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RESUMEN

Los programas de repoblacion de rios vienen siendo usados con mayor frecuencia como métodos de conservacion
de especies de peces. Sin embargo, la evaluacion de procedimientos reproductivos y su influencia en la progenie
son necesarias para obtener resultados viables en los ecosistemas impactados negativamente por el hombre.
El objetivo de este estudio, fue estimar la contribucion reproductiva de una progenie de Brycon orbignyanus
usada en programas de repoblacion, en el sistema reproductivo seminatural, utilizando el marcador molecular
microsatélite. Se analizaron muestras de aleta de 44 reproductores, 69 larvas de 3 dias y 70 alevinos de 90 dias. No
se observo mortalidad de reproductores durante el proceso reproductivo y hubo desova/espermiacion en todos los
individuos, demostrando la efectividad del sistema seminatural en la preservacion fisica y reproductiva durante
los cruzamientos. Los 5 loci utilizados produjeron un total de 14 alelos entre 135 pb y 200 pb, siendo observados
3 alelos (BoM1, BoM5, BoM7 y BoM13) y 2 alelos (BoM?2) por locus, presentes en los reproductores y en la
progenie (larvas y alevinos). Fue confirmada la presencia de paternidad multiple con participacion de pocos
reproductores en la progenie, revelando un proceso de dominancia reproductiva. Fueron observadas diferencias
en la contribucion reproductiva de larvas y alevinos, demostrando que esta contribucion en un mismo lote puede
ser diferente entre fases de crecimiento.
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Reproductive contribution of a Brycon orbignyanus (Cuvier y Valenciennes, 1850)
offspring in the semi-natural reproductive system using microsatellite markers

ABSTRACT

The stock enhancement programs are being used more frequently as methods of fish conservation. However, the
evaluation of reproductive procedures and their influence in the offspring are necessary to obtain viable results in
the ecosystems impacted negatively by the man. The aim of this study was to estimate the reproductive contribution
of a Brycon orbignyanus offspring used in stock enhancement programs, in the semi-natural reproductive system,
using the microsatellite molecular marker. Fin samples of 44 broodstocks, 69 larvae of three days and 70 juvenile
of 90 days were analyzed. Mortality of broodstocks was not observed during the reproductive process and there
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was spawing/spermiation in all the individuals, demonstrating the effectiveness of the seminatural system in the
physical and reproductive preservation during the mating. The 5 loci used produced 14 alleles a total between
135 bp and 200 bp, being observed 3 alleles (BoM1, BoM5, BoM7 and BoM13) and 2 alleles (BoM2) by locus
present in the broodstocks and in the offspring (larvae and juvenile). The presence of multiple paternity was
confirmed with participation of few broodstocks in the offspring, revealing a possible process of reproductive
dominance. Differences in the reproductive contribution of larvae and juvenile were observed, demonstrating that
this contribution in oneself stock can be different between phases of growth.

Keywords: Brazil, fish, paternity, piracanjuba, reproductive management, stock enhancement programs.

INTRODUCCION

Brycon orbignyanus es un pez migratorio conocido
en el Brasil como piracanjuba o bracanjuba (Orden
Characiformes, familia Characidae, subfamilia
Bryconinae) caracteristico de las cuencas del rio
Parand y Uruguay (Zaniboni-Filho et al., 2006),
que ha despertado un gran interés de investigadores
y productores debido a su drastica reduccion
poblacional, siendo actualmente catalogada como
especie en via de extincion (Machado, 2005).

De las diversas herramientas utilizadas para
reducir los impactos negativos provocados sobre
estas poblaciones de peces, la practica del repoblacion
de los rios viene tornandose cada vez mas comun
(Hilsdorf et al., 2006). Es por ello, que sin un soporte
cientifico que permita su correcta orientacion, estos
programas pueden volverse una amenaza mayor
para el ecosistema (Agostinho et al., 2005; Lopera-
Barrero et al., 2007). Segun Povh et al. (2008), las
introducciones de peces de forma irracional pueden
provocar una reduccion de la variabilidad genética
debido principalmente a manejos genéticos y
reproductivos inadecuados.

