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RESUMEN

Los programas de repoblamiento de rios vienen siendo usados con mayor frecuencia como métodos de conservacion
de la ictiofauna. Sin embargo, el monitoreo genético y evaluacion de procedimientos reproductivos son necesarios
para obtener resultados viables en los ecosistemas impactados negativamente por el hombre. El objetivo de este
estudio fue analizar la diversidad genética de Brycon orbignyanus utilizado en programas de repoblamiento, en el
sistema reproductivo semi-natural (SRSN), con el marcador RAPD. Fueron analizados 15 reproductores (Rp;10
machos y 5 hembras) y 95 larvas de la progenie. El SRSN permitio la obtencion de una baja mortalidad de los Rp
utilizados en el cruzamiento y todos presentaron desova/espermiacion. Los 9 iniciadores utilizados produjeron 90
fragmentos (fg), de los cuales 73,33% fueron polimdrficos. Encontrandose diferencias (P<0,05) en la frecuencia
de 17 fg, sin la presencia de fg exclusivos. El indice de diversidad genética de Shannon y porcentaje de fg
polimorficos fueron inferiores en los individuos de la progenie. La similaridad genética fue mayor en la progenie.
El analisis de variancia molecular mostr6 que la mayor parte de la variacion esta dentro de cada lote (81,49%) y
no entre los lotes (18,51%). La identidad y distancia genética fue 0,953 y 0,049, respectivamente. A pesar que el
SRSN permiti6 la obtencion de una baja mortalidad y adecuado comportamiento reproductivo de los Rp, hubo
disminucion de la variabilidad genética en la progenie por el efecto del bajo nimero de Rp utilizados durante la
reproduccion y por la baja variabilidad genética existente entre ellos.

Palabras clave: Brasil, conservacion genética, peces, programas de repoblamiento, RAPD-PCR, variabilidad
genética.

Genetic diversity of Brycon orbignyanus in the semi-natural
reproductive system, using the RAPD marker

ABSTRACT

The stock enhancement programs are being used more frequently as methods of fish conservation. However,
the genetic monitoring and the reproductive procedures evaluation are necessary to achieve viable and reliable
results. The purpose of this study was to analyze the genetic diversity of Brycon orbignyanus used in stock
enhancement programs, in the semi-natural reproductive system, with the RAPD marker. Fifteen broodstocks (10
male and 5 female) and 95 larvae of the offspring were analyzed. The semi-natural reproductive system allowed
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the obtaining of a low mortality of the broodstocks using in the mating and all presented spawing/spermiation.
The nine primers used yielded 90 fragments, of which 73,33% were polymorphic. Differences (P <0,05) in the
frequency of 17 fragments were observed, without the presence of exclusive fragments. The Shannon genetic
diversity index and percentage of polymorphic fragments were lower in the offspring individuals. Genetic
similarity was higher in the offspring. The analysis of molecular variance results showed that the major part of
the genetic variation is within the groups (81,49%) and not between them (18,51%). The identity and genetic
distance among the groups were 0,953 and 0,049; respectively. In spite of the semi-natural reproductive system
to allow the decrease of mortality and an appropriate reproductive broodstocks behavior, was decrease of the
genetic variability in the offspring for the effect of the small number of broodstocks used during the reproduction
and for the low existent genetic variability among them.

Keywords: Brazil, fish, genetic conservation, genetic variability, RAPD-PCR, stock enhancement programs.

INTRODUCCION conservacion, manejo y produccion. Segun Aho et

al. (2006), debido al inadecuado manejo reproductivo

La deforestacion, reduccion de las fuentes de ha ocurrido una perdida de variabilidad genética de

alimento, construccion de hidroeléctricas y sistemas los lotes de peces en la piscicultura’ intensificando

de drenajes para agricultura (Hatanaka et al., 2006), su efecto de forma que el componente genético

degradacion de la calidad del agua en consecuencia de los descendientes se va homogenizando, hasta

de la contaminacion (Hori er al., 2006) y la falta de diferenciarse de las poblaciones naturales (Pineda-
conocimiento taxonémico (Agostinho et al., 2005) Santis, 2004).

son algunas de las principales causas que han llevado
a la disminucién y extincion de varias especies de
peces en las ultimas décadas.

