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Cuvant 1nainte

Scopul cartii de fatd este acela de a coagula si disemina rezultatele proiectului complex
de cercetare-dezvoltare CEEX 140/2006 (Modulul 1), finantat integral de cédtre Autoritatea
Nationald pentru Cercetare Stiintifica si monitorizat de citre Centrul National de Management
Programe — Biotech (secundar, au fost incluse anumite aspecte studiate in proiectul PN II 51-
056). Proiectul s-a derulat pe o perioadda de doi ani de zile (15 septembrie 2006 — 15
septembrie 2008) si s-a finalizat cu atingerea obiectivelor propuse, prin cooperarea exemplara
celor patru universitati partenere.

Autorii acestei carti sunt acei membri ai listei proiectului CEEX 140 care au adus
contributii tehnico-stiintifice semnificative, mai precis: COLECTIVUL RESTRANS AL
CEEX 140 (in cadrul cdruia au fost inclusi si unii care au ajutat prin voluntariat).

In vederea elaborarii cirtii, s-a incercat redarea fideld a etapelor/fazelor derulate intr-o
maniera cat mai apropiata de forma in care acestea au fost raportate, chiar dacd din aceasta
cauzd lucrarea prezintd o oarecare redundantd. Noi speram ca ea raspunde exigentelor
cititorilor nostri care, in acest caz, sunt cercetdtorii, acvacultorii, biologii, acvaristii si cei cu

activitdti sau preocupari conexe acestora.



ETAPA 1

Rezumat

Prima faza a proiectului CEEX 140/2006 prevedea un singur obiectiv general, obiectiv
care se suprapune intru totul cu etapa I si este definit prin acelasi enunt: Identificarea unor
indivizi din specia Poecilia reticulata posesori ai genei pentru rezistenta la temperaturi
scazute prin studiul fenotipului lor. Atingerea obiectivului principal al primei etape a presupus
indeplinirea a unei serii de obiective secundare, cum ar fi: identificarea varietdtilor cele mai
potrivite pentru generatia genitoare (P), obtinerea primelor serii de progenituri crescute in
conditii optime si identice din care sd fie alesi randomic idivizii ce vor compune loturile
experimentale, modificarea procentului celor doud sexe cu aproximativ 3% in primele serii de
progenituri in vederea evitarii aparitiei rarelor cazuri de neomasculi spontani in populatia
genitorilor masculi sau a aparitiei femelelor false in populatia genitorilor femeli, identificarea
indivizilor sensibili la temperaturi joase prin scdderea temperaturii apei bazinelor loturilor
experimentate, identificarea indivizilor rezistenti la temperaturi joase prin scaderea
temperaturii apei bazinelor loturilor experimentate, obfinerea probelor de tesut pentru
extractia ADN a indivizilor luati in studiu.

Pentru genitorii (P) femeli s-a ales varietatea Half-Black Black iar pentru genitorii (P)
masculi varietatea Red Blond, ambele varietati avute in biobaza proprie. Efectuarea studiilor
in tandem pe aceste doud varietdti va permite o monitorizare a modului de transmitere a
cromosomilor X si totodata a genei rezistentei la temperaturd, utilizdnd ca marker gena
Nigrocaudatus (Ni) din genomul varietatii Half-Black Black, o gend puternic contrastanta cu
cea sdlbatica a aceluiasi locus din genomul varietatii Red Blond.

Prin tratarea populatiei din care se urmarea alegerea genitorilor (P) masculi Red Blond
cu 100 mg estradiol valerat/kg furaj si prin tratarea populatiei din care se urmarea alegerea
genitorilor (P) femeli Half-Black Black cu 100 mg metiltestosteron/kg furaj, s-a reusit o
diferentiere a loturilor genitoare cu 5,7%. Astfel, aparifia spontana a femelelor false (genotipic
XY) respectiv a neomasculilor (XX) a fost evitata.

in aceste populatii obtinute, nu exista ,,contaminari” cromosomiale accidentale, adica
aceste loturi femele sunt compuse din indivizi XX iar loturile mascule sunt compuse doar din
indivizi genotipic XY. In cadrul acestor loturi s-au putut observa si identifica indivizii

purtatori ai genei rezistentei la temperaturi scazute. Acesti purtdtori ar putea fi genotipic,



pentru locusul acestei gene, de trei feluri: hemizigoti (masculii), heterozigoti sau homozigoti
(femelele).

Un lucru pe care il stim cert este acela cd masculii Red Blond rezistenti identificati nu
pot fi decat hemizigoti. Avand in vedere linkajul acestei gene exclusiv cu cromosomul X,
singurul cromosom X al acestor masculi poseda gena rezistentei la temperaturi scazute.

Loturile in cadrul carora se avea in vedere identificarea indivizilor rezistenti la frig au
fost crescute in conditii normale de temperatura (25°C), iar la maturitate in conditiile scaderii
controlate a temperaturii. La fiecare doua zile temperatura era scazuta cu 1°C, dupa 32 de zile
temperatura apei din bazinele de crestere ajungand la 9°C. In fiecare lot experimental indivizii
au dat semne de oboseala la aproximativ 14°C, iar pierderile au inceput sa apara cu precadere
in loturile mascule la 12°C.

Din fiecare lot mascul s-a recoltat tesutul inotatoarelor caudale si dorsale a primilor 10
indivizi pierduti. Desi pierderile au continuat si dupd aceasta cifrd cei 10 indivizi au fost
considerati ,,foarte probabil lipsiti de gena rezistentei la temperatura”, ei fiind hemi- sau
homozigoti recesivi la acel locus. Numarul de pierderi inregistrate a fost mai mare in cazul
masculilor (Red Blond) decat in cazul femelelor (Half-Black Black). Desi, facand parte din
varietati diferite, este firesc sa existe diferente intre aceste loturi, noi credem ca mortalitatea
diferitd se datoreaza in primul rand sexului. Considerand sansa unui cromosom X de a detine
gena rezistenfei la temperatura cu R, atunci sansa femelei de a o define, conform legilor
probabilitatii, este de 2R — R Masculul, fiind hemizigot, avand doar un singur cromosom X
va avea o probabilitate de a o detine redusa la aproximativ jumatate, adicd R. Aceasta, credem
noi, este cauza diferentelor in ceea ce priveste numarul diferentiat de pierderi: 100 masculi si
doar 23 femele.