El sistema reproductivo seminatural viene siendo
cada vez mas usado en los programas de repoblacion,
ya que tiende a reducir el direccionamiento y la
seleccion no intencional en el proceso reproductivo,
ademds de disminuir significativamente la
mortalidad causada por el estrés en especies de
peces migratorias (Povh, 2007). Este seminatural
intenta simular las condiciones naturales en las que
sucede la reproduccion de tal forma que después
de la induccion hormonal (indispensable para la
maduracién del aparato reproductivo en especies
de peces migratorias), los reproductores (machos y
hembras) son instalados dentro de un estanque donde
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ocurre la fertilizaciéon de los ovocitos por los machos
de forma aleatoria y sin la interferencia del hombre.
Este procedimiento es su componente diferencial
cuando es comparado con el sistema reproductivo
por extrusion, en el cual la fertilizacion es realizada
manualmente por el hombre (Lopera Barrero, 2007).

Pocos estudios han sido realizados para evaluar
la influencia del sistema reproductivo seminatural en
progenies utilizadas en programas de repoblacion.
Por este motivo, es necesario la elaboracion de
investigaciones que permitan determinar su influencia
reproductiva y genética, por cuanto una disminucion
de la variabilidad genética puede generar problemas
de adaptabilidad y sobrevivencia de progenies usadas
en programas de repoblacion (Lopera-Barrero et
al., 2008a), provocar endogamia (Qin et al., 2007) y
afectar consecuentemente las poblaciones naturales
de peces (Senstebg et al., 2007). Con ese fin, los
marcadores microsatélites han sido utilizados con
éxito (Lopera-Barrero et al., 2007; Povh, 2007), una
vez muestran un gran namero de alelos y altos niveles
de polimorfismo, produciendo genotipos unicos para
todo individuo (Lopera Barrero, 2007).

Por lo anterior, el objetivo de este estudio fue
estimar la contribucion reproductiva de una progenie
de Brycon orbignyanus usada en programas de
repoblacién, en el sistema reproductivo seminatural,
utilizando el marcador molecular microsatélite.

MATERIALES Y METODOS

Material biolégico

Se utilizaron 44 reproductores (22 machos y 22
hembras) de B. orbignyanus seleccionados de un lote
mantenido en cautiverio por 6 afios en las instalaciones
de la Estacion de Acuicultura e Hidrologica de la
Duke Energy International, ubicada en la ciudad
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de Salto Grande (49°13°W y 23°10’S), Sao Paulo,
Brasil. El lote fue formado a partir de reproductores
capturados en el rio Parana, pertenecientes a dos
pisciculturas localizadas en las ciudades de Castilho
y Porto Ferreira en el Estado de Sao Paulo.

Este lote permaneci6 inalterado, sin introduccion
de nuevos individuos, durante seis afos, desde
el momento de su formacion. Los individuos son
utilizados actualmente en programas de repoblacion
realizados en el rio Paranapanema, Sdo Paulo. Este
rio es un importante afluente del rio Parand, con
una cuenca de 100.800 km? que irriga las regiones
Sur-oeste de Sao Paulo y Norte-oeste del Parana,
sirviendo como divisor entre los dos Estados.

Induccion hormonal y reproduccion

Los peces fueron inducidos a reproducciéon con
extracto de hipofisis de carpa. Las hembras recibieron
5,5 mg/kg, divididos en 2 aplicaciones: 10% del total
en la primera aplicacion y el 90% restante 12 horas
después. Los machos recibieron 2,5 mg/kg en dosis
unica paralelamente con la ultima aplicacion de las
hembras. La reproduccion se realizé utilizando el
sistema reproductivo seminatural. Los reproductores
se colocaron en un estanque circular con un radio de
5,1 m x 1,85 m de profundidad media, abastecido por
un flujo continuo de agua (131 I/s). Un tubo ubicado
en la parte central permiti6 el direccionamiento de los
huevos para una estacion colectora, donde los huevos
fueron vertidos en una incubadora cilindro-conica
de captacion de 200 litros con flujo continuo de agua
(7 Us).

Aproximadamente, 6 horas después de la tltima
induccion (160 horas-grado, 27°C) se inici6 el periodo
de recolecta de huevos. Estableciendo un periodo de
recolecta de maximo 6 horas, con la retirada de los
huevos a cada hora de la incubadora de captacion,
siendo enseguida conducidos hacia incubadoras
cilindro-conicas donde ocurrié la incubacion de los
huevos.

Después de las 6 horas, se verificod por presion
abdominal si los machos y hembras utilizados
desovaron completamente (la ausencia de gametos
indicaba que ocurrié expulsion total de los mismos)
y paralelamente de todos los individuos se colectaron
muestras de aleta caudal (0,5cm?), colocadas en micro-
tubos de 1,5ml contenidos de alcohol etilico absoluto
para la posterior extraccion y amplificacion del ADN.
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El porcentaje de mortalidad de los reproductores
usados en el cruzamiento se definié un dia después de
la reproduccion.