Laperdidade variabilidad genéticaen consecuencia
puede llevar a problemas de adaptabilidad y
sobrevivencia de progenie usadas en programas de

Una de las especies que ha despertado un gran repoblamiento (Lopera-Barrero et al., 2008a). Esos
interés de investigadores y productores debido a problemas pueden consecuentemente afectar las
su drastica reduccion es el Brycon orbignyanus. poblaciones naturales de peces (Senstebe et al., 2007)
Conocido regionalmente en el Brasil como y el ecosistema en general, pudiendo conducir una
Piracanjuba o Bracanjuba (Orden Characiformes, especie a la extincion (Agostinho et al., 2005).

familia Characidae, subfamilia Bryconinae), este pez
migratorio caracteristico de las cuencas del rio Parana
y Uruguay (Zaniboni-Filho et al., 2006) es catalogado
como especie en via de extincion (Machado, 2005).

En adicion a los analisis genéticos, la optimizacion
del manejo reproductivo debe ser también realizada,
ya que practicas de cruzamientos con un numero
insuficiente de reproductores (Rp) o con diferentes

De las diversas herramientas utilizadas para sistemas reproductivos (SR) puede ocasionar
reducir los impactos negativos provocados sobre las problemas al promover la perdida de variabilidad
poblaciones de peces, la practica del repoblamiento genética (Melo et al., 2006; Povh, 2007).
de los rios viene tornandose cada vez mas comun
(Hilsdorf et al., 2006; Agostinho y Gomes, 20006).
Entretanto, sin un soporte cientifico que permita
su correcta orientacion, estos programas pueden
volverse una amenaza mayor para el ecosistema y la
ictiofauna (Agostinho et al., 2005; Lopera-Barrero et
al., 2007). MATERIALES Y METODOS

Por lo anterior, el objetivo del presente estudio fue
analizar la diversidad genética de Brycon orbignyanus
utilizado en programas de repoblamiento del rio
Paranapanema con el marcador molecular RAPD, en
el sistema reproductivo semi-natural (SRSN).

El abordaje genético de lotes mantenidos en

. . Material biolégico
cautiverio monitoreados por marcadores moleculares,

por ejemplo, el RAPD (Random Amplified Se utilizaron 15 Rp (10 machos y 5 hembras)
Polymorphic DNA), representa informaciones de B. orbignyanus seleccionados de un lote de 136
importantes para conseguir avances en su individuos, mantenidos en cautiverio hace 6 afios
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en las instalaciones de la Estacion de Acuicultura e
Hidrologia de la Duke Energy International (Geragao
Paranapanema), ubicada en la ciudad de Salto Grande
- SP, Brasil. Esos individuos son originarios de la
primera generacion de un lote perteneciente a una
piscicultura ubicada en la ciudad de Castilho (SP), los
cuales son utilizados en programas de repoblamiento
realizados en el rio Paranapanema (Figura).

Induccion hormonal y reproduccion

El experimento se realizo en las instalaciones de la
Duke Energy International. Los Rp fueron trasladados
para el laboratorio e inducidos a reproduccion con
extracto de hipofisis de carpa. Las hembras recibieron
5,5 mg/kg, divididos en 2 aplicaciones, siendo 10%
del total en la primera aplicacion y 12 h después los
90% restantes. Los machos recibieron 2,5 mg/kg en
dosis tnica. Utilizdndose el SRSN.

Después de la induccion hormonal, los Rp se
colocaron en un estanque circular con un radio de 5,1
my 1,85 m de profundidad media, abastecido por un
flujo de agua continuo (131 1/s) en dos sentidos. El
direccionamiento del agua en la porcion central del
estanque mediante un tubo de 6 pulgadas permitio

el traslado de los huevos para una estacion colectora,
donde los mismos fueron vertidos en una incubadora
cilindro-conica de captacion de 200 1 con flujo
continuo de agua (7 1/s) y enseguida fueron llevados
a incubadoras individuales cilindro-conicas de 60 1
aproximadamente 6 h después de la ultima induccion
(160 h-grado, 27 °C) se inicio la colecta de huevos.
Estableciéndose un periodo de colecta maximo 6
h, con la retirada de los huevos de la incubadora de
captacion a cada h, ubicandolos en las incubadoras de
60 1 donde ocurrio la incubacion.