Indivizii care au ramas 1n viatd la 9°C s-au departajat pe mai multe categorii. Indivizii
care au ramas sanatosi si s-au dezvoltat normal prezentand totodatd si comportament de
curtare (cei masculi) au fost selectati in numar de 10 pe fiecare lot. Masculilor li s-a decupat
material biologic din inotatoarele dorsald, repectiv caudala si au fost readusi treptat la
temperatura de confort (25°C). Pestii rezistenti au fost pastrati pentru incrucisarile ulterioare.

Recoltarea probelor de tesut s-a facut prin decupare cu ustensile sterile, iar acestea s-au

conservat in ultrafrizer la -80°C pentru urmatoarea activitate (extractia ADN).



1. Premisele stiintifice si obiectivele generale ale proiectului CEEX 140/2006

Pestele guppy (Poecilia reticulata) este o specie de interes economic, comercial si
stiintific. Importanta lui se refera atat la numarul mare in care este cerut pe piata acvariofila,
cat si la faptul ca el este un organism model in ecologie, etologie, ecotoxicologie, filogenie si
genetica. ,,Pestele milionar”, cum mai este numit, are un determinism al sexelor de tip
Drosophila cu heterogametie masculd (3XY) si homogametie femela (9 XX).

In 1990, Fujio et al a descoperit o geni X-linkatd la guppy, gend responsabili de
rezistenta la temperaturi scizute a acestui peste. In 2006, in urma rezultatelor cercetarilor
publicate in lucrarea: Effect of temperature on sex ratio in guppy Poecilia reticulata (Peters
1860) — Efectul temperaturii asupra sex ratio la guppy Poecilia reticulata (Peters 1860),
Karayiicel et al emit ipoteza implicarii aceleasi gene X-linkate in existenta indivizilor la
temperaturi ridicate. In acel moment, gena in cauza devine una foarte importanta, atat pentru
guppycultura, cat si pentru posibilitatea extrapolarii si aplicarii rezultatelor cercetarilor cu
privire la aceastd gena si la alte specii de interes economic §i nu numai.

In prezentul proiect de cercetare, ne-am propus si testim 150-175 amorse RAPD
decamere §i sa identificam markerii asociati prezentei genei pentru rezistentd la temperaturi
scazute ale apei. Odata markerii identificati, se va efectua o selectie a indivizilor de interes in
vederea credrii unei linii homozigote la locusul alelei pentru rezistenta la temperaturi scazute.
Intrucat gena de interes este X-linkatd, va fi foarte usor de eliminat neajunsul dominantei
markerilor RAPD prin efectuarea de retroincrucisari cu masculii hemizigoti posesori ai genei
de interes, in vederea homozigotarii alelei la femele. Monitorizarea genei rezistentei la
temperaturd, mai precis a modului in care ea este transmisd descendentilor, este facilitata de
prezenta unei gene Nigrocaudatus X-linkata (Lindholm & Breden 2002; Mag & Bud 2006;
Petrescu & Mag 2006) care va servi drept gena de culoare marker. Dupa obtinerea liniei
homozigote pentru gena de interes, 100 de astfel de indivizi vor fi supusi cresterii controlate
treptate a temperaturii si se vor compara rezultatele cu cele ale unei populatii martor. Astfel,
se va putea concluziona cert daca aceeasi gena a rezistentei la temperaturi scazute este
implicatd totodatd si in rezistenta indivizilor la temperaturi ridicate. Rezumandu-ne la

obiectivele generale ale proiectului, acestea sunt urmatoarele:

e Obiectiv I: Identificarea unor indivizi din specia Poecilia reticulata, posesori ai

genei pentru rezistenta la temperaturi scazute;



e Obiectiv II: Identificarea unor markeri RADP asociati prezentei genei rezistenta
la temperaturi scazute la specia Poecilia reticulata;

e Obiectiv III: Eliminarea alelelor recesive de la locusul genei pentru rezistenta la
temperaturi scizute din lotul experimentat;

e Obiectiv IV: Confirmarea/infirmarea ipotezei conform careia gena responsabila
de rezistenta la temperaturi scizute ar fi implicata si in rezistenta indivizilor la
temperaturi ridicate;

e Obiectiv V: Brevetarea markerilor genetici identificati si/sau liniei rezistente la
temperaturi scizute si/sau a procedeului de obtinere a acesteia (sau a altor

rezultate inedite obtinute in prezentul proiect).

2. Obiectivele fazei I

Prima faza a proiectului (15 septembrie - 5 decembrie 2006) prevede un singur obiectiv
general, obiectiv care se suprapune intru totul cu etapa I si este definit prin acelasi enunt:
Identificarea unor indivizi din specia Poecilia reticulata posesori ai genei pentru
rezistenta la temperaturi scazute prin studiul fenotipului lor. Atingerea acestui obiectiv

principal a presupus indeplinirea a unei serii de obiective secundare. Ele sunt urmatoarele:

o Identificarea varietitilor cele mai potrivite pentru generatia genitoare
(P);

e Obtinerea primelor serii de progenituri crescute in conditii optime si
identice din care sa fie alesi randomic idivizii ce vor compune loturile
experimentale;

e Modificarea procentului celor doua sexe cu aproximativ 3% in primele
serii de progenituri in vederea evitirii aparitiei rarelor cazuri de
neomasculi spontani in populatia genitorilor masculi sau a aparitiei
femelelor false in populatia genitorilor femeli;

e Identificarea indivizilor sensibili la temperaturi joase prin sciaderea
temperaturii apei bazinelor loturilor experimentate;

o Identificarea indivizilor rezistenti la temperaturi joase prin sciaderea

temperaturii apei bazinelor loturilor experimentate;



e Obtinerea probelor de tesut pentru extractia ADN a indivizilor luati in

studiu.