Posteriormente, 3 dias después de la eclosion de los
huevos, 200 larvas aproximadamente se recolectaron
de forma aleatoria de todas las incubadoras y se
colocaron en microtubos de 1,5 ml con alcohol
etilico absoluto. De estas larvas, 70 se escogieron
aleatoriamente para luego la extraccion del ADN.
Transcurrido 90 dias, se recolectaron muestras de
aleta caudal de 200 alevines pertenecientes a la
misma progenie. De estas muestras, 69 se escogieron
para la posterior extraccion de ADN.

Extraccion, cuantificacion e integridad del ADN

Paralaextraccion de ADN seutiliz6 la metodologia
descrita por Lopera-Barrero ef al. (2008b). En micro-
tubos contenido por las aletas, se adicionaron 550 ul
de Buffer de lisis (50 mM Tris-HCI, 50 mM EDTA,
100 mM NaCl, 1% SDS) y 200 pg/ml de proteinasa K.
Las muestras se incubaron en bafio Maria a 50°C por
12 horas. E1 ADN se precipit6é con 600 ul de solucion
de NaCl (SM) y se centrifugd por 10 min a 12.000
rpm. El ADN se transfiri6 para nuevos microtubos, se
precipitandose con 700 pl de alcohol etilico absoluto
frio y se incub6 por 2 horas a -20°C. Enseguida, se
lavo con 700 pl de alcohol etilico 70%, se suspendio
en 80 pl de solucion amortiguadora TE (10 mM Tris
pH 8.0, 1 mM EDTA) y fue mezclado con 30 pg/ml
de RNAasa. Las muestras se incubaron por 40 min en
bafio Maria a 37°C conservandose a -20°C.

El ADN se cuantifico en espectrofotometro
Shimadzu UV 1601- E.U. (amplitud de onda 260 nm)
y se diluyd para una concentracion de 10 e 5 ng/ul
(aletas y larvas, respectivamente). La integridad del
ADN se verifico en electroforesis horizontal usando
un gel de agarosa 1%, a 70 V por 60 min, en solucion
amortiguadora TBE 1X (500 mM Tris-HC1, 60 mM
acido borico, 83 mM EDTA). El gel se marcod con
bromuro de etidio (0,5 pg/ml) por 30 min y la imagen
se capturd con el sistema fotografico EDAS (Kodak
1D Image Analysis 3.5, E.U.).

Amplificacion y electroforesis

El ADN se amplifico en un volumen final de
reaccion de 18 pl. Utilizandose 1X de la solucion
amortiguadora Tris-KCI, 2,0 mM MgCl,, 0,8 pM
de cada primer (Forward y Reverse), 0,2 mM de
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cada dNTP, una unidad de Platinun 7aqg ADN
Polimerasa, 10 y 20 ng/ul de ADN (larvas y aletas,
respectivamente). Se amplificaron 5 Joci descritos
por Barroso et al. (2003) para Brycon opalinus (No.
Acceso GeneBank AF513621-BoM1, AF513622-
BoM2, AF513623-BoMS5, AF513626-BoM7 y
AF513628-BoM13). Las reacciones se realizaron en
un termociclador Eppendorf Mastercycler® Gradient
(E.U.), programado para 30 ciclos, con un paso inicial
de desnaturalizacion a 94°C por 4 min y un paso final
de extension a 72°C por 10 min. Cada ciclo consistio
de 1 min a 94 °C, 1 min a 54°C, 60°C, 51°C, 51°Cy
51°C para cada loci respectivamente, y 1 min a 72°C.

Las muestras amplificadas se sometieron
a electroforesis en gel de poliacrilamida 10%
(acrilamida : bisacrilamida - 29:1) desnaturalizado
(6 M de urea), conducidas en soluciéon amortiguadora
TBE 1X (90 mM Tris-Borato, 2 mM EDTA) a 350 V
(250 mA) durante 6 horas. Para visualizar los alelos
microsatélites, se utilizo la coloracion con nitrato de
plata descrita por Bassam et al. (1991) con algunas
modificaciones. El gel se sometié a una soluciéon de
fijacion (10% etanol, 0,5% acido acético) por 20 min,
tinéndose con 6 mM de nitrato de plata por 30 min
y posteriormente, previo lavado con agua destilada,
se reveld con 0,75 M NaOH, 0,22% y formol 40%.
Cada gel se fotografié con una camara digital Cannon
AS520.