Después de las 6 h fue verificado por presion
abdominal si los machos y hembras utilizados
desovaron completamente (la falta de salida de
gametos indicaba que ocurrid liberacion total de
gametos). De todos los individuos se colectaron
muestras de aleta caudal (0,5 cm? aproximadamente)
y fueron almacenadas en microtubos de 1,5 ml
conteniendo alcohol etilico absoluto para la posterior
extraccion y amplificacion del ADN. El porcentaje de
mortalidad de los Rp usados en los cruzamientos se
defini6 un dia después de la reproduccion.

Tres dias mas tarde de la eclosion de los huevos,
aproximadamente 200 larvas se recolectaron de
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Figura. Ubicacion de la ciudad de Castillo y de la Estacion de Acuicultura e Hidrologia de la Duke
Energy Internacional (Geragdo Paranapanema) en el Estado de Sdo Paulo, Sur Oeste del

Brasil.
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forma aleatéria de todas las incubadoras en todos
los horarios, siendo almacenadas en microtubos de
1,5 ml conteniendo alcohol etilico absoluto. De esas
larvas 95 se escogieron aleatoriamente para posterior
extraccion y amplificacion del ADN.

Extraccion, cuantificacion e integridad del ADN

Para la extraccion de ADN se utilizo Ia
metodologia descrita por Lopera-Barrero et al.
(2008b). En microtubos conteniendo separadamente
las aletas y larvas, se adicionaron 550 pL de tampon
de lisis (50 mM Tris-HCI, 50 mM EDTA, 100 mM
NaCl, 1% SDS) y 7 uL de proteinasa K (200 pg/ml).
Las muestras se incubaron en bafio-maria a 50 °C por
12 h. E1 ADN se precipité con 600 uL de solucion de
NaCl (5 M) y se centrifugé por 10 min a 12.000 rpm.

El sobrenadante conteniendo el ADN se transfirio
para nuevos microtubos, precipitindose con 700 pL
de alcohol etilico absoluto helado y se incub6 por 1
h a -20 °C. El ADN fue centrifugado, lavado con 700
pL de alcohol etilico 70%, suspendido en tampon TE
—10 mM Tris pH 8,0 y I mM EDTA (80 pL para aleta
y 35 uL para larva), y tratado con 7 uLL. de RNAsa (30
pg/ml) en bafio-maria a 37 °C por 1 h.

Las muestras se conservaron a -20 °C. El ADN se
cuantifico en espectrofotometro Shimadzu (UV 1601
— EE.UU)) en la amplitud de onda de 260 nm y se
diluyé en TE para una concentracion de 10 - 5 ng/
pL (aletas y larvas respectivamente). La integridad
del ADN se verifico por electroforesis horizontal
empleando un gel de agarosa 1%, con 70 V por 60
min, en tampon 1X TBE (500 mM Tris-HC1, 60 mM
acido borico y 83 mM EDTA).

Amplificacion y electroforesis

Las condiciones de amplificacion utilizadas
siguieron la metodologia descrita por Williams et
al. (1990), con algunas modificaciones. El ADN
gendmico se amplificoé para un volumen de reaccion
de 15 pL, utilizandose tampon Tris-KCl 1X (Tris-HCI
20 mM pH 8,4 y KCL 50 mM), 2,5 mM MgCl,, 0,46
uM de inciador, 0,2 mM de cada ANTP, una unidad
de Platinun Taq DNA Polimerasa (Invitrogen® -
EE.UU.), 10 ng de DNA molde para los Rp y 5 ng para
las larvas.

