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RESUMEN

La conservacién de la variabilidad genética es prioritaria en
lotes de peces usados en programas de repoblacién de rios, es-
pecialmente para especies amenazadas o en peligro de extin-
cién como es el caso del Brycon orbignyanus. El objetivo del
presente estudio fue estimar la diversidad genética y la contri-
bucién reproductiva de una progenie de B. orbignyanus usa-
da en programas de repoblacién, en un sistema reproductivo
seminatural usando marcadores microsatélites. Se analizaron
muestras de aleta caudal de 24 reproductores (1273 y 129)
y 95 larvas de su progenie. Reproductores y progenie mos-
traron dos alelos, ausencia de alelos de baja frecuencia y una
heterocigosis media de 0.470 y 0.510. El coeficiente F, mos-
tr6 que hubo ausencia de endogamia en los reproductores y
progenie (-0.116 y —0.242) y no hubo diferencias (p>0.01)
en el equilibrio de Hardy-Weinberg. De acuerdo con el and-
lisis de varianza molecular (AMOVA), la mayor parte de la
variacién observada estuvo dentro de cada grupo y no entre
los grupos, corroborado por el valor de indice de Shannon
(reproductores = 0.477; progenie = 0.491). La diversidad ge-
nética en la progenie fue preservada y se verificé la presencia
de paternidad miltiple y dominancia reproductiva en 50 %
de la progenie mediante la utilizacién del sistema reproduc-

tivo seminatural.
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ABSTRACT

The conservation of genetic variability is a priority for fish
lots used in restocking programs in rivers, especially for
threatened or endangered fish species as is the case of Brycon
orbignyanus. The objective of this study was to estimate the
genetic diversity and reproductive contribution of an offspring
of B. orbignyanus used in stock programs in a semi-natural
reproductive system using microsatellite markers. Samples of
caudal fin from 24 breeders (123 and 129), and 95 larvae
of their offspring. Breeders and offspring showed two alleles,
absence of low frequency alleles and an average heterozygosity
of 0.470 and 0.510. The coefficient F, showed that there was
no inbreeding in breeders and offspring (—0.116 and -0.242)
and there were no differences (p>0.01) in the Hardy-Weinberg
equilibrium. According to the analysis of molecular variance
(AMOVA), most of the variation observed was within each
group and not among groups, being confirmed by the
Shannon index value (breeders = 0.477; offspring = 0.491).
The genetic diversity in the offspring was preserved and the
presence of multiple paternity and reproductive dominance
was verified in 50 % of the offspring through the use of the

semi-natural reproductive system.

Key words: Brycon orbignyanus, conservation, reproductive

management, microsatellite, paternity, stock programs.
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INTRODUCCION

a deforestacién en los mdrgenes de los rios, la

construccion de represas hidroeléctricas y ca-

nales de riego para produccién agricola (Ha-
tanaka et a/l., 2006), asi como la contaminacién del
agua y la falta de conocimiento taxonémico (Agos-
tinho ez al., 2005) han llevado a la desaparicién de
varias especies de peces. Brycon orbignyanus, cono-
cido en Brasil como piracanjuba o bracanjuba (Or-
den Characiformes, familia Characidae, subfamilia
Bryconinae), es una especie migratoria nativa de las
cuencas formadas por los rios Uruguay (Zaniboni-
Filho y Schulz, 2003) y Parand (Ganeco ez al., 2001).
Sus poblaciones naturales se han reducido en res-
puesta a modificaciones ambientales generadas por
cambios climdticos y principalmente por acciones
humanas (Zaniboni-Filho et 4l., 2006), siendo ca-
talogada como especie en peligro de extincién (Ma-
chado, 2005). La repoblacién es una prictica cada
vez mds comun (Hilsdorf ez al., 2006) para reducir
dichos impactos desde hace unas tres décadas en el
Brasil, pero sin respaldo cientifico (Agostinho ez al.,
2005). Por tanto, los estudios genéticos y reproducti-
vos son necesarios para orientar esos programas (Lo-
pera Barrero ez al., 2009).

El monitoreo genético y reproductivo en lotes de
piscicultura es importante para aumentar la produc-
cién y conservacién de peces (Feng ez al., 2007), ya
que la disminucién de la variabilidad genética por
un inadecuado manejo genético (Frost ez al., 2006) y
reproductivo (Porta ez al., 2006) puede traer proble-
mas de endogamia, adaptabilidad y supervivencia de
progenies usadas en programas de repoblacién. Esos
problemas pueden afectar las poblaciones naturales
de peces (Senstebo ez al., 2007) y el ecosistema en ge-
neral. Para este monitoreo se usan marcadores micro-
satélites con éxito (Machado-Schiaffino ez 4/., 2007).

El objetivo del presente estudio fue estimar la di-
versidad genética y la contribucién reproductiva de
una progenie de B. orbignyanus usada en programas
de repoblacién de el rio Paranapanema, en un siste-
ma reproductivo seminatural, utilizando marcadores
microsatélites.