2.1. Identificarea varietatilor celor mai potrivite pentru generatia genitoare (P)

Indivizii rezistenti la temperaturi scazute, fie ei masculi, fie femele, pot fi din punctul
de vedere al cromosomilor sexului avuti in genom de trei feluri: XX, XY sau extrem de rar in
mod spontan YY (Mag & Bud 2006; Petrescu & Mag 2006).

Pornind de la premisa ca gena rezistentei la temperaturi scazute este X-linkata (Fujio et
al 1990; Lindholm & Breden 2002; Mag & Bud 2006) si avand in vedere faptul ca ea se
exprima atat la femele cat si la masculi (Lindholm & Breden 2002) este lesne de inteles cad o
identificare a unui cromosom X purtator al acestei gene intr-un genom este foarte facild la
masculii XY, indiferent de varietatea lor. O datda cu Incrucisarea acestor masculi cu femele
XX et vor transmite cromosomul Y masculilor si cromosomul X femelelor. Din genomul
acestor femele ale generatiei F1, un cromosom X (cel putin) este purtator al genei rezistentei
la temperaturi scazute. Pentru distingerea mai usoara a celor doi cromosomi in descendenta
este necesard utilizarea genei Nigrocaudatus (Ni) ca gend marker a cromosomului X. De
aceea, noi am ales ca varietate pentru genitorii (P) femeli varietatea Half-Black Black.

Varietatea Half-Black Black se caracterizeazd prin coloritul hipermelanic al intregului
corp, exceptand capul si o mica parte a regiunii corporale anterioare. Este o varietate foarte
omogend fenotipic. Corpul negru este determinat de o gend dominanta Ni, X-linkata, care se
exprima atat la masculii hemizigoti (Vi 0), cat si la femelele homo- (Ni Ni) sau heterozigote
(Ni ni). In populatiile pure, femelele sunt in totalitate homozigote de tip Ni Ni. Aceste
populatii pure pot fi recunoscute usor dupa frecventa aparitiei indivizilor fara corp negru in
descendenta, colorit determinat de homozigotarea pe baza de probabilitate a genei sdlbatice
recesive (ni) si exprimarea ei in lipsa genei dominante (Ni). In populatiile varietatilor pure
Half-Black, de regula, nu apar astfel de indivizi in descendenta.

Odata aleasa varietatea pentru genitorii (P) femeli, era necesara alegerea unei varietati
pentru populatia genitoare (P) masculd. Aceasta varietate ar trebui sa se caracterizeze printr-
un cromosom X care sa determine un colorit puternic contrastant cu cel al genei Ni, astfel ca,
varietatea Red Blond avutd in biobaza proprie am considerat-o a fi cea mai potrivita pentru

genitorii (P) masculi.
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2.2. Obtinerea primelor serii de progenituri crescute in conditii optime si identice din

care sa fie alesi randomic idivizii ce vor compune loturile experimentale

Material si metoda

Cei 119 indivizi Red Blond (19 masculi si 100 femele) si cei 121 indivizi Half-Black
Black (21 masculi si 100 femele) avuti in propria biobazd au fost pusi la reproducere,
femelele fiind amplasate in custi cu gratii (nefcages - ,,maternitati” pentru pesti ovovivipari).

Prin ridicarea temperaturii apei s-a reusit o scurtare a gestatiei, deci, o grabire a parturifiei.

Rezultate

O parte dintre femelele Red Blond au ,ndscut”, rezultdnd un total de 1534 pui Red
Blond, iar femelele Half-Black Black au produs 1246 pui. Acest puiet, de la ambele varietati,

a fost crescut in conditiile care vor fi descrise mai jos.

2.3. Modificarea procentului celor doua sexe cu aproximativ 3% in primele serii de
progenituri in vederea evitarii aparitiei rarelor cazuri de neomasculi spontani in
populatia genitorilor masculi sau a aparitiei femelelor false in populatia genitorilor

femeli

Material si metoda

Au fost alese 100 femele bine dezvoltate si fecundate din varietatea Red Blond, precum
si 100 femele Half-Black Black. Acestea au dat nastere mai multor serii de indivizi de aceeasi
varstd si marime, din care au fost alese 6 loturi experimentale a cate 200 indivizi: 3 loturi de
masculi din varietatea Red Blond si 3 loturi de femele din varietatea Half-Black Black.
Loturile au fost crescute, la inceput in conditii normale de temperaturd (25°C), iar la
maturitate in conditiile scaderii controlate a temperaturii, urmand apoi marcarea plus $i minus
variantelor din punctul de vedere al rezistentei la temperaturi scazute.

Seriile de pui Red Blond care au constituit loturile experimentale au fost crescute in
conditii identice, dupa ce, in prealabil, toti puii au fost tratati cu estradiol valerat in primele
trei zile de viata, prin administrarea orald a hormonului in concentratie de 100 mg/kg furaj.

Aceastd activitate a avut ca scop evitarea aparitiel neomasculilor spontani (masculi XX).
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Pentru experimente s-au pastrat masculii (genotipic XY). In mod similar s-a procedat pentru
obtinerea loturilor de femele Half-Black Black XX. Pentru evitarea aparifiei spontane a
femelelor false (genotipic XY) s-a recurs la tratarea hormonala a puietului in primele trei zile

de viata cu metiltestosteron, 100 mg/kg furaj.
Rezultate

Populatia din care s-au ales randomic masculii Red Blond a inregistrat un sex-ratio usor
modificat in favoarea femelelor: 863 femele/671 masculi. Acest raport nu s-a regasit in cazul

populatiei Halt-Black Black, unde s-a inregistrat un raport de 630 femele/616 masculi.
Discutii

Se poate observa din raportul intre sexe a celor doua varietati ca intre puietul Red Blond
s-au dezvoltat cu 5,7% mai putini masculi decat in cazul puietului Half-Black Black, varietate
care la maturitate s-a ardtat a define un procentaj mai mic de femele decat varietatea Red

Blond (a se vedea tabelul 1).