Las reacciones de RAPD fueron amplificadas en
un ciclador térmico de PCR Eppendorf Mastercycler”
Gradient (EE.UU.), programado para 40 ciclos, con
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un paso inicial de desnaturalizacion a 94 °C por 4 min
y un paso final de extension a 72 °C por 5 min. Cada
ciclo consistié de 1 min de desnaturalizacion a 94 °C,
90 seg de ligacion del iniciador a 40 °C y 2 min de
extension a 72 °C. Se evaluaron 60 iniciadores de 10
bases 2 Kits OPA, OPX e OPW (Operon Technologies
Inc. Alameda, CA, E.E.U.U.). Para evaluar los lotes
fueron seleccionados aquellos que presentaron
caracteristicas ~ reproducibles y  consistencia
adecuadas, mediante prueba de reproducibilidad
(Paula, 2006).

Los productos de amplificacion se separaron
en gel de agarosa 1,5%. Utilizandose 15 pL del
producto amplificado y 2 puLL de tampoén de muestra
(40% de sacarosa y 0,25% de azul de bromofenol)
en electroforesis horizontal. La electroforesis fue
conducida en 70 V por 4 h usando tampoén 1X TBE.
Para verificar la existencia de contaminacion, se
empled un control negativo para cada reaccion, donde
su amplificacion fue ejecutada adicionandose todos
los componentes citados anteriormente, excepto el
ADN. Para el revelado del gel, se aplicd un bafio en
solucion de 0,5 pg/ml de bromuro de etidio por 30
min. Posteriormente, cada gel se fotografié usando el
sistema EDAS (Kodak 1D Image Analysis 3.5).

Analisis Estadistico

El tamafio de los fragmentos (fg) obtenidos a partir
de las amplificaciones se estim6 por comparacion con
el padron ADN Ladder de 100pb (Invitrogen®). La
presencia o ausencia de fg de tamafios moleculares
idénticos se usd para la construccion de una matriz
de similitud con base en el célculo del coeficiente de
similitud de Jaccard, codificando 1 como presencia de
fg y 0 como su ausencia. La similitud genética en cada
lote se obtuvo con base en el calculo del coeficiente de
Jaccard, por medio del programa NTSYS 1.7 (Rohlf,
1989).

El indice de diversidad genética de Shannon se
obtuvo con el programa PopGene 1.31 (Yeh et al.,
1999). El programa TFPGA 1.3 (Miller, 1997) se
utilizo paradeterminar el porcentaje de fg polimorficos
(criterio de 95%)), distancia e identidad genética (Nei,
1978) entre los lotes, coeficiente de endogamia (F))
y frecuencia de los fg por el test exacto (Raymond y
Rousset, 1995). El programa Arlequin 3.0 (Excoffier
et al., 2005) fue aplicado para el analisis de variancia
molecular (AMOVA). La significancia de ese test se
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verifico por el método de permutaciones aleatorias
con 10.000 permutaciones.

RESULTADOS Y DISCUSION

Por el analisis de la integridad del ADN en gel
de agarosa, no se observo degradacion del ADN y
no hubo exceso de proteina que pudiese perjudicar
la amplificacion. De esta manera, la metodologia de
extraccion de ADN a partir de fg de aleta y larva
utilizada en este estudio se mostro eficiente y permitio
obtener un ADN de buena calidad, concordando con
los resultados obtenidos por Lopera-Barrero et al.
(2008Db).

La utilizacion del SRSN permitié la obtencion
de una baja mortalidad de los Rp utilizados en el
cruzamiento (100% de supervivencia) y todos ellos
presentaron desova/espermiacion, demostrando la
efectividad de ese sistema en la preservacion de
los Rp comparado con otros SR. Por otro lado, este
sistema reduce la seleccion no intencional del proceso
reproductivo que normalmente ocurre en el SR por
extrusion (Povh, 2007), permitiendo que el pool
genético de un lote pequefio o de un cruzamiento
con pocos individuos sea representado con mayor
heterogeneidad en la progenie (Cacho et al., 2007).
Resultados similares fueron observados por Reynalte-

Tataje et al. (2002) en la reproduccion del Leporinus
macrocephalus, donde no encontraron mortalidad en
los Rp (100% de supervivencia), diferente del sistema
por extrusion donde esos resultados llegaron a 66,7%.
Igualmente, Cerqueira et al. (2005) analizando
el sistema natural en robalo-peva (Centropomus
parallelus) encontraron mejores tasas de eclosion
en este sistema cuando fueron comparadas con el
sistema por extrusion.