MATERIALES Y METODOS

Se usaron 24 reproductores (123 y 129) de B. orbignyanus se-

leccionados de un lote de 136 individuos, mantenidos en cautiverio
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production (Hatanaka ez al., 2006), as well as water
contamination and the lack of taxonomic knowledge
(Agostinho ez al., 2005) have led to the disappearance
of various fish species. Brycon orbignyanus, known in
Brazil as piracanjuba or bracanjuba (Characiformes
order, Characidae family, Bryconinae subfamily) is a
migratory species native to basins formed by the rivers
Uruguay (Zaniboni-Filho and Schulz, 2003) and
Parand (Ganeco et al., 2001). Its natural populations
have been reduced in response to environmental
changes, generated by climate disturbance and
mainly by human activity (Zaniboni-Filho ez al.
2000); therefore, B. orbignyanus has been listed as
an endangered species (Machado, 2005). Restocking
is an increasingly common practice (Hilsdorf ez /.,
20006) to reduce those impacts since about three
decades ago in Brazil, but without scientific support
(Agostinho ez al., 2005). Therefore, genetic and
reproductive studies are necessary to guide such
programmes (Lopera Barrero ez al., 2009).

The reproductive and genetic monitoring of
fish farming batches is important to increase the
production and preservation of (Feng ez /., 2007),
since the decreased variability due to inadequate
genetic (Frost ez al., 2006) and reproductive
manipulation (Porta ez a/., 2006) can bring problems
of inbreeding, adaptability and survival of the
offspring used in restocking programmes. These
problems can affect natural populations of fish
(Senstebe et al., 2007) and the ecosystem in general.
For this monitoring microsatellite markers are
successfully used (Machado -Schiaffino ez 4., 2007).

The aim of this study was to estimate the
genetic diversity and reproductive contribution of
an offspring of B. orbignyanus used in restocking
programmes of the river Paranapanema, in a semi-
natural reproductive system, using microsatellite
markers.

MATERIALS AND METHODS

We used 24 breeders (123 and 129) of B. orbignyanus
selected from a batch of 136 individuals, held in captivity for
six years at the Aquaculture and Water Station facilities of the
Duke Energy International, Geragio Paranapanema, Salto
Grande city, SP (49° 59" 13” W and 22° 53’ 32” S), Brazil. These
individuals come from the first generation from a batch of a fish
farm, Castilho city, SP (52° 27’ 24” W and 22° 11’ 317 S) (Figure
1).
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por seis afios en las instalaciones de la Estacién de Acuicultura e
Hidrologia de la Duke Energy International, Geragio Paranapa-
nema, ciudad de Salto Grande, SP (49° 59’ 13” O y 22° 53* 32”
S), Brasil. Estos individuos provienen de la primera generacién
de un lote de una piscicultura en la ciudad de Castilho, SP (52°
2724”7 Oy 22° 11’ 317S) (Figura 1).

El experimento se realiz6 en noviembre de 2006 en la Esta-
cién de Acuicultura de la Duke Energy International. Los peces
fueron inducidos a reproduccién con extracto de hipéfisis de car-
pa. Las hembras recibieron 5.5 mg kg™ en dos aplicaciones: 10
% en la primera aplicacién y 90 % 12 h después. Los machos
recibieron 2.5 mg kg~" en dosis tnica. Los reproductores se colo-
caron en un tanque circular (5.1 m radio; 1.85 m profundidad)
y abastecido por un flujo continuo de agua (131 L's™"). Un tubo
en la parte central del tanque permitié enviar los huevos a una es-
tacion recolectora. Los huevos fueron vertidos en una incubadora
cilindro-cénica (200 L) con flujo continuo de agua (7 L's™).

Aproximadamente 6 h después de la dltima induccién (160
horas-grado, 27 °C) se inicié la recoleccién de huevos con un pe-
riodo méximo de 6 h; los huevos se retiraron cada hora y fueron
conducidos hacia incubadoras cilindro-cénicas. Después de las
6 h se verificé por presién abdominal si los machos y hembras
desovaron completamente. Una muestra de 0.5 cm? de la aleta
caudal se tomé de cada pez y las muestras se colocaron en micro-
tubos de 1.5 mL conteniendo etanol para la extraccién del ADN.
La mortalidad (%) de los reproductores se determiné 1 d después
de la reproduccién.

Tres dias después de la eclosion de los huevos, aproximada-
mente 200 larvas se recolectaron aleatoria y manualmente (20
larvas de cada incubadora), y se colocaron en micro-tubos de
1.5 mL conteniendo etanol. Para extraer ADN se recolectaron
95 larvas, de acuerdo con Lopera Barrero ez a/l. (2008). En los
micro tubos se adicionaron 550 mL de solucién amortiguadora
(50 mM Tris-HCI, 50 mM EDTA, 100 mM NaCl, 1 % SDS)
y 200 mg mL~" de proteinasa K. Las muestras se incubaron en
bafio maria (50 °C) por 12 h. El ADN se precipité con 600 mL
de solucién de NaCl (5M) y se centrifugé 10 min a 12000 rpm.
El ADN se transfiri6 a micro tubos vacios, se precipité con 700 mL
de etanol y se incubd por 1 h a —20 °C. Enseguida se lav6 con
700 mL de etanol 70 %, se suspendi6é en TE amortiguador TE
- 10 mM Tris pH 8.0, 1 mM EDTA (80 mL para aletay 35 mL
para larva), y se traté con 30 mg mL~' de ARNasa. Las muestras
se incubaron en bafio maria a 37 °C por 60 min y se conservaron
a—-20°C.

