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resumo: A espécie Colossoma macropomum (tambaqui), muito cultivada em piscicultura por todo o 
Brasil, já apresenta perda de variabilidade genética em alguns estoques. O objetivo deste trabalho foi 
testar para esta espécie a amplificação cruzada de 52 locos microsatélites desenvolvidos originalmen-
te para outras espécies da ictiofauna. Para tanto, foram coletados indivíduos de tambaqui de piscicultura 
da região de Goiânia, Brasil, e a extração do DNA para amplificação foi feita a partir de tecido muscular. 
Os testes de amplificação cruzada foram realizados alterando as temperaturas de cada loco, buscando 
a padronização da amplificação. Dos 52 locos testados, 16 apresentaram resultados satisfatórios de 
amplificação cruzada, o que permitiu a definição dos genótipos. Esses resultados indicam que existe 
um grande potencial de transferibilidade de marcadores microssatélites entre espécies diferentes da 
ictiofauna. Esses marcadores podem ser usados em estudos genético-populacionais desta espécie nos 
programas de conservação, manejo e melhoramento deste recurso pesqueiro.

pAlAVrAs-chAVe: Marcadores genéticos, peixe, transferibilidade.

AbstrAct: Colossoma macropomum (tambaqui) is a widely grown species in fish farms troughout Brazil, 
and is already showing genetic variability loss in some stocks. This study aimed at testing the cross-
amplification in this species based on 52 microsatellite loci originally developed for other fish species. 
Tambaqui individuals were collected in fish farms in Goiânia, Brazil, and the DNA for amplification was 
extracted from muscle tissue. The cross-amplification tests were performed changing the temperature 
of each locus, sear ching for amplification standardization. Among the 52 tested loci, 16 showed satis-
factory cross-amplification results, which allowed the definition of genotypes. These results indicate the 
existence of a great potential for microsatellite markers transferability among different fish species. 
These markers can be used in population-genetic studies of this species in conservation programs, ma-
nagement, and improvement of this natural resource.

Key words: Genetic markers, fish, transferability.

introdução

A espécie Colossoma macropomum 
(Cuvier, 1818) é uma das maio-
res da família Characidae (Araú-

jo Lima & Gouding, 1998), podendo atingir 
até 30 kg na natureza. É a principal espécie 
comercial da Amazônia, com produção de 
25.000 t em 2005 (IBAMA, 2005). Esse peixe é 

popularmente conhecido como tambaqui e 
encontra-se sob risco de sobrexploração de-
vido ao seu alto valor comercial (Villacorta-
Correa & Saint-Paul, 1999). Segundo Maga-
lhães et al. (2002), populações naturais de 
peixes apresentam maior diversidade gené-
tica que as artificiais, o que representa ausên-
cia de acompanhamento genético na criação 
desses animais. 
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Os marcadores microssatélites apresen-
tam padrão de herança co-dominante e têm 
sido utilizados para responder questões acer-
ca de tamanho efetivo da população, estrutura 
genética, taxa de migração, sistemas de acasa-
lamento e conservação de recursos genéticos 
(Brondani et al., 2003; Moretzohn, 2006; Simon 
et al., 1999). A principal desvantagem desses 
marcadores é a necessidade do conhecimento 
prévio do genoma para o desenvolvimento de 
primers espécie-específicos. Essa fase envolve 
várias etapas, incluindo a construção de bi-
bliotecas genômicas (Grattapaglia et al., 2008), 
o que torna o isolamento dessas regiões mi-
crossatélites trabalhoso e de alto custo (Gupta 
& Varshney, 2000), limitando o número de es-
pécies a serem estudadas (Gao et al., 2005).

Alguns estudos demonstraram que exis-
te a possibilidade de amplificação cruzada dos 
primers de regiões microssatélites originalmen-
te desenvolvidos para outra espécie, possibili-
tando sua utilização em espécies próximas do 
ponto de vista evolutivo, sem custos adicio-
nais para o desenvolvimento do primer (Kat-
zir et al., 1996; Matsuoka et al., 2002; Plieske & 
Struss, 2001; Saha et al., 2006).