Delos 60 iniciadores analizados, 9 se seleccionaron
para amplificar el ADN de los reproductores y
de la progenie de B. orbignyanus. En el Cuadro
1 son mostrados la secuencia de los iniciadores
seleccionados, el porcentaje de G+C, el nimero de fg
y el nimero de pares de bases de los fg amplificados
utilizando el marcador molecular RAPD.

Se amplificaron 90 fg, con tamafio entre 300 y
2.200 pb. El niimero total de fg vari6 de 8 (OPW03
y OPWO08) a 14 (OPWO02). El mayor fg (2.200 pb) se
obtuvo con la amplificacion del iniciador OPWO02
y el menor (300 pb) con los iniciadores OPWO0S8 y
OPXO01. De los 90 fg obtenidos, 66 (73,33%) fueron
polimérficos. Segun Telles et al. (2001), para la
estimativa de la diversidad genética por la técnica
RAPD, el nimero de fg obtenidos es mas importante
que el nimero de iniciadores utilizados. Los autores

Cuadro 1. Secuencias nucleotidicas de los iniciadores, porcentaje de bases pirimidinicas (G+C), numero de
fragmentos (NF), nimero de fragmentos polimérficos (NFP) y nimero de pares de bases de los
fragmentos amplificados (pb) en los reproductores y la progenie de B. orbignyanus.

Iniciador Secuencias (3°-5) % G+C NF NFP pb
OPAO1 CAGGCCCTTC 70 10 7 350 —2.000
OPA02 TGCCGAGCTG 70 12 9 350 — 1.600
OPWO1 CTCAGTGTCC 60 9 7 500 — 1.600
OPWO02 ACCCCGCCAA 70 14 8 400 —2.200
OPWO03 GTCCGGAGTG 70 8 7 400 — 1.500
OPW04 CAGAAGCGGA 60 9 7 500 —2.000
OPWO08 GACTGCCTCT 60 8 6 300 —2.000
OPW13 CACAGCGACA 60 9 6 500 —1.600
OPX01 CTGGGCACGA 70 11 9 300 —1.600

Total --- --- 90 66 300 —2.200
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resaltaron que con aproximadamente 50 fg es posible
estimar la variabilidad genética, demostrando que
el nimero de fg encontrados en el presente estudio
permitié una estimativa confiable de la variabilidad
genética de los lotes de B. orbignyanus.

Se observaron diferencias (P<0,05) en las
frecuencias de 17 de los 90 fg entre los lotes de
Rp y la progenie, sin la presencia de exclusivos
(Cuadro 2). La ausencia de fg exclusivos puede ser
consecuencia del tiempo de cautiverio de los Rp
(6 afios) en el cual no hubo introduccion de nuevos
individuos al lote, siendo esta situacion expresada
genéticamente en la progenie. La presencia de fg
limitantes (fg con frecuencia 1,0000), 2 en los Rp y
5 en la progenie, demuestran una disminucion de la
variabilidad genética en esta ultima. Esta tendencia
es igualmente evidenciada en la presencia de un
fg de baja frecuencia (menor que 0,1000) en la Prg
(0,0541) que indica la posible existencia de un proceso
de alteracion de la composicion genética del lote por

seleccion o manejo reproductivo (Cuadro 2). Segin
Desvignes et al. (2001), cuando una poblacién pasa
por pérdida de variabilidad genética muchos alelos
con bajas frecuencias pueden ser eliminados.

Los resultados de variabilidad genética estimados
por el indice de diversidad genética de Shannon y
por el porcentaje de fg polimorficos mostraron una
disminucién de la variabilidad genética en la progenie.
La mayor similitud genética de la progenie en relacion
alos Rp confirma una pérdida de variabilidad genética
en la primera, con una alta similitud dentro y entre
los lotes (Cuadro 3). De acuerdo con la AMOVA, la
mayor parte de la variacion esta dentro de cada lote
(81,49%) y no entre ellos (18,51%) tal como se indica
en el Cuadro 4, siendo corroborado por las estimativas
de identidad (0,953) y distancia genética (0,049) las
cuales indicaron una alta identidad entre los Rp y la
progenie.