El ADN se cuantificé en un espectrofotémetro UV 1601
(Shimadzu, EE.UU.) y se diluy6 a 10 ng uL~" (aletas) y 5 ng
L~ (larvas). La integridad del ADN se verificé en electroforesis
horizontal en un gel de agarosa al 1 %, a 70 V por 60 min usando
una solucién amortiguadora TBE 1X (500 mM Tris-HC1,

The experiment was conducted at the Aquaculture Station
of Duke Energy International in November 2006. Fish were
induced to reproduction by using carp pituitary extract. The

! in two applications: 10 % in the

females received 5.5 mg kg~
first application and 90 % 12 h later. Males were given a 2.5 mg
kg™" dose. Breeders were placed in a circular tank (5.1 m radius;
1.85 m depth) supplied with a continuous water flow (131 Ls7%).
A tube in the central part of the tank allowed routing the eggs
to a collecting station. Then eggs were poured into a cylindrical-
conical incubator (200 L) with a continuous flow of water (7 L
s7h).

Approximately 6 h after the last induction (160 hours-grade,
27 °C) the egg collection began with a maximum period of 6 h;
then the eggs were removed every hour and led into cylinder-
conical incubators. After 6 h it was detected by abdominal
pressure whether males and females had spawned completely.
Then a 0.5 cm? from the caudal fin was sampled from each
individual. Samples were placed in 1.5 mL micro-tubes
containing absolute ethanol for DNA extraction. The breeder’s
mortality (%) was measured 1 d after breeding.

Three days after hatching, approximately 200 larvae were
randomly collected by hand (20 larvae from each incubator),
and placed in 1.5 mL micro-tubes containing ethanol. For DNA
extraction 95 were collected according to the methodology
described by Lopera Barrero ez al. (2008). In the micro tubes
a volume of 550 ml of buffer solution (50 mM Tris-HCI, 50 mM
EDTA, 100 mM NaCl, 1 % SDS) and 200 mg mL™" of
proteinase K were added. The samples were incubated in water

bath (50 °C) for 12 h. The DNA was precipitated with 600 mL

Rio Paranapagema

Q Castilho

Figura 1. Ubicaci6n de la Estacién de Acuicultura e Hidrolo-
gia de la Duke Energy International (Geragao Para-
napanema) y de la ciudad de Castilho, en el Estado
de Sao Paulo, Brasil.

Figure 1. Location of the Aquaculture and Water Station
of the Duke Energy International (Geragio
Paranapanema) and the city of Castilho, in Sao
Paulo, Brazil.

LOPERA-BARRERO et al. 173



AGROCIENCIA, 16 de febrero - 31 de marzo, 2010

60 mM 4cido bérico, 83 mM EDTA). El gel se marcé con bro-
muro de etidio (0.5 g mL™") por 30 min y la imagen se capturé
con el sistema fotografico EDAS (Kodak 1D Image Analysis 3.5,
EE.UU.) (Figura 2).

El ADN se amplificé en un volumen final de reaccién
de 15 mL usando la solucién amortiguadora Tris-KCl, 2.0 mM
MgCIZ, 0.8 uM de cada cebador (Forward'y Reverse), 0.2 mM de
cada NTP, una unidad de Platinun 7zg DNA Polimerasa, 10 ng
de ADN para larvas y 20 ng de ADN para las aletas. Se amplifi-
caron cuatro loci descritos por Barroso ez al. (2003) para Brycon
opalinus (No. Acceso GeneBank AF513621-BoM1, AF513622-
BoM2, AF513626-BoM7 y AF513628-BoM13). Las reacciones
de amplificacién se realizaron en un termociclador Eppendorf
Mastercycler” Gradient (EE.UU.), programado para 30 ciclos,
con un paso inicial de desnaturacién a 94 °C por 4 min y un
paso final de extensién a 72 °C por 10 min. Cada ciclo consistié
de 1 mina 94 °C, 1 min a48 °C, 58 °C, 52 °C y 50 °C para cada
locus, y 1 mina 72 °C.

Las muestras amplificadas fueron separadas en electroforesis
en gel de poliacrilamida al 10 % (acrilamida:bisacrilamida - 29:1)
desnaturada (6 M de urea), en solucién amortiguadora TBE 1X
(90 mM Tris-Borato, 2 mM EDTA) a 300 V por 4 h. Para vi-
sualizar los alelos microsatélites se usé nitrato de plata segin lo
descrito por Bassam ez al. (1991). El gel se puso en una solucién
de fijacién (10 % etanol, 0.5 % dcido acético) por 20 min, se
tifid con nitrato de plata (6 mM) por 10 min y se revelé (0.75 M
NaOH, 0.22 % formol-40 %). Cada gel se fotografié con cdmara
digital Nikon (E5200). El tamano de los alelos se calculé por el
programa Kodak - EDAS 290 (EE.UU.) usando marcadores de
ADN de 10 pb y 50 pb (DNA ladder - Invitrogen®) (Figura 3).