Tabelul 1
Modificarea usoard a sex-ratio prin tratarea puietului cu estradiol valerat 100mg/kg furaj (la

varietatea Red Blond), respectiv metiltestosteron 100mg/kg (la varietatea Half-Black Black)

Varietatea Nr. Masculi Femele 3:9Q
progenituri nr. % nr. %

Red Blond 1534 671 43,74 863 56,26 0,78

Half-Black Black 1246 616 49,44 630 50,56 0,98

Diferente procentaj - - 5,70 - 5,70 -

in aceste populatii obtinute, nu existd ,,contamindri” cromosomiale accidentale, adica
loturile femele Half-Black Black sunt compuse exclusiv din indivizi XX iar loturile mascule
Red Blond sunt compuse doar din indivizi genotipic XY. In aceste loturi s-au putut observa si
identifica indivizii purtdtori ai genei rezistentei la temperaturi scazute. Purtatorii ar putea fi
genotipic, pentru locusul acestei gene, de trei feluri: hemizigoti, heterozigoti sau homozigoti.

Un lucru pe care 1l stim cu certitudine este acela ca masculii Red Blond rezistenti identificati
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nu pot fi decat hemizigoti. Avand in vedere linkage-ul acestei gene exclusiv cu cromosomul

X, singurul cromosom X al acestor masculi poseda gena rezistentei la temperaturi scazute.

2.4. Identificarea indivizilor sensibili la temperaturi joase prin sciderea temperaturii

apei bazinelor loturilor experimentate

Material si metoda

Cele 6 loturi (3 loturi Red Blond + 3 loturi Half-Black Black) in cadrul carora se avea in
vedere identificarea indivizilor rezistenti la frig (a se vedea figura 1) au fost crescute in
conditii normale de temperaturd (25°C), iar la maturitate in conditiile scdderii controlate a
temperaturii. La fiecare doua zile temperatura era scazuta cu 1°C. Aceasta inseamna ca dupa
32 de zile temperatura apei din bazinele de crestere a coborat la 9°C.

Loturile au fost crescute fiecare in bazine cu un volum de apa de 100 litri, la o valoare
medie a pH-ului apei de 7,1. Reglarea temperaturii din bazine s-a realizat prin amplasarea lor
in camere a cdror temperatura varia intre 7°C si 9°C, pentru incélzirea lor recurgandu-se la

folosirea unor instalatii pe baza de incalzitoare termostatate (precizie £1°C).

Rezultate si discutii

In fiecare lot experimental indivizii au dat semne de oboseali la aproximativ 14°C, iar
pierderile au Inceput sa apara cu precadere in loturile mascule la 12°C (a se urmari tabelul 2).
Din fiecare lot mascul s-a recoltat tesutul inotatoarelor caudale si dorsale a primilor 10
indivizi pierduti. Desi pierderile au continuat si dupa acesata cifrd cei 10 indivizi au fost
considerati ,,foarte probabil lipsiti de gena rezistentei la temperatura”, ei fiind hemi- sau
homozigoti recesivi la acel locus. Numarul de pierderi inregistrate au fost mai mari in cazul
masculilor (Red Blond) decat in cazul femelelor (Half-Black Black). Desi, facand parte din
varietati diferite, este firesc sa existe diferente intre aceste loturi, noi credem ca mortalitatea
diferentiata se datoreaza in primul rand sexului. Considerdnd sansa unui cromosom X de a
detine gena rezistentei la temperatura cu R, atunci sansa femelei de a o detine, conform legilor
probabilititii (avand doi cromosomi X), este de 2R + R’ (unde, 2 reprezintd numdrul de
cromosomi X al unui organism diploid femel, iar R’ este probabilitatea unui individ de a

mosteni doi cromosomi X, ambii purtatori ai genei criorezistenfei). Masculul, fiind hemizigot,
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avand doar un singur cromosom X, el va avea o probabilitate de a detine gena mult mai

redusa, adicd R. Tindnd seama de faptul ca O0<R</, atunci este lesne de inteles faptul ca 2R +

R’>R. Cu alte cuvinte, probabilitatea masculului de a mosteni gena criorezistentei este mai

mica decat cea a femelei, exceptand situatia cand R=1, adica situatia cand tofi cromosomii X

au doar alela criorezistentd (frecventd de 100%), iar alela criosensibild este absenta cu

desavarsire (frecventa de 0%) (situatie diferita de cea reald). Aceasta, credem noi, este cauza

diferentelor in ceea ce priveste numarul diferentiat de pierderi: 100 masculi si doar 23 femele

(tabelul 2).
Red Blond Half-Black
100 ¢ Black
199 100 ¢ 19
Estradiol valerat Metiltestosteron
A 4 A 4
1534 indivizi: 1246 indivizi:
3XY 3XY
XY 3XX
XX XX
| |
Au fost retinuti 10 indivizi rezistenti la temperatura (P) din fiecare lot
Lot IRB& | Lot2RBJ | Lot 3RBJ | Lot 1 HBY | Lot2HBY | Lot 3 HBY
200 indiv. 200 indiv. 200 indiv. 200 indiv. 200 indiv. 200 indiv.
3XniY0 >< QXNiXNi
Xni YO0 . XNi XNi
Gameti

Figura 1. Schema desfasurarii primei etape si felul in care vor fi incrucisati genitorii

(P) rezistenti la temperatura.
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Tabelul 2

Numadr indivizi pierduti pe loturi experimentale

Lotul/Temperatura (°C) 20-25 15-20 12-15 10-12 9-10
Lot 1 Red Blond & 0 0 0 2 15
Lot 2 Red Blond & 0 0 0 1 21
Lot 3 Red Blond & 0 0 0 3 58

Red Blond ¢ 0 0 0 0 15

Lot 1 Half-Black Black ¢ 0 0 0 0 3
Lot 2 Half-Black Black ¢ 0 0 0 1 7
Lot 3 Half-Black Black ¢ 0 0 0 0 12
Half-Black Black & 0 0 0 0 32

2.5. Identificarea indivizilor rezistenti la temperaturi joase prin sciderea temperaturii

apei bazinelor loturilor experimentale

Indivizii care au rdmas in viatd pand la 9°C s-au departajat pe mai multe categorii de
sanatate si forma fizica. Indivizii care au ramas sanatosi si s-au dezvoltat normal (unii masculi
prezentand totodata si comportament de curtare) au fost selectai in numar de 10 pe fiecare
lot. Masculilor 1i s-a decupat material biologic din Tnotatoarele dorsala, respectiv caudala si au
fost readusi treptat la temperatura de confort (25°C). Pestii rezisten{i au fost pastrati pentru

incrucisarile ulterioare.