Cuadro 2. Caracterizacion, tamafio (pb) y frecuencia de los fragmentos con valores
significativos por el test exacto (P<0,05) para los reproductores y la progenie

de B. orbignyanus.

Iniciador Tamaifio (pb) Frecuencia de los fragmentos p
Reproductores Progenie

OPAO1 500 0,5528 1,0000 0,0005
650 1,0000 0,3844 0,0013
1.400 0,5528 1,0000 0,0008
OPAO02 600 1,0000 0,2531 0,0003
1.100 0,4836 0,8223 0,0014
OPWO1 1.400 0,5528 1,0000 0,0007
OPWO02 450 0,6349 0,3511 0,0037
700 0,6349 1,0000 0,0012
OPWO03 500 0,5528 0,8223 0,0025
1400 0,4226 0,6756 0,0029
OPW04 600 0,4226 0,8549 0,0001
OPW13 500 0,4836 0,7286 0,0042
750 0,5528 1,0000 0,0011
OPX01 400 0,2697 0,0541 0,0007
600 0,1437 0,6446 0,0002
700 0,5528 0,8223 0,0022
1450 0,4836 0,7948 0,0018
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Cuadro 3. Porcentaje de fragmentos polimérficos (%FP), indice de diversidad genética de Shannon
(IS) y similitud genética (SG) para los reproductores y la progenie de B. orbignyanus.

Lotes/Parametros %FP IS SG
Reproductores 34,44 0,215 0,882
Progenie 33,33 0,188 0,924
Reproductores x Progenie - -—-- 0,886

Cuadro 4. Andlisis de variancia molecular (AMOVA) para los reproductores y la progenie de B.

orbignyanus.
Fuente de variacion Gr.ados Suma Compqneptes Porceptaje
de libertad de cuadrados de variacion de variacion
Entre los lotes 1 24,718 0,8155 18,51°
Dentro de los lotes 108 387,691 3,5897 81,49
Total 109 412,409 4,4052 -
*P<0,05

La disminucién de la variabilidad genética de la
Prg puede ser explicada por el efecto del bajo nimero
de Rp utilizados durante la reproduccion en el
sistema semi-natural (SSN) y por la baja variabilidad
genética existente entre ellos. En los programas de
repoblamiento es comun la utilizacidn de pocas
parejas de Rp (procedentes de la misma piscicola)
debido principalmente a la baja disponibilidad de
espacio, infraestructura y reproductores.

Ademés, los peces migratorios, como es el caso
del B. orbignyanus, son muy prolificos lo que limita
la utilizacion de un gran numero de individuos
durante la reproduccion (Povh et al., 2008). Estos
factores, sumados al cruzamiento entre reproductores
genéticamente emparentados pueden aumentar la
homocigosis y reducir la variabilidad genética de las
progenie por el efecto de la endogamia.

En el presente estudio, se observd una baja
variabilidad genética entre los Rp (%FP = 34,44; IS
= 0,215 e SG = 0,882) y un coeficiente de endogamia
(F;) de 0,088 lo que demuestra que existe un exceso de
homocigotos en la progenie, provocado posiblemente
por los factores mencionados. Esta disminucion
de variabilidad genética en la piscicultura segin
Moreira et al. (2007) es siempre esperada cuando
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existe un mal manejo reproductivo y cruzamiento
de individuos emparentados. Sin embargo, cuando
existen condiciones de cautiverio, es verificado que
esa disminucion de la variabilidad normalmente es
irreversible (Wasko et al., 2004).