El niimero de alelos, la heterocigosis observada (/) y espera-
da (HC), el equilibrio de Hardy-Weinberg, la deficiencia o exceso
de heterocigotos y el coeficiente de endogamia () se calcula-
ron usando el programa GENEPOP 3.3 (Raymond y Rousset,
1995). Las frecuencias alélicas y el indice de Shannon se calcu-
laron con el programa PopGene 1.31 (Yeh ez a/., 1999). El ani-

lisis de variancia molecular AMOVA se calcul6 con el programa

of NaCl (5M) and centrifuged for 10 min at 12 000 rpm. The
DNA was transferred to empty micro tubes, precipitated with
700 mL of ethanol and incubated at =20 °C for 1 h. The DNA
extract was washed with 700 mL of 70 % ethanol, suspended in
TE buffer 10 mM Tris pH 8.0, I mM EDTA (80 mL for
fin and 35 mL for larvae), and treated with 30 mg mL™' RNase.
Samples were incubated in water bath at 37 °C for 60 min and
stored at —20 °C.

The DNA was quantified in a spectrophotometer UV 1601
(Shimadzu USA) and diluted to 10 ng uL~" (fins) and 5 ng u
L~ (larvae). The integrity of DNA was verified with horizontal
electrophoresis in a 1 % agarose gel at 70 V for 60 min using
a buffer solution of TBE 1X (500 mM Tris-HC1, 60 mM
boric acid, 83 mM EDTA). The gel was marked with ethidium
bromide (0.5 g mL™") for 30 min and the image was captured
with the EDAS photographic system (Kodak 1D Image Analysis
3.5, U SA) (Figure 2).

The DNA was amplified in a final reaction volume of 15 mL
using the buffer solution Tris-KCl, 2.0 mM MgCl2, 0.8 uM of
cach primer (Forward and Reverse), 0.2 mM of each dNTP, one
unit of Platinun 7zg DNA Polymerase, 10 ng of DNA for larvae
and 20 ng of DNA for fins. Four loci were amplified, as described
by Barroso er al. (2003), for Brycon opalinus (Access Number
GeneBank AF513621-BoM1, AF513622-BoM2, AF513626-
BoM7 and AF513628-BoM13). Amplification reactions were
performed in a thermocycler Eppendorf Mastercycler® Gradient
(USA), programmed for 30 cycles with an initial denaturation
step at 94 °C for 4 min and an extension final step at 72 °C for
10 min. Each cycle consisted of 1 min at 94 °C, 1 min at48 °C, 58 °C,
52 °C and 50 °C for each locus, and 1 min at 72 ° C.

The amplified samples were separated in a to polyacrylamide
gel electrophoresis at 10 % (acrylamide : Bisacrylamide - 29:1)
denatured (6 M urea) in a buffer solution of 1IX TBE (90 mM
Tris-borate, 2 mM EDTA) at 300 V for 4 h. Silver nitrate was
used to visualize the microsatellite alleles, according to Bassam
et al. (1991). The gel was placed in a fixative solution (10 %

ethanol, 0.5 % acetic acid) for 20 min; it was stained with silver

12 34 56 7 8 9 10 112 131415 161718 19 20 21 22 23 24 25 26 27

Figura 2. Cuantificacién en gel de agarosa al 1 % de las muestras de Brycon orbignyanus. Muestras de 1 a 24 reproductores.

Muestras de 25 a 27 larvas.

Figure 2. Quantification of the Brycon orbignyanus samples in agarose gel at 1 %. Samples of 1 to 24 breeders. Samples of 25 to

27 larvae.
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Figura 3. Amplificacién en gel de poliacrilamida al 10 % de las muestras de los reproductores de Brycon orbignyanus.
Figure 3. Amplification of the samples of Brycon orbignyanus breeders with polyacrylamide gel at 10 %.

Arlequim 3.1 (Excoffier er al., 2005). La prueba de Duncan se
us6 para determinar las diferencias entre las medias. La determi-
nacion de la paternidad de la progenie se realizé con el programa
PAPA versién 2.0 (Duchesne et al., 2002).

REesuLTADOS Y DISCUSION

Los cuatro loci produjeron ocho alelos con ta-
mafios entre 140 pb y 200 pb, observados en los re-
productores y en la progenie (Cuadro 1). Se observé
presencia de los mismos alelos en los reproductores y
en la progenie y ausencia de alelos de baja frecuencia
(menor que 0.100) que indicaria pérdida de alelos.
Segtin Innes y Elliott (2006), la pérdida de alelos es
la primera senal de la disminucién de la variabilidad
genética en una poblacién; asi los resultados sugie-
ren que se preservé de la variabilidad genética en la
progenie.