Analisis Estadistico

El tamano de los alelos se calculo por el
programa Kodak EDAS-290, utilizando DNA ladder
(Invitrogen®) de 100 pb. El tipo y el nimero de pares
de bases observados en los reproductores y progenie
de B. orbignyanus utilizando los loci microsatélite
se organizaron en matrices de datos. Los valores de
contribucion reproductiva se estimaron a través del
programa PAPA version 2.0 (Duchesne et al., 2002).
El ntimero efectivo de reproductores se determind
seguin Moreira (2001).

RESULTADOS Y DISCUSION

Laintegridad del ADN en gel de agarosa no mostro
degradacion del ADN y no hubo exceso de proteina
que pudiese perjudicar la amplificacién, demostrando
que la metodologia de extraccion de ADN a partir
de fragmentos de aleta y de larva es efectiva, lo que
concuerda con los resultados obtenidos por Lopera-
Barrero et al. (2008D).
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A diferencia de especies de peces como el Pacu
(Piaractus mesopotamicus) y curimba (Prochilodus
lineatus), las especies del genero Brycon son animales
muy sensibles y pasan por gran estrés durante la
reproduccion inducida, pudiendo presentar altas tasas
de mortalidad (Lopera Barrero, 2007). En el presente
estudio, el uso del sistema seminatural permitio la
sobrevivencia de todos los peces utilizados durante el
cruzamiento. Esta conservacion permite que un mayor
nimero de individuos contribuyan en la fertilizacion
de los huevos, generando mayor heterogeneidad de la
progenie. Mediante la presion abdominal se verificd
que todos los machos y todas las hembras produjeron
semen y desovaron totalmente, demostrado en la
falta de evacuacion de gametos (verificacion manual
mediante presion abdominal).

Los 5 loci utilizados produjeron solamente 14
alelos siendo evidenciados 3 alelos (BoM1, BoM5,
BoM7 y BoM13) y 2 alelos (BoM2) por locus,
presentes en los reproductores y en la progenie
(larvas y alevines). Se observaron tamafios de alelo
entre 135 pb y 200 pb (BoMI1 = 168-144; BoM?2 =
200-170; BoM5 = 143-135; BoM7 = 198-188 y BoM13
= 172-160), de los cuales el menor estuvo presente en
el locus BoM5 (135 pb) y el mayor en el locus BoM2
(200 pb). No fueron encontrados alelos exclusivos.
Estos resultados fueron similares a los encontrados
por Lopera Barrero (2007), quien encontrd 2 alelos
por locus (140 a 200 pb) y Sanches y Galetti Jr. (2006),
quienes encontraron 3 alelos para los /loci Bhl5 y
Bh16 al amplificar /oci microsatélite desarrollados
para Brycon hilarii en B. orbignyanus.

Fue determinado el 38% de la contribucion
reproductiva en las larvas. De ese porcentaje, solo
8 machos (M8, M10, M11, M17, M18, M19, M20 y
M21) y 8 hembras (H1, H8, H12, H13, H14, H17, H19
y H22) contribuyeron con la progenie. De esta forma,
el namero efectivo de reproductores (N ) fue reducido
de 44 para 16. Todos los machos que contribuyeron
con las larvas fertilizaron mas de una hembra,
caracterizando paternidad multiple (Cuadro 1).

De los 8 machos que participaron en las larvas,
el M10 influenci6 directamente la formacion de las
familias (38,46%) denotando un efecto de dominancia
reproductiva. Esta tltima, también conocida como
hipotesis de la calidad intrinseca del macho o
hipétesis del buen esperma (Sivinski, 1984), puede
influenciar en la contribucion reproductiva cuando
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se usan sistemas reproductivos seminaturales, ya que
la dominancia de algunos machos (supuestamente
los mas fuertes y con mejores caracteristicas
reproductivas) en la fertilizacion de los 6vulos puede
influenciar directamente en la progenie (Nordeide,
2007). Este fenomeno, ya se observd en peces
exoticos (Porta et al, 2006) y nativos brasilefios
como Piaractus mesopotamicus (Povh, 2007) y
B. orbignyanus (Lopera Barrero, 2007), también
se evidencio en el presente estudio para esa misma
especie utilizando el sistema seminatural.