Otra hipotesis que debe ser revisada y que se
puede presentar cuando se utiliza el SRSN es la
existencia de competicion reproductiva (Andersson,
2005) o dominancia reproductiva, donde los
machos mas fuertes (Barbosa y Magurran, 2006) y
menos sensibles al estrés (Povh, 2007) alcanzaron
posiblemente mayores porcentajes de fertilizacion
de los ovocitos. Esta situacion puede llevar a
fertilizaciones diferenciadas durante el cruzamiento
lo que consecuentemente podria conllevar a una
disminucién de la variabilidad genética. Sin embargo,
no es posible hacer conjeturas ni sacar conclusiones
de esta hipotesis debido a la falta de informaciones de
paternidad de la progenie obtenida.

Algunos estudios han comprobado la influencia
del SSN en la variabilidad genética y la existencia de
dominancia reproductiva. Povh (2007) comparando el
SRSN y por extrusion en un lote de pacu (Piaractus
mesopotamicus) utilizado en programas de
repoblamiento, encontré un aumento de la variabilidad
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genética en la primera generacion cuando se utilizod
el SSN (%FP = 60,5% y IS = 0,365) y observo la
dominancia reproductiva en la progenie de solamente
dos machos, los cuales contribuyeron con 43,3%
de toda la progenie. Rodriguez-Rodriguez (2008)
analizando la paternidad y contribucion reproductiva
de B. orbignyanus en el SRSN encontré que soélo 2
machos contribuyeron con 68,41% de los alevinos,
denotando la existencia de competicion reproductiva
cuando utilizado este sistema reproductivo.

A partir de los resultados obtenidos en este
estudio es verificado que un bajo numero de Rp
usados durante el cruzamiento (15 Rp) puede afectar
directamente la variabilidad genética de la progenie.
Estos resultados concuerdan con las afirmaciones de
Sousa et al. (2006), los cuales enuncian que la practica
de repoblamiento a base de pocos Rp capturados en
el ambiente o con el uso de pocos Rp durante los
cruzamientos puede reducir la variabilidad genética
en la progenie, afectando las poblaciones naturales.
Por ese motivo, es recomendada la utilizacion de la
mayor cantidad de Rp posible al realizar cruzamientos
destinados para programas de repoblamiento.

Esta recomendacion esta de acuerdo con los
resultados encontrados por Yokota et al. (2003), que
constataron que el aumento del nimero efectivo de
reproductores (N ) de 20 (10 machos y 10 hembras)
para 50 (25 machos y 25 hembras) proporcion6é una
mayor variabilidad genética en la progenie.

Por otro lado, al verificar la variabilidad de los Rp,
es recomendada la introduccion de nuevo material
genético, el cual puede provenir de poblaciones
naturales o en cautiverio genéticamente diferentes.
Para este fin, segiin Lopera-Barrero et al. (2008c),
esa introduccion debe ser basada siempre en
analisis genéticos para evitar una posible depresion
exogamica.

La disminucion de la variabilidad genética puede
tornar un programa de repoblamiento ineficiente,
basado en la baja supervivencia de juveniles en el
ambiente acuatico (Povh et al., 2008) y proporcionar
impactos genéticos negativos irreversibles en las
poblaciones naturales (Senstebg et al, 2007).
Teniendo en cuenta esta premisa, los resultados
observados en este estudio son de gran importancia,
ya que a partir de ellos el manejo reproductivo de los
lotes y cruzamientos de B. orbignyanus utilizados en
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programas de repoblamiento pueden ser orientados
correctamente y con mayor objetividad.

Por eso, las especies de importancia comercial y
especialmente aquellas amenazadas de extincion,
como es el caso de la analizada en este estudio,
requieren un constante monitoreo de sus lotes,
progenie y poblaciones naturales (Lopera-Barrero
et al., 2008¢). En ese contexto, el marcador RAPD
permitié determinar con éxito la variabilidad genética
presente en los Rp y en la primera generacion después
del cruzamiento utilizando el SSN.

CONCLUSIONES

A pesar del SRSN permitir la obtencion de una
baja mortalidad y un adecuado comportamiento
reproductivo de los Rp, hubo disminucion de la
variabilidad genética en la Prg por el efecto del bajo
numero de Rp utilizados durante la reproduccion y
por la baja variabilidad genética existente entre ellos.
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