O objetivo do presente estudo foi avaliar 
a amplificação cruzada de marcadores de regi-
ões microssatélites para C. macropomum a partir 
de primers desenvolvidos originalmente para 
outras espécies de peixes da ictiofauna neotro-
pical.

mAteriAl e métodos

As coletas foram realizadas em piscicul-
tura da região de Goiânia, Goiás, totalizando 
45 alevinos. A extração do DNA total foi feita a 
partir de, aproximadamente, 20 mg de tecido 
muscular, utilizando o Genomic PrepTM Cells 
and Tissue DNA Isolation Kit (Amersham 
Pharmacia Biotech Inc.). O DNA de cada um 
dos indivíduos foi quantificado por compa-
ração com Low DNA Mass Ladder (Invitro-
genTM) em gel de agarose 1,5% corado com 
brometo de etídeo (0,5 mg.L-1). A eletrofo-
rese horizontal foi conduzida com tampão 
TBE 1X (Tris-base 8,9 mM.L-1, ácido bórico 
8,8 mM.L-1 e EDTA 10 mM.L-1)  por 1 h a 100 V. 
A imagem foi capturada pelo sistema EDAS 
(Kodak 1D Image Analysis 3.5) e armazenada 
para posterior análise. Depois de quantifi-
cado, o DNA de cada indivíduo foi diluído 
para a concentração final de aproximada-
mente 5 ng.µL-1 para ser usado nas reações de 
reação em cadeia da polimerase (PCR). 

Para os testes de amplificação cruzada 
dos primers, foram utilizados 52 locos de re-
giões microssatélites (Figura 1) desenvolvidos 
originalmente para sete espécies de peixes: 
Prochilodus argenteus (Par), Prochilodus lineatus 
(Pl), Prochilodus costatus (Pcos), Astyanax fascia-
tus (Ast), Leporinus macrocephalus (Lmac), Poe-
cilia reticulata (Pre) e Piaractus mesopotamicus 
(Pme) (Barbosa et al., 2006; Calcagnotto et al., 

Figura 1 – Relação do número de locos microssatélites e as respectivas espécies da ictiofauna para as quais eles foram 
desenvolvidos.
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2001; Carvalho-Costa et al., 2006; Hatanaka et 
al., 2006; Morelli et al., 2007; Paterson et al., 
2005; Strecker, 2003). Os testes com cada um 
dos 52 primers foram feitos com amostras de 
DNA de três indivíduos de C. macropomum.

As reações de PCR foram preparadas, 
para cada indivíduo, utilizando-se um par de 
primers. Em cada reação foram adicionados 
25 ng do DNA e 10 µL de uma mistura conten-
do H2O Milli-Q autoclavada, tampão 10 x da 
enzima, 8 µM de primer, 13 µg de BSA (Bovine 
Serum Albumin), 25 mM de MgCl2, 3,25 mM 
de dNTP’s e 1,0 U da enzima Taq DNA poli-
merase, totalizando volume final de 15 µL.

O DNA de cada indivíduo foi amplifi-
cado via PCR, em termociclador, utilizando-
se o programa cujos passos estão descritos a 
seguir: 1) desnaturação inicial do DNA a 94ºC 
por 5 min; 2) desnaturação do DNA a 94ºC por 

1 min; 3) anelamento dos primers a XºC por 
1 min; 4) extensão da molécula pela enzima 
Taq-DNA-polimerase a 72ºC por 1 min; 
5) 30 ciclos seguindo dos passos 2 ao 4; 6) pas-
so final de extensão por 7 min a 72ºC, finali-
zando os produtos amplificados.

Os produtos da amplificação foram 
sub metidos a eletroforese vertical em gel 
desnaturante de acrilamida 6% em cuba de 
sequenciamento, utilizando um marcador de 
peso molecular 10 pb (pares de bases) (Invi-
trogenTM). Para visualização dos alelos, os géis 
foram submetidos a coloração com nitrato de 
prata, seguindo a metodologia descrita por 
Creste et al. (2001). O ajuste da temperatura de 
anelamento (XºC) dos locos foi feito aumentan-
do-a ou diminuindo-a para cada loco (Figura 2), 
até que a visualização das bandas apresentasse 
a melhor resolução.