2.6. Obtinerea probelor de tesut pentru extractia ADN a indivizilor luati in studiu

Recoltarea probelor s-a facut prin decupare cu ustensile sterile, iar probele de tesut s-au

conservat in ultrafrizer la -80°C pentru urmatoarea activitate (extractia ADN).

Concluzii finale de etapa

Pentru genitorii (P) femeli s-a ales varietatea Half-Black Black iar pentru genitorii (P)

masculi varietatea Red Blond, ambele varietati avute in biobaza proprie. Efectuarea studiilor

in tandem pe aceste doud varietdfi va permite o monitorizare a modului de transmitere a
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cromosomilor X si totodata a genei rezistentei la temperaturd, utilizdnd ca marker gena
Nigrocaudatus (Ni) din genomul varietatii Half-Black Black, o gend puternic contrastanta cu
cea sdlbatica a aceluiasi locus din genomul varietatii Red Blond.

Prin tratarea populatiei din care se urmarea alegerea genitorilor (P) masculi Red Blond
cu 100 mg estradiol valerat/kg furaj si prin tratarea populatiei din care se urmarea alegerea
genitorilor (P) femeli Half-Black Black cu 100 mg metiltestosteron/kg furaj, s-a reusit o
diferentiere a loturilor genitoare cu 5,7%. Astfel, aparifia spontana a femelelor false (genotipic
XY) respectiv a neomasculilor (XX) a fost evitata.

in aceste populatii obtinute, nu existd ,,contamindri” cromosomiale accidentale, adica
aceste loturi femele sunt compuse din indivizi XX iar loturile mascule sunt compuse doar din
indivizi genotipic XY. In cadrul acestor loturi s-au putut observa si identifica indivizii
purtatori ai genei rezistentei la temperaturi scazute. Acesti purtdtori ar putea fi genotipic,
pentru locusul acestei gene, de trei feluri: hemizigoti (masculii), heterozigoti sau homozigoti
(femelele).

Un lucru pe care il stim cu certitudine este acela ca masculii Red Blond rezistenti
identificati nu pot fi decat hemizigoti. Avand in vedere linkage-ul acestei gene exclusiv cu
cromosomul X, singurul cromosom X al acestor masculi posedd gena rezistentei la
temperaturi scazute.

Loturile in cadrul cédrora se avea in vedere identificarea indivizilor rezistenti la frig au
fost crescute in condifii normale de temperatura (25°C), iar la maturitate in conditiile scaderii
controlate a temperaturii. La fiecare doua zile temperatura era scazuta cu 1°C, dupa 32 de zile
temperatura apei din bazinele de crestere ajungand la 9°C. In fiecare lot experimental indivizii
au dat semne de oboseald la aproximativ 14°C, iar pierderile au inceput sa apara cu precddere
in loturile mascule la 12°C.

Din fiecare lot mascul s-a recoltat tesutul inotatoarelor caudale si dorsale a primilor 10
indivizi pierduti. Desi pierderile au continuat si dupa acesata cifrd acesti 10 indivizi au fost
considerati ,,foarte probabil lipsiti de gena rezistentei la temperaturd”, ei fiind homozigoti
recesivi la acel locus. Numarul de pierderi inregistrate a fost mai mare in cazul masculilor
(Red Blond) decat in cazul femelelor (Half-Black Black). Facand parte din varietdti diferite,
este firesc sd existe diferente intre criorezistenta acesteor loturi. Oricum, noi credem ca
mortalitatea diferentiatd se datoreazd in primul radnd sexului. Considerdnd sansa unui
cromosom X de a detine gena rezistentei la temperatura cu R, atunci sansa femelei de a o
detine, conform legilor probabilititii, este de 2R — R’. Masculul, fiind hemizigot, avand doar

un singur cromosom X va avea o probabilitate de a o detine redusa la aproximativ jumatate,
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adica R. Aceasta, credem noi, este cauza diferentelor in ceea ce priveste numarul diferentiat
de pierderi: 100 masculi si doar 23 femele.

Indivizii care au ramas in viata la 9°C s-au departajat pe mai multe categorii. Indivizii
care au ramas sanatosi si s-au dezvoltat normal prezentand totodatd si comportament de
curtare (cei masculi) au fost selectati in numar de 10 pe fiecare lot. Masculilor li s-a decupat
material biologic din inotatoarele dorsald, repectiv caudala si au fost readusi treptat la
temperatura de confort (25°C). Pestii rezistenti au fost pastrati pentru incrucisarile ulterioare.

Recoltarea probelor de tesut s-a facut prin decupare cu ustensile sterile, iar acestea s-au

conservat in ultracongelator la -80°C pentru urmatoarea activitate planificata (extractia ADN).
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ETAPA 11

Rezumat

Obiectivul principal al etapei a II-a este acela de a identifica unul sau mai multi markeri
RAPD asociati prezenfei genei pentru rezistenta la temperaturi scazute, adicd identificarea
acelor amorse decamere cu a caror amplificare randomica a ADN-ului genomic total la guppy
rezultd un polimorfism al fragmentelor migrate in gel de agaroza, in functie de caraterul lor
fenotipic - criorezistent sau criosensibil. Scopul final al proiectului este acela de a elabora un
procedeu de obtinere a unei linii criorezistente de pesti guppy prin tehnici moleculare
(RAPD), tratare hormonald si/sau prin metodele geneticii clasice (incrucisare,
retroincrucisare, segregare, analiza statistica).