No se encontraron diferencias (p>0.01) en el
equilibrio de Hardy-Weinberg en los reproductores y
en la progenie. Los valores estimados de heterocigo-
cidad observada (/) y de coeficiente de endogamia
(£,), no indicaron aparicién de endogamia en los re-
productores y exceso de heterocigotos para los loci
BoM1, BoM7 y BoM13. El locus BoM2 presentd
deficiencia de heterocigotos. Igualmente, los resulta-
dos de F, mostraron pérdida de heterocigosis en el
locus BoM2 (0.452) (Cuadro 2).

La deficiencia de heterocigotos observado en los
reproductores para el locus BoM2 (Cuadro 2) se
puede deber a endogamia, presencia de alelos nulos,
muestreo no aleatorio o al efecto Wahlund (Hass-
anien y Gilbey, 2005). Sin embargo, por el F, nega-
tivo encontrado en los otros loci y la falta de diferen-
cias (p>0.01) en el equilibrio de Hardy-Weinberg, es
improbable que el efecto Wahlund sea una posible
causa.

En la progenie, los valores de heterocigocidad y
el F_mostraron que hubo exceso de heterocigotos, in-
dicando ausencia de endogamia. La progenie obtenida

nitrate (6 mM) for 10 min and revealed (0.75 M NaOH, 0.22
% formalin-40 %). Each gel was photographed with a digital
Nikon camera (E5200).The size of alleles was calculated with
the program Kodak - EDAS 290 (USA) using DNA markers of
10 bp and 50 bp (DNA ladder - Invitrogen®) (Figure 3).

The number of alleles, the observed heterozygosity (/) and
expected (He ), the Hardy-Weinberg equilibrium, the deficiency
or excess of heterozygotes and the inbreeding coefhicient () were
calculated using the program GENEPOP 3.3 (Raymond and
Rousset, 1995). Allele frequencies and the Shannon index were
calculated with the programme PopGene 1.31 (Yeh ez 4l., 1999).
The analysis of molecular variance AMOVA was calculated
with the programme Arlequim 3.1 (Excoffier ef al., 2005). The
Duncan test was used to determine differences between means.
The determination of paternity of the offspring was performed
with the 2.0 version PAPA programme (Duchesne ez al., 2002).

REesuLTs AND DiscussioN

The four loci produced eight alleles of sizes
ranging between 140 bp and 200 bp, observed in
breeders and offspring (Table 1). The presence of

Cuadro 1.Ntmero, tamaiio en pares de bases (pb) y frecuen-
cia de los alelos para los reproductores y progenie
de B. orbignyanus, en el sistema reproductivo semi-
natural.

Table 1. Number, size in base pairs (bp) and frequency of
alleles for breeders and offspring of B. orbignyanus
in the semi-natural reproductive system.

B Frecuencia de los alelos
. Tamano
Loci No. b)
® Reproductores Progenie

BoM1 2 150-169 150 (0.158) 150 (0.165)
169 (0.842) 169 (0.835)
BoM2 2 170-200 170 (0.583) 170 (0.516)
200 (0.417) 200 (0.484)
BoM7 2 192-198 192 (0.350) 192 (0.240)
198 (0.650) 198 (0.760)
BoM13 2 165-172 0.500 165 (0.477)
172 (0.523)
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Cuadro 2. Heterocigocidad observada (H)) y esperada (H),
coeficiente de endogamia (F,) y prueba de pro-
babilidad para el equilibrio de Hardy-Weinberg
(P ) estimados en los reproductores y en la pro-
genie de B. orbignyanus, en el sistema reproducti-
vo seminatural.

Table 2.  Observed heterozygosity (H) and expected (H),
inbreeding coefficient (F,) and probability test for
the Hardy-Weinberg equilibrium (P, ), estimated
on breeders and offspring of B. orbignyanus, in
the semi-natural reproductive system.

Pari- .

Reproductores Medias
metros
Loci
BoM1 BoM2 BoM7  BoMI13

H, 0.316 0.278 0.700 0.583 0.470b

H 0.273 0.500 0.467 0.511 0.438a

Ff  -0161 0452 0520 -0.146 -0.116

Py, 0.000° 0.000° 0.002%  0.000f -

Progenie
BoM1 BoM2 BoM7  BoMI13

H, 0.330 0.645 0.456 0.609  0.510a

H, 0.277 0.502 0.368 0.502 0.412b

E! -0.192 -0.308 -0.254 -0.214 -0.242

Py, 0.000% 0.001° 0.001*  0.000¢ ---

=pérdida de homocigosis + loss of homozygosity; = p<0.01.

por el sistema reproductivo seminatural presenté una
heterocigosis media mayor (0.510) que la encontrada
en los reproductores (0.470), mostrando que la varia-
bilidad genética fue preservada (Cuadro 2).

De acuerdo con la AMOVA la mayor parte de la
variacién observada estd dentro de cada grupo y no
entre los grupos, mostrando que a pesar de ser F1
(reproductores) y F2 (progenie) no hubo pérdida de
variabilidad genética durante el proceso reproducti-
vo (Cuadro 3). Este resultado es corroborado por el
valor de indice de Shannon (Reproductores=0.477;
Progenie=0.491).