Por otro lado, al analizar la participacion de
las hembras, se determindé que las hembras HI17 y
H1 participaron juntas con 53,86% de las larvas
(Cuadro 1), siendo establecida una participacion
mas equilibrada por parte de las otras 6 hembras
(46,14%). Esta situacion puede ser influenciada por la
mayor produccion de 6vulos que puede existir entre
las diferentes hembras y por la resistencia al estrés
producido durante la induccién hormonal que influye
directamente en el comportamiento reproductivo
(Povh, 2007).

La composicion de las familias en las larvas fue
influenciada directamente por la participacion del
macho 10 (M10) y de la hembra 17 (F17). El macho
20 y la hembra 1 también tuvieron una significativa
participacion. El cruzamiento con mayor porcentaje
fue Flx MI10 el cual obtuvo 19,23% de la progenie,

seguido por F17xM10 y F17xM20 que tuvieron
cada uno 11,54% (Figura 1). A pesar de la mayor
participacion del M10 fue verificada una formacion
equilibrada de familias, posiblemente viabilizado
por el efecto del sistema reproductivo seminatural el
cual posibilita que un mayor nimero de reproductores
contribuya en la fertilizacion durante los cruzamientos
(Sirol y Britto, 2006), permitiendo que el pool
genético de un lote pequefio o de un cruzamiento con
pocos individuos (como es verificado normalmente
en programas de repoblacion) sea representado con
mayor heterogeneidad en la progenie (Cacho et al.,
2007), debido al menor efecto selectivo del sistema y
a la mayor tasa de supervivencia de los reproductores.
Igualmente, en ese sistema los individuos sincronizan
la liberacion de los gametos, garantizando asi una alta
tasa de fertilizacion (Reynalte-Tataje et al., 2002).

Al analizar la misma poblacion de larvas a
los 90 dias (en fase de alevino) es esperado que
la contribucion reproductiva sean las mismas a
las observadas en la fase larval. Entre tanto, se
verificaron algunas modificaciones en la composicion
y estructura familiar. Del 27% de contribucion
reproductiva calculado para los alevinos se verificd
que 8 machos (M5, M8, M10, M11, M17, M18§, M19 y
M21) y 9 hembras (H1, H4, HS, H12, H13, H15, H17,
H19, H22) participaron de la progenie (Cuadro 2).

Cuadro 1. Participacion individual (%) de machos (M)
y hembras (H) en las larvas de B. orbignyanus,
utilizando el sistema reproductivo seminatural.

Machos Hembras

M % H %

M10 38,46 H17 30,77
M20 15,38 H1 23,08
M8 11,54 H14 19,23
Mil11 11,54 H22 11,54
M17 7,70 HS 3,85
M18 7,70 H12 3,85
M19 3,85 HI13 3,85
M21 3,85 H19 3,85
Total 100 Total 100
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% Progenia

Figura 1. Composicion de las familias en las larvas B. orbignyanus, utilizando el sistema

reproductivo seminatural.

Cuadro 2. Participacion individual (%) de machos (M) y hembras (H)
en los alevinos de B. orbignyanus, utilizando el sistema

reproductivo seminatural.

Machos Hembras

M % H %

M21 47,36 H4 47,36
MS 21,05 H17 10,53
M5 5,26 H19 10,53
MI10 5,26 H1 5,26
M1l 5,26 HS8 5,26
M17 5,26 H12 5,26
M18 5,26 H13 5,26
M19 5,26 HI15 5,26
-—- --- H22 5,26
Total 100 Total 100

En los 17 reproductores, se observd Ila
participacion del M5, H4, H12 y H15 los cuales no
habian sido reconocidos en las larvas. Esto demuestra
que la estimativa de la contribucién reproductiva en
un mismo lote puede ser diferente entre las fases de
larva y alevino, lo que puede ser consecuencia del
frecuente canibalismo en las fases iniciales observado
en esta especie (Reynalte-Tataje et al, 2002),
condiciones ambientales de crecimiento, aclimatacion
o mortalidad aleatoria.
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Al analizar el comportamiento de las hembras,
se observd que la hembra H4 particip6é con 47,36%
de los alevinos, seguida de la H17 y H19 con 10,53%
de contribucion. Una participacion mas equilibrada
por parte de las otras 6 hembras fue observada
(Cuadro 2). Solo 2 machos (M8 y M21) contribuyeron
enlafertilizacion de méas deunahembra, representando
juntos 68,41% de la progenie, denotandose también
la presencia de paternidad multiple en los alevines
(Figura 2), donde el N_ se redujo de 44 para 17.
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Resultados similares fueron encontrados por Porta
et al. (2006) para Solea senegalensis, donde 2 machos
de un total de 11 fueron responsables en mayor
porcentaje por la progenie. Igualmente, Sekino et al.
(2003) relataron que 99% de la progenie fue originada
por la participacion reproductiva de un macho, lo que
provoco la disminucion de la variabilidad genética
en lotes de Paralichthys olivaceus. Povh (2007),
analizando cruzamientos de P. mesopotamicus en
el sistema reproductivo seminatural encontr6 que 2
reproductores fueron responsables por 43,3% de toda
la progenie.