In urma amplificarii randomice a ADN-ului genomic la guppy cu 150 amorse diferite,
utilizarea unui numar de 71 amorse nu au dus la amplificarea ADN genomic. Din cele 79 de
amorse care au amplificat fragmente ADN din catenele matritd, un numar de 35 nu au
prezentat polimorfism, In ceea ce priveste pozifia si numarul fragmentelor migrate, intre
indivizi. In 44 dintre cazuri probele amplificate au prezentat polimorfism. Uneori,
polimorfismul a fost unul redus, iar alteori gelurile au prezentat un polimorfism puternic. Cu
toate cd s-a obtinut un numar suficient de mare de geluri care prezentau polimorfisme
puternice, aceste polimorfisme nu s-au dovedit a fi asociate cu criorezistenta sau cu
criosensibilitatea indivizilor studiati. Un singur caz de astfel de polimorfism asociat cu
categoria fenotipicd a fost observat in urma analizei gelurilor, din totalul de 150 de amorse
testate. In cazul amorsei nr 77, la indivizii rezistenti apare un fragment de 878 nucleotide
lungime, fragment care la cei sensibili are o lungime de 839 nucleotide. Probabil ca
polimorfismul este asociat cu o mutatie in cadrul secventei genei pentru criorezistenta,
mutatie care duce la amplificarea unui fragment mai lung (in primul caz) si respectiv mai
scurt (in al doilea caz), prin tehnica RAPD.

Dendrograma polimorfismului rezultat prin amplificarea cu amorsa 77 intocmitd prin
pachetul de metode UPGMA, pe baza matricei binare si a matricei de distanta, arata clar
impartirea celor 20 indivizi analizati in doua categorii distincte, adica indivizi criosensibili si
indivizi criorezistenti. Oricum, numarul de markeri identificati pentru aceasta gena este redus,
cum era de asteptat - avand in vedere ca s-a folosit in amplificare ADN genomic care contine
ADN necodificator in proportie mare. Totusi, simplitatea tehnicii RAPD permite testarea unui

numar mare de amorse pe unitatea de timp, ceea ce ne-a indemnat sd o folosim in aceste
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studii. Viabilitatea si repetitivitatea tehniciit RAPD in acest demers stiintific ramane sa fie
stabilita in etapa urmatoare prin analiza indivizilor din generatia F1.

Pe langa obiectivele propuse si atinse, accidental, au fost obtinute rezultate inedite si
brevetabile cu privire la cresterea artificiald a dimensiunilor corporale ale masculilor speciei
studiate, Poecilia reticulata. Procedeul elaborat se bazeazd pe inhibarea temporard si
amanarea diferentierii sexuale a masculilor. Ele au pornit de la rezultatele secundare ale
activitdtilor etapei anterioare care au iscat interes si au fost continuate in aceasta etapd prin
tatondri succesive. Utilizarea retetei stabilite, imbogatita cu 400 mg/kg estradiol valerat,
administrate in anumite perioade ale ontogeniei masculilor, duce la: intarzierea diferentierii
sexuale, dezvoltarea somatica a indivizilor dupa specificul femel si cresterea dimensiunilor
corporale cu 30-40%. Specificam ca dimensiunea corporald redusa a masculilor este unul din

principalele neajunsuri ale guppyculturii.

1. Obiectivele fazei de executie

Obiectivul etapei a II-a (a se vedea Obiectivul II) este acela de a identifica unul sau mai
mulfi markeri RAPD asociati prezentei genei pentru rezistenta la temperaturi scazute, adica
identificarea acelor amorse decamere cu a caror amplificare randomicd a ADN-ului genomic
total la guppy rezultd un polimorfism al fragmentelor migrate in gel de agaroza, in functie de
caracterul lor fenotipic - criorezistent sau criosensibil. Acestui obiectiv 1i corespund mai multe

activitati prevazute in planul de realizare al proiectului:

Testarea protocolului de extractie ADN din inotatoare si tesut muscular striat de peste;

e Jzolarea ADN din tesuturile pestilor anterior identificati ca fiind rezistenti, respectiv
sensibili la temperaturi scazute ale apei;

e Amplificarea ADN cu 150 amorse randomice de zece baze lungime si migrarea
fragmentelor 1n gel de agaroza;

e Fotografierea si observarea benzilor rezultate;

e Analizarea statistica a fotografiilor obtinute;

e Identificarea similitudinilor, respectiv a disimilitudinilor inregistrate intre cele doua

categorii de indivizi (rezistenti si sensibili);

e Interpretarea scrisd a rezultatelor activitatii de cercetare din cadrul etapei a II-a.
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2. Introducere

Problema rezistentei la temperaturi, fie ele scazute sau ridicate, este una de o
insemnatate deosebita atat in cadrul regnului animal cat si in cadrul regnului vegetal. Desi,
aceastd rezistentd poate fi, Tn anumite situafii si intre anumite limite, dobanditd in timp
(determinatda de factorii de mediu), ea este de cele mai multe ori codificatd genetic. Prin
transcripgia informatiei genetice, codificate de una sau mai multe gene, rezultd una sau mai
multe catene polipeptidice prin a caror asamblare se formeaza anumite enzime cheie sau
saperoane moleculare care permit buna functionare a organismului in situatii de stres termic
(frig sau caldura excesiva).

O dovada a faptului ca rezistenta la temperaturi prezintd un deosebit interes pe plan
mondial este faptul ca tot mai multe astfel de gene sunt secventiate nucleotidic si exportate in
bazele de date genomice, de unde cercetatorii pot folosi informatiile in scop stiintific. La
guppy (Poecilia reticulata), recent, a fost secventiata gena proteinei HspB1 (Heat shock
protein beta-1), numita si Hsp27 (Heat shock 27kDa protein), iar secventa nucleotidica se
gaseste in Genbank (NCBI, ES385844, cDNA, autori: Dreyer & Hoffmann 2007). Proteinele
HSP sunt saperoane moleculare ce permit buna functionare a activitafii celulare in conditii de
stres fizic sau chimic (Iwama et al 1999) si au fost studiate la o serie de alte specii precum:
ricketsia Piscirickettsia salmonis (Wilhelm et al 2003), crustaceul Penaeus monodon (Lo et al
2004), caras Carassius auratus (Kondo et al 2004), tilapia Oreochromis mossambicus
(Molina et al 2001), pastrav Oncorhynchus mykiss (Mosser at al 1986), pestele antigel
Trematomus bernachii (Hofmann et al 2000; Buckley et al 2004), pestele de desert
Poecilopsis lucida (Notris et al 1997), zebrafish Danio rerio (Makino et al 2005), om Homo
sapiens sapiens (Rabindran et al 1991) si altele.