La preservacién de la variabilidad genética en la
progenie fue debida posiblemente a la utilizacién del
sistema reproductivo seminatural. Este sistema re-
productivo, cuando se realiza correctamente, tiende
a reducir el direccionamiento y la seleccién sin inten-
cién en el proceso que ocurre normalmente en el sis-
tema reproductivo por extrusion. Ademds disminuye
significativamente la mortalidad causada por el estrés,
posibilitando que un mayor niimero de reproductores
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the same alleles was observed in the breeders and
offspring, as well as the absence of low frequency
alleles (less than 0.100), which would indicate a loss
of them. According to Innes and Elliott (2006), the
loss of alleles is the first sign of the decreased genetic
variability in a population; thus the results suggest
that the offspring genetic variability was preserved.

There were no differences (p>0.01) in the Hardy-
Weinberg equilibrium of the in breeders and offspring.
The estimates of heterozygosity observed (H ) and
inbreeding coefficient (F) revealed no occurrence of
inbreeding in breeders and an excess of heterozygotes
for BoM1, BoM7 and BoM13 loci. The BoM2 locus
showed a deficiency of heterozygotes. Similarly, F_
results showed a loss of heterozygosity in the locus
BoM2 (0.452) (Table 2).

The heterozygote deficiency observed in
the breeders for the locus BoM2 (Table 2) may
be due to inbreeding, presence of null alleles,
nonrandom sampling or the Wahlund effect
(Hassanien and Gilbey, 2005). However, because
of the negative £, found in other loci and the lack
of differences (p> 0.01) in the Hardy-Weinberg
equilibrium, the Wahlund effect is unlikely to be a
possible cause.

In the offspring, the values of heterozygosity and
Fishowed showed excess of heterozygotes, indicating
absence of inbreeding. The offspring obtained by the
semi-natural reproductive system showed a higher
mean heterozygosity (0.510) than that found in
breeders (0.470), showing that genetic variability was
preserved (Table 2).

According to AMOVA most of the observed
variation was within each group and not among
groups, which reveals that despite being F1 (breeders)
and F2 (offspring) there was no loss of genetic
variability during the reproductive process (Table
3). This result is corroborated by the Shannon index
value (Breeders=0.477; Offspring=0.491).

The preservation of genetic variability in the
offspring was possibly due to the use of the semi-
natural reproductive system. When the reproductive
system is done correctly, it tends to reduce routing and
unintentional selection in the process that normally
occurs in the reproductive system by extrusion. Also
it significantly reduces mortality caused by stress,
allowing that a greater number of breeders generate
offspring in crosses, as well as a greater preservation
of genetic variability. In this work, it was verified that
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Cuadro 3. Andlisis de variancia molecular (AMOVA) para los reproductores y la progenie de B. orbignyanus.
Table 3. Analysis of molecular variance (AMOVA) for breeders and offspring of B. orbignyanus.

Muestras Fuente de variacion Suma de cuadrados Coeficiente de variacién Porcentaje de variacién
Reproductores E.G 3.439 0.0318 3.09°
X D.G 235.750 0.9989 96.91
Progenie Total 239.189 1.0307 100

E.G: entre grupos; D.G: Dentro de grupos + EG: among groups; DG: within groups T p> 0.05.

genere progenie durante los cruzamientos y que exis-
ta una mayor preservacion de la variabilidad genética.
En el presente trabajo se verific que todos los repro-
ductores quedaron vacios (por presién abdominal al
final del proceso reproductivo), no hubo mortalidad
de los reproductores y la variabilidad genética se pre-
servé en la progenie.

Ademds, es comun en los programas de repobla-
cién se usen pocos individuos (por ejemplo, un ma-
cho para varias hembras) ya que las especies migra-
torias, como el B. orbignyanus, son muy prolificas y
la utilizacién de numerosos individuos est4 limitado
por falta de infraestructura adecuada. En el presente
estudio, cuando fueron cruzados 24 reproductores
(12d y 129) con alta variabilidad genética, es pro-
bable que la contribucién reproductiva en la fertili-
zacion de los huevos también fuera alta, favorecida
por la utilizacién del sistema seminatural y de un
namero similar de hembras y machos, preservando
la variabilidad genética. Estos resultados concuerdan
con las recomendaciones de Pante ez 2/. (2001), Oota
y Matsuishi (2005) y Frost ez al. (2006), donde el uso
de un adecuado ntiimero de reproductores (N) jun-
to con la formacién correcta de cruzamientos (1:1)
y el uso de sistemas reproductivos apropiados, pue-
de controlar el aparecimiento de endogamia en las
futuras generaciones y permitir una alta variacién y
contribucién reproductiva entre los individuos y sus
progenies (Qin ez al., 2007).

Se determiné sélo 50 % de la paternidad. Esta
baja determinacién estd correlacionada con el bajo
nimero de alelos encontrados (ocho alelos) provoca-
da posiblemente por la utilizacién de loci heterélogos
(desarrollados para Brycon opalinus). Estos resulta-
dos divergen del estudio realizado por Barroso ez al.
(2003) en el que se reportan 12 y 31 alelos entre 78
a 212 pb en B. orbignyanus; pero fueron similares a
los encontrados por Sanches y Galetti Jr. (2006), los
cuales investigaron siete loci para Brycon hilarii con
la presencia de pocos alelos para B. orbignyanus (tres

all breeders were left empty (by abdominal pressure
at the end of the reproductive process), there was
no mortality of breeders and genetic variability was
preserved in the offspring.