La composicion de las familias en los alevinos fue
influenciada directamente por la participacion del
macho 21 y la hembra 4, siendo que el cruzamiento H4
x M21 fue responsable del 36,84% de la progenie. A
diferencia de los resultados observados en las larvas,
el macho 10 y la hembra 17 solamente contribuyeron
con 10,79% de los alevinos (Figura 2).

Al analizar los resultados encontrados en este
estudio, fue visualizado que existen diferencias entre
la contribuciéon reproductiva en diferentes fases de
crecimiento, como lo es la fase larval (3 dias) y la fase
de alevino (90 dias) dentro de un mismo lote utilizado
en programas de repoblacion. Esas diferencias,
que también pueden influenciar directamente Ia
variabilidad genética de la progenie, hacen necesaria
la realizacion de analisis genéticos y de contribucion
reproductiva en tiempos diferentes, dependiendo de

la edad en que los individuos van a ser liberados en
los rios.

Por ese motivo, se sugiere primeramente realizarun
analisis genético en la fase larval, el cual va a ofrecer
una vision genética general de la nueva poblacion y
en seguida, a los 60 o 90 dias (dependiendo de las
condiciones ambientales del ecosistema donde van
a ser liberados), realizar un segundo analisis para
determinar objetivamente las reales condiciones
genéticas con que los individuos van a ser liberados
en el rio y asi determinar la verdadera viabilidad del
repoblacion.

Debe ser claro que la primera medida a ser tomada
en la implantacion de programas de repoblacion
es verificar la genética de los lotes mantenidos
en cautiverio (Lopera-Barrero et al., 2008c). Una
vez realizado ese analisis, es necesario evaluar
genéticamente las progenies que posteriormente
seran liberadas en los rios. La evaluacion de las
progenies va a depender directamente del tamafio de
los alevines a ser liberados, que es determinado por
las condiciones ambientales definidas para cada lugar
donde va a ocurrir la repoblacion. Alevines mayores
son exigidos en ambientes con gran nimero de
predadores, no obstante, lugares donde hay equilibrio
de las relaciones presa/predador, alevines menores y
en mayor nimero puede ser una estrategia adecuada
(Sirol y Britto, 2006).

% Progenie

10| 526 526

526 526

36,84

526 526 526 526 5,26

Figura 2. Composicion de las familias en los alevinos de B. orbignyanus, utilizando el sistema

reproductivo seminatural.
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A pesar que los resultados demuestran la existencia
de los procesos de dominancia reproductiva y
paternidad multipla, es verificable que la composicion
de las familias es heterogénea, lo que caracteriza
un cruzamiento adecuado para un programa de
repoblacion.

Segiin Moreira et al. (2007), los marcadores
microsatélite pueden ser empleados para estimativas
de coeficientes de endocruzamiento y parentesco,
coincidiendo con los resultados obtenidos por
Fessehaye et al. (2006), los cuales concluyen
que ese tipo de marcador permiti6 identificar
relaciones genéticas entre la generacion parental y
sus progenies. Para el andlisis de los reproductores
y de la progenie de B. orbignyanus analizados en
este estudio, los marcadores microsatélite fueron
efectivos permitiendo obtener un perfil objetivo de la
contribucion reproductiva.

CONCLUSION

El sistema reproductivo seminatural demostro
ser efectivo en la preservacion fisica y reproductiva
durante los cruzamientos. Se confirmo la presencia
de paternidad multiple y dominancia reproductiva,
donde fueron observadas diferencias en la contribucion
reproductiva de larvas y alevines, demostrando que
su estimacion en un mismo lote puede ser diferente
entre fases de crecimiento.
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