Gena criorezistentei la guppy 11 permite acestuia supravietuirea la temperaturi de 15°C,
iar pe termen scurt la temperaturi de 6-7°C (Mag et al 2006; Pasarin et al 2007). Desi a fost
descrisd initial ca o gena a rezistentei la temperaturi scazute (Fujio et al 1990), ea pare a fi
implicata si in rezistenta speciei la temperaturi ridicate (Karayucel et al 2006; Petrescu-Mag et
al 2007). La finele acestor cercetari se va cunoaste cu certitudine dacd aceastd gena a
criorezistentei este in realitate totodatd responsabila si de rezistenta la temperaturi ridicate. Nu
se cunoaste daca gena criorezistentei este una din grupul HSP sau este una diferitd structural
si ca origine, dar studiul grupului HSP constituie una din problemele ridicate in cadrul unei

noi propuneri de proiect de cercetare (Bud et al 2007 - PN II, Parteneriate, ctr 51-056).
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Obiectivul principal al etapei a I1-a este acela de a identifica unul sau mai multi markeri
RAPD asociati prezenfei genei pentru rezistenta la temperaturi scazute, adicd identificarea
acelor amorse decamere cu a caror amplificare randomica a ADN-ului genomic la guppy
rezultd un polimorfism al fragmentelor migrate in gel de agaroza, in functie de caraterul lor
fenotipic - criorezistent sau criosensibil. Scopul final al proiectului este acela de a intocmi un
procedeu de obtinere a unei linii criorezistente de pesti guppy prin tehnici moleculare
(RAPD), tratare hormonala si/sau prin metodele geneticii clasice incrucisare, retroincrucisare,
segregare, analiza statistica.

In etapa anterioari a proiectului CEEX 140/2006 (etapa I) au fost identificati indivizii
rezistenti si cei sensibili la temperaturi scazute din varietatea Red Blond (Anexele F si G) si
Half-Black Black (Anexele H si I). Masculii Red Blond, identificati in prealabil ca fiind
criorezistenti sau criosensibili, aveau sa fie folositi ca donatori de ADN pentru loturile etapei
urmatoare. Pentru a se avea certitudinea ca cele doud categorii au fost determinate corect
fenotipic, au fost refinuti pentru operatiunea de extractie ADN doar primele 10 plus-variante
(rezistenti la temperaturi scazute cu siguranta) si ultimele 10 minus-variante (sensibili la

temperaturi scdzute cu siguranta).

3. Izolarea automata a ADN genomic total

Extractia ADN s-a realizat cu ajutorul unui robot extractor de acizi nucleici - MagNA
Pure LC, (pentru extractia ADN din tesut animal, uman, vegetal si din microorganisme, Roche
Applied Sciences, Versiunea Decembrie 2005, 192 izolari). Functionarea extractorului de
ADN se bazeaza pe tehnologia unor bile magnetice (eng. magnetic-bead technology) din
sticld/silica cu proprietati speciale. Probele de tesut sunt lizate prin incubarea lor in prezenta
unui tampon ce contine saruri chemotropice si proteinaza K. Aparatul efectueaza automat
toate operatiunile: liza celulard, legarea ADN-ului de bilele magnetice, spalarea repetata si
elutia, dupa ce in prealabil s-au facut setarile de la calculatorul de comanda si control. Softul
aparatului de extractie calculeaza automat cantitatile necesare de reactivi, indruma utilizatorul
in vederea efectudrii setarilor necesare i monitorizeaza toate operatiunile desfasurate sau
aflate In curs, existand posibilitatea stocarii tuturor informatiilor cu privire la procesul de
izolare a acizilor nucleici.

Dupa izolarea ADN genomic total, a fost necesarda o verificare a integritatii lui prin

migrarea acestuia intr-un gel de agarozd de 1%, colorat cu bromurd de etidiu, alaturi de un
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marker de greutate moleculara. Extractia acizilor dezoxiribonucleici s-a repetat in situatiile
cand integritatea ADN-ului a fost afectatd de nucleaze. In aceste situatii sau atunci cand
cantitatea de ADN obtinutd a fost insuficienta, iar numarul de probe necesar de repetat era
prea mic pentru extractia automatd, izolarea ADN s-a realizat manual prin metoda Cosier

redatd mai jos.

4. Izolarea ADN genomic total din inotatoare de peste — metoda Cosier

Literatura de specialitate nu pune la dispozifia cercetatorului metode de izolare a ADN-
ului din tesuturi pornind de la ideea pastrarii animalului in viati. In acest sens s-a trecut la
optimizarea unui protocol de extractie a ADN-ului cu proteinaza K, protocol imbunatatit in
mai multe etape de catre unul din membrii colectivului nostru de cercetare — conf. dr. ing.
Cosier Viorica. Specificdm ca protocolul utilizat nu este unul omologat, dar singurul care a
permis la acea data extractia ADN fara sacrificarea pestilor criorezistenti, necesari in etapele
ulterioare. Prezentdm, in continuare, protocolul de extractie.

O bucata de 1 cm” din inotitoare se incubeazi peste noapte (10 ore) cu proteinazi K la
55°C. Fragmentele de tesut se introduc intr-un tub Eppendorf de 1,5 ml care contine 500 pl
tampon de liza si 10 pl proteinazd K (echivalentul a 200 pg dintr-o solutie stoc de 10 mg/ml
care este preparatd si congelata la — 20°C).

Tamponul de liza: 50 mM KCI; 10 mM Tris-HCI; 2.5 mM MgCl, ; Tween 20

Dupa incubare, fiecarei probe 1 se adauga 600 pl solutie fenol.

Tuburile se omogenizeaza prin inversie timp de 15 minute dupa care sunt supuse unei
centrifugari 8000 rpm/4 minute. In timpul centrifugrii se eticheteaza noi tuburi Eppendorf de
1,5 ml. La sfarsitul centrifugarii tuburile prezintd o faza inferioara galbuie care contine
solventul organic, o faza superioara care contine ADN-ul si o fazd intermediara unde sunt
depozitate proteinele.