It is common in restocking programs to use few
male individuals (for example, one male for several
females) since migratory species, like B. orbignyanus,
are very prolific and the utilization of numerous
individuals is limited due to the lack of adequate
infrastructure. In the present study, when 24 breeders
with high genetic variability were crossed (128 and
129), itis likely that the reproductive contribution to
the fertilization of eggs was also high, facilitated by the
use of the semi-natural system and a similar number
of males and females, preserving genetic variability.
These results agree with the recommendations by
Pante et 2l (2001), Oota and Matsuishi (2005) and
Frost er al. (2006), where the use of an adequate
number of breeders (N), together with the correct
formation of crosses (1:1) and the use of appropriate
reproductive systems could control the occurrence
of inbreeding in future generations and allow a high
variation and reproductive contribution among
individuals and their offspring (Qin ez 4/., 2007).

Only 50 % of paternity was determined. This
observation is correlated with the number of alleles
found (eight alleles), caused possibly by the use of
heterologous loci (developed for Brycon opalinus).
These results diverge from the study by Barroso ez 4.
(2003) which reported 12 and 31 alleles between 78
to 212 bp in B. orbignyanus; but they were similar
to those found by Sanches and Galetti Jr. (2006),
who investigated seven loci for Brycon hilarii with
the presence of few alleles for B. orbignyanus (three
to eight between 138 to 220 bp). However, the alleles
obtained in our study were informative and allowed
to calculate genetic variability and determine the
participation and reproductive behavior of breeders
on a certain percentage of the offspring using a semi-
natural reproductive system.
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a ocho entre 138 a 220 pb). No obstante, los alelos
obtenidos en el presente estudio fueron informativos
y permitieron calcular la variabilidad genética y de-
terminar la participacién y comportamiento repro-
ductivo de los reproductores en un porcentaje de la
progenie usando el sistema reproductivo seminatural.

De los 12 machos y 12 hembras usados sélo cua-
tro machos (M1, M8, M9 y M10) y nueve hembras
(F1, F2, F3, F5, F6, F8, F9, F10 y F11) fueron res-
ponsables por 50 % de la progenie. El macho 1 (M1)
y la hembra 5 (F5) fueron responsables de la mayor
contribucién en la progenie (75.51 % y 28.57 %).
Como consecuencia, el nimero efectivo de posibles
progenitores (24) se redujo al determinar que el N_
fue realmente 11.08. Sin embargo, por sélo tener da-
tos del 50 % de la paternidad este valor no es repre-
sentativo para toda la progenie (Figura 4).

Todos los machos que contribuyeron con 50 %
de la progenie fertilizaron mds de una hembra, ca-
racterizando la paternidad multiple. El M1 fertilizé
la mayor cantidad de hembras (100 %), seguido del
macho M9 (33.33 %) y de los machos M8 y M10
(22.22 %). La composicion de las familias fue afecta-
da directamente por la mayor participacién del M1, y
los cruzamientos F5xM1 y F10xM1 tuvieron mayor
contribucién en la progenie (44.69 %) (Figura 5).
Este comportamiento determina que el sistema re-
productivo seminatural pudo haber influenciado en
la variacién y en la contribucién reproductiva. A pe-
sar de que sélo se determiné 50 % de la paternidad,
es evidente que el sistema reproductivo seminatural
permiti6 la participacién activa de los reproductores
en la fertilizacién y el posible efecto de dominancia

1
10 20 30 40 50 60 70 80

T f f
Progenie (%)

Figura 4. Contribucién reproductiva de la progenie de B. or-
bignyanus en el sistema reproductivo seminatural.

Figure 4. Reproductive contribution of the B. orbignyanus
offspring to the semi-natural reproductive system.
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Of the 12 males and 12 females used only four
males (M1, M8, M9 and M10) and nine females
(F1, F2, F3, F5, F6, F8, F9, F10 and F11) were
responsible for 50 % of the offspring. Male 1
(M1) and female 5 (F5) were responsible for most
of the contribution to the offspring (75.51 % and
28.57 %). As a result, the actual number of possible
parents (24) fell when determining that the N_
was actually 11.08. However, for having data only of
50 % of parenting this value is not representative of
the entire offspring (Figure 4).

All males that contributed 50 % to the offspring
fertilized more than one female, characterizing
multiple paternity. The male M1 fertilized the largest
number of females (100 %), followed by M9 (33.33 %)
and M8 and M10 (22.22 %). The composition
of families was directly affected by the increased
involvement of M1, and crosses F5xM1 and F10xM1
had a greater contribution to the offspring (44.69 %)
(Figure 5). This behavior determines that the semi-
natural reproductive system may have influenced
the variation and the reproductive contribution.
Although only 50 % of paternity was determined,
it is clear that the semi-natural reproductive system
allowed the active participation of breeders in
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Figura 5. Composicién de las familias en la progenie de B.
orbignyanus, usando el sistema reproductivo semi-
natural.

