, 5) e três fragmentos exclusivos para os estoques 
SMT (OPX01, 2.500 pb) e NSE (OPA02, 220–450pb). 
Esses resultados são indicação de que, apesar de os 
estoques apresentarem fragmentos com baixa frequência 
e ausentes, existe alta variabilidade genética dentro de 
cada estoque. 

A variabilidade genética dentro dos estoques 
(Tabela 2) mostrou valores adequados de variabilidade, 
o que está de acordo com os resultados obtidos nas 
frequências. É esperado que, em estoques mantidos 
em cativeiro, exista uma diminuição da variabilidade 
genética, em consequência do efeito da seleção 
intencional e do acasalamento entre parentais 
(Lopera Barrero et al., 2010), porém, os resultados 
do presente estudo não contêm evidências de grande 
perda de variabilidade genética. 

Outros autores, que têm pesquisado a variabilidade 
genética de espécies nativas brasileiras mantidas 
em cativeiro, relataram resultados semelhantes aos 
encontrados no presente estudo. Lopes et al. (2009) 
analisaram dois estoques de C. macropomum, oriundos 
do Estado de Rondônia, e encontraram valores maiores 

Tabela 1. Sequência dos iniciadores e de nucleotídeos, 
porcentagem de bases púricas (G+C), e número e pares de 
bases dos fragmentos observados nos estoques de Colossoma 
macropomum.

Figura 1. Gel de agarose a 1,5% do iniciador OPA16, com caracterização de um fragmento de 1.100 pb, excluído no estoque 
de Colossoma macropomum de Urupá, RO (amostras 11 a 16). Amostras de 1 a 10, estoque de Sorriso, MT. M, marcador de 
peso molecular.

Iniciador Sequência de
nucleotídeos

(G + C) N de
o

fragmentos
Pares de bases

OPA01 CAG GCC CTT C 70 14 300–2.072

OPA02 TGC CGA GCT G 70 17 220–2.072

OPA16 AGC CAG CGA A 60 15 290–2.150
OPW02 ACC CCG CCA A 70 15 200–1.850

OPW03 GTC CGG AGT G 70 14 300–2.072

OPW04 CAG AAG CGG A 60 12 230–2.072
OPW08 GAC TGC CTC T 60 14 480–2.200

OPX01 CTG GGC ACG A 70 13 300–2.500

OPX02 TTC CGC CAC C 70 14 310–2.100
OPX04 CCG CTA CCG A 70 16 390–2.200

Total - - 144 200–2.500
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para o índice de Shannon (0,47 e 0,44) e percentagem 
de fragmentos polimórficos (77,0 e 75,0), e concluíram 
que existe alta variabilidade genética. Lopera Barrero 
et al. (2008b) analisaram dois estoques de Prochilodus 
lineatus, e também encontraram valores superiores 
para índice de Shannon (0,47 e 0,46) e percentagem 
de fragmentos polimórficos (83,12 e 81,82). Por sua 
vez, Povh et al. (2008b), ao analisar um estoque 
de Piaractus mesopotamicus, observaram valores 
inferiores aos do presente trabalho, quanto ao índice 
de Shannon e percentagem de fragmentos polimórficos 
(0,29 e 56,53, respectivamente), e atribuíram esse 
resultado a um manejo inadequado dos reprodutores 
daqueles plantéis. 

Por meio das análises comparativas dos diferentes 
agrupamentos, observou-se que a maior parte da 

variação está dentro de cada estoque e não entre os 
estoques de C. macropomum (Tabela 3). A distância 
e a identidade genética entre estoques mostraram 
que existe maior semelhança entre URO x SMT e 
TRO x NSE, o que foi evidenciado pelos valores de 
FST, de 0,03 e 0,05, respectivamente, que, segundo a 
definição de Wright (1978), são indicação de baixa 
diferenciação genética. Os outros agrupamentos 
apresentaram moderada diferenciação, com alto número 
de migrantes (Nm) (Tabela 4). Não é possível saber como 
se formaram os estoques iniciais de C. macropomum, pois 
não existem informações sobre a origem desses indivíduos. 
Lopes et al. (2009) também encontraram alto número de 
migrantes por geração (13,35) para C. macropomum, o 
que sugere a existência de um fluxo gênico entre esses 
estoques, com um reservatório de genes semelhantes. 

 O marcador molecular RAPD pode ser utilizado com 
sucesso na avaliação do nível de variabilidade genética 
de estoques mantidos em cativeiro, já que permite 
obter um perfil genético dos indivíduos estudados. 
Entretanto, deve-se considerar a realização de outras 
investigações com uso de novas técnicas moleculares 
que permitam a obtenção de mais informações. 

Fonte de variação Quadrado médio CV (%) Variação (%) Distância Identidade genética
Urupá, RO x Teixeirópolis, RO

Entre estoques 78,550 2,01720 10,06* 0,0465 0,9546
Dentro de estoques 1.045,967 18,03391 89,94 - -
Total 1.124,517 20,05111 100,00 - -

Urupá, RO x Neópolis, SE
Entre estoques 93,115 2,76099 14,56* 0,0579 0,9438
Dentro de estoques 874,903 16,20190 85,44 - -
Total 968,018 18,96289 100,00 - -

Urupá, RO x Sorriso, MT
Entre estoques 28,450 0,45270 2,95* 0,0176 0,9835
Dentro de estoques 862,400 14,86897 97,05
Total 890,850 15,32167 100,00 - -

Teixeirópolis, RO x Neópolis, SE
Entre estoques 21,566 0,42514 4,19* 0,0180 0,9822
Dentro de estoques 525,041 9,72298 95,81 - -
Total 546,607 10,14812 100,00 - -

Teixeirópolis, RO x Sorriso, MT
Entre estoques 72,467 1,96619 12,73* 0,0546 0,9469
Dentro de estoques 781,900 13,48103 87,27 - -
Total 854,367 15,44722 100,00 - -

Neópolis, SE x Sorriso, MT
Entre estoques 74,371 2,20657 14,60* 0,0701 0,9323
Dentro de estoques 696,736 12,90250 85,40 - -
Total 771,107 15,10910 100,00 - -

Tabela 2. Índice de Shannon (IS), diversidade genética de 
Nei (1973) e porcentagem de fragmentos polimórficos (FP) 
para os estoques de Colossoma macropomum.

Tabela 3. Análise de variância molecular, para os diferentes agrupamentos utilizados nas populações de Colossoma 
macropomum(1).

*Significativo a 5% de probabilidade.
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Conclusões

1. Os estoques de tambaqui das regiões analisadas 
apresentam alta variabilidade genética, com maiores 
valores em Teixeirópolis, RO, e em Neópolis, SE.

2. Os estoques de tambaqui das regiões analisadas 
apresentam moderada diferenciação e baixa distância 
genética entre si.
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