Figura 2 – Perfil eletroforético em acrilamida 6% dos testes de amplificação cruzada dos pares de primers Pme04, 
Pme14, Pme20, Par05, Pme21 e Pme32 com três indivíduos de Colossoma macropomum. As colunas “M” indicam o 
marcador de peso molecular (10 base pair ladder, Invitrogen).

resultAdos e discussão

Dos 52 locos testados, 16 apresentaram 
resultados satisfatórios de amplificação cru-
zada com C. macropomum (Tabela 1). Todos os 
locos permitiram a fácil obtenção de seus ge-
nótipos em gel de acrilamida, com alelos bem 
definidos e segregação mendeliana simples. 
As temperaturas de anelamento de todos os 
locos transferidos variaram entre 54ºC e 65ºC 

e a variação da amplitude dos alelos, conside-
rando todos os locos, foi de 118 pb a 278 pb 
(Tabela 2).

Dos sete locos testados desenvolvidos 
para P. mesopotamicus, cinco (71%) foram trans-
feridos com sucesso para C. macropomum (Fi-
gura 3). Esse alto valor de transferibili dade 
pode ser justificado pela maior proximi -
dade evolutiva entre as duas espécies que 
pertencem a grupos taxonômicos próximos. 
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Além disso, ambas possuem o mesmo núme-
ro de cromossomos, o que permite a formação 
de híbridos viáveis (Saracura & Castagnolli 
1990). Dos primers testados para P. argentus, 
P. costatus, L. macrocephalus e A. fasciatus, 
41%, 33%, 14% e 16%, respectivamente, fo-
ram transferidos com sucesso para C. macro-
pomum. Para cada um dos locos transferidos 
com sucesso, foi preparada uma escada alé-

Tabela 2 – Relação dos locos transferidos para Colossoma macropomum e suas respectivas temperaturas de 
anelamento padronizadas (Ta ºC), número de alelos (NA) e amplitude de variação do tamanho do alelo 
(AVA) em pares de bases (pb).

Loco Ta (ºC) NA AVA (pb)

Par3 58 1 260

Par5 65 1 172

Par10 56 1 220

Par26 58 2 268-278

Par31 58 3 225-230

Par35 62 1 210

Par54 56 1 166

Pcos14 60 2 120-126

Pcos18 60 2 182-200

Lmac6 54 3 118-130

Ast1 60 1 118

Pme4 56 3 190-212

Pme14 63 3 190-202

Pme20 63 3 218-222

Pme21 65 2 260-275

Pme32 65 2 240-250

lica para a confirmação do tamanho de cada 
alelo, conforme ilustrado na Figura 4.

Conforme Calcagnotto & Toledo-Filho 
(2000), atualmente já se observa perda da va-
riabilidade genética em algumas fazendas de 
piscicultura que produzem C. macropomum, 
o que indica ausência de monitoramento 
genético na criação dessa espécie, podendo 
levar à endogamia, que pode ser prejudicial 

Figura 3 – Relação com o número de locos microssatélites transferidos com sucesso para Colossoma macropomum e 
as respectivas espécies cujos primers foram desenvolvidos.



47

Figura 4 – Perfil eletroforético em gel de acrilamida 6% corado com nitrato de prata de seis indivíduos de Colossoma 
macropomum contendo escada alélica do primer Pme14. As colunas “M” indicam o marcador de peso molecular 
(10 base pair ladder, Invitrogen).

para algumas espécies. Dessa forma, o acom-
panhamento regular da composição genéti-
ca dos estoques pesqueiros torna-se necessá-
rio e os marcadores microssatélites podem 
ser poderosa ferramenta para gerar essas in-
formações. Assim, os resultados do presente 
trabalho disponibilizam locos microssatélites 
robustos que podem auxiliar futuros estudos 
genético-populacionais desta espécie.

Carreras-Carbonell et al. (2007) anali-
saram a amplificação cruzada de 12 locos de-
senvolvidos para a espécie Serranus cabrilla 
aplicada a outras oito espécies da família Ser-
ranidae. Houve sucesso de transferibilidade 
para todas as espécies avaliadas e o número 
de locos transferidos, por espécie, variou entre 
12 e cinco. Resultados similares foram encon-
trados por Liao et al. (2007), com espécies de 
peixes da subfamília Gobioninae, evidencian-
do que existe grande potencial de transferi-
bilidade de marcadores microssatélites entre 
diversas espécies da ictiofauna.
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