Figure 5. Composition of families in the B.orbignyanus
offspring using the semi-natural reproductive
system.
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durante el cruzamiento, comportamiento que no es
obtenido en el sistema reproductivo por extrusidn,
donde el cruzamiento es direccionado.

La dominancia reproductiva, también conocida
como hipétesis de la calidad intrinseca del macho o
hipétesis del buen esperma (Sivinski, 1984), puede
afectar la variabilidad genética cuando se usan sis-
temas reproductivos seminaturales, ya que la domi-
nancia de algunos machos (supuestamente los mds
fuertes y con mejores caracteristicas reproductivas)
en la fertilizacién de los évulos puede influenciar
la variabilidad genética de la progenie (Nordeide,
2007). Este fenémeno ya se observé en peces exdti-
cos y nativos del Brasil. Porta ez al. (2006) para Solea
senegalensis observaron que dos machos de 11 fueron
responsables en mayor porcentaje por la progenie.
Igualmente, Sekino ez /. (2003) senalan que 99 % de
la progenie fue originada por la participacién repro-
ductiva de un macho, lo que redujo la variabilidad
genética en lotes de Paralichthys olivaceus.

Los resultados del presente estudio son importan-
tes, porque con ellos se puede orientar objetivamente
el manejo reproductivo y genético usado en progra-
mas de repoblacién de B. orbignyanus. Por esta razén,
durante la formacién de cruzamientos destinados
para produccién de nuevos lotes o en la realizacién de
programas de conservacién en B. orbignyanus usando
el sistema reproductivo seminatural, es recomendable
usar la mayor cantidad posible de reproductores en
proporciones iguales de sexo y asi preservar la varia-
bilidad genética, al disminuir la correlacién negativa
entre la similitud genética y el nimero de generacio-
nes (Freitas y Galetti Jr., 2005). Sin embargo, se debe
analizar la eficiencia del sistema reproductivo semi-
natural en la preservacién de la variabilidad genética,
incluyendo estudios de su efecto sobre la paternidad
y la contribucién reproductiva.

De esta forma, el monitoreo de la diversidad ge-
nética de lotes de peces mantenidos en piscicolas es
fundamental para la conservacién de las especies y
de la ictiofauna (Lopera Barrero ez al., 2007; Lopera
Barrero ez al., 2009), siendo necesario para que los
individuos liberados durante los programas de repo-
blacién puedan adaptarse y reproducirse sin provocar
alteraciones en las poblaciones naturales (Senstebe ez
al., 2007). Es necesario efectuar andlisis de variabi-
lidad genética en poblaciones naturales de B. or-
bignyanus en el rio Paranapanema para determinar
el potencial genético de esta importante especie

fertilization and the possible effect of dominance
during mating, a behavior which is not found in the
reproductive system by extrusion, where crossing is
directed.

Reproductive  dominance, also
hypothesis of the intrinsic quality of the male or
hypothesis of good sperm (Sivinski, 1984), may
affect genetic variability when using semi-natural
reproductive systems because the dominance of some
males (presumably the strongest and with better
reproductive characteristics) in the fertilization
of eggs can influence the offspring genetic
variability (Nordeide, 2007). This phenomenon
was already observed in exotic and native fish of
Brazil. In relation to Solea senegalensis, Porta et
al. (2006) noted that two males out of 11 were
responsible to the greater percentage of the offspring.
Similarly, Sekino ezal. (2003) indicate that 99 % of the
offspring came from the reproductive participation
of one male, which decreased the genetic variability
in batches of Paralichthys olivaceus.

The results of this study are important because
they may objectively supervise the reproductive and
genetic management used in restocking programs
of B. orbignyanus. For this reason, during the
formation of crosses for production of new lots, or
in the implementation of preservation programmes
for B. orbignyanus using a semi-natural reproductive
system, it is recommended to use as many breeders
as possible in equal proportions of sex and thus
preserve genetic variability by lowering the negative
correlation between genetic similarity and the
number of generations (Freitas and Galetti ]Jr.,
2005). However, the efficiency of the semi-natural
reproductive system in the preservation of genetic
variability must be analyzed, including studies of its
effect on paternity and reproductive contribution.

Thus, the monitoring of the genetic diversity of
lots of fish kept under fish farming conditions is
essential for the conservation of species and
ichthyofauna (Lopera Barrero et al, 2007;
Lopera Barrero et al, 2009); being necessary
for the individuals released during restocking
programmes to adapt and reproduce without
causing changes in natural populations (Senstebe
et al., 2007). It is necessary to undertake analysis
of genetic variability populations
of B. orbignyanus in the river Paranapanema
to determine the genetic potential of this important

known as

in natural
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migratoria y la orientacién de programas efectivos de
repoblacién.

CONCLUSIONES

El sistema reproductivo seminatural fue efecti-
vo en la conservacién de la variabilidad genética de
progenies de B. orbignyanus usadas en programas de
repoblacién. Se encontré paternidad multiple y una
contribucién reproductiva diferenciada en la compo-
sicién de las familias en el 50 % de la progenie.
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