Se separd faza superioard a fiecarui tub (cca 700 pl) peste care se adauga 550 ul
fenol:cloroform. Se agita tuburile 30-60 secunde apoi se centrifugheaza timp de 3 minute,
etichetandu-se si noile tuburi. Se mai efectueaza o ultima extractie numai cu cloroform.

ADN-ul se precipitd cu etanol 70% racit in prealabil la -20°C (2 volume) inversand

tuburile de cateva ori si efectuand o centrifugare la 10000 rpm. ADN-ul precipitat se usca la
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aer si se resuspenda in TE (10 mM Tris-HCI pH 8; 1 mM EDTA pH 8). Dupa dizolvarea
completd a ADN-ului acesta se stocheaza la -20°C.
Integritatea ADN-ului este verificata prin migrarea acestuia intr-un gel de agaroza de

1% colorat cu bromura de etidiu, alaturi de un marker de greutate moleculara.

5. Cuantificarea ADN

Dupa extractia ADN-ului, probele au fost cuantificate spectofotometric cu ajutorul
aparatului BioPhotometer Eppendorf. Metoda spectofotometrica se bazeazd pe faptul ca
majoritatea substantelor biologice au o rata de absorbtie caracteristicd in domeniul radiatiilor
ultraviolete. Astfel, rata de absorbtie de 260 nm corespunde acizilor nucleici, cea de 280 nm
proteinelor, iar 230 nm diferitilor contaminan{i. Densitatea opticd a fost masurata la rata de
absorbtie A 260 nm si A 280 nm, ficand raportul dintre cele doud absorbtii. In general, ADN-
ul este considerat suficient de pur, dacd raportul celor doud citiri, respectiv Axeo/Azg0, are
valori cuprinse intre 1,7 si 2,0. Valorile mai mici de 1,7 indica impurificari cu proteine, iar
cele mai mari de 2,0 impurificari cu alti contaminan{i. Aparatul BioPhotometer Eppendorf
redd atit concentratia ADN-ului, cét si cantitatea de ADN exprimata in ng/pl sau pg/ml.

in cadrul experimentelor noastre, puritatea medie a ADN-ului obtinut a fost de 1,8, iar

concentratia lui medie a fost de 50 ng/pul.

6. Amplificarea randomica

Pentru amplificarea ADN prin tehnica RAPD s-au utilizat 150 amorse decamere
(Biosearch Technologies, Inc.). Secventa acestor amorse a fost aleasa la intamplare, avandu-
se in vedere ca ei sa contind guanind §i citozind pentru o atasare fideld a acestora de matrita
ADN. S-a tinut cont de secventa nucleotidicd a acestora pentru a se evita fenomenul
PRIMER-DIMER si amplificarea inadecvatd a fragmentelor. Iatd secventele amorselor

utilizate care au avut ca rezultat cel putin un produs de amplificare:
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10

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

. 5"d(AATTCACTGQG) 3'

. 5"d(AGGCTTCCAQG) 3'

. 5"d(AACAGTGTAG) 3'

. 5"d(AGTCTGAACGQG) 3'

. 5"d(GGTGCGCGCT) 3

.5'd(CTGCTGTATT) 3'

. 5"d(TAAAGGGCGA) 3'

. 5"d(AAGAGAGACC) 3'

. 5"d(GCAGAGACAC) 3

. 5"d(TCAACCGAAC) 3'

5"d(AGAAGCGACT) 3'

5"d(TGACAAAGAA) 3'

5"d(GAAAAGAGCA) 3'

5'd(GCCTGACAGQG) 3'

5"d(ACTTTTTCCC) 3'

5'd(CGACGAGGTG) 3'

S"d(TTTATTCGCT) 3'

5"d(CTATTTAAGA) 3'

5"d(ATATACTGTA) 3'

5"d(AGGTAAGTCT) 3'
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21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

5'd(TAATATATTT) 3'

5' d(TACTCTATTG) 3'

5'd(ACTAATCAAA) 3'

5'd(ATTATATAGA) 3'

5' d(GATTATGTAC) 3'

5'd(TTAATGTCAA) 3'

5' d(TAAATCAACT) 3'

5'd(TTGTAGGCTA) 3'

5' (TATGTAATCT) 3'

5'd(TTTTACATGT) 3'

5'd(CGACTGCCTA) 3'

5'd(TGTTCATCTT) 3'

5'd(ATTTTTGGTT) 3'

5' d(TACTAGAAAA) 3'

5' d(TTATATTTCC) 3'

5'd(CGTTTTCACA) 3'

5' d(ATAAGGATAA) 3'

5' d(AAAAAGCAAC) 3'

5'd(GAACAGACTG) 3'

5'd(GTATTTACTT) 3'
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41.

42.

43.

44,

45.

46.

47.

48.

49.

50.

51.

52.

53.

54.

55.

56.

57.

38.

59.

60.

5'd(TATGTTGCTG) 3'

5' d(ACATTATTAT) 3'

5' d(ATGTGAGCAT) 3'

5'd(AATAACCATA) 3'

5'd(AATACTAGCA) 3'

5'd(AATGTCCTAA) 3'

5' d(ATGAATTTGT) 3'

5'd(GTTAATGTTT) 3'

5' d(TCTACAAAAG) 3'

5' d(AAAAGAAAAT) 3'

5'd(TAGCGTTTTA) 3'

5'd(CTTGTACAAC) 3'

5' d(TACTAATAAC) 3'

5'd(TTAGTTATTT) 3'

5'd(AGAGAATTTC) 3'

5'd(ACTTGTTGAC) 3'

5' d(TAGTAAAATC) 3'

5'd(ATTTAAAAAT) 3'

5' d(GAAATAATTG) 3'

5' d(CACGATAATT) 3'
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61.

62.

63.

64.

65.

66.

67.

68.

69.

70.

71.

72.

73.

74.

75.

76.

77.

78.

79.

5' d(TGTATGAATA) 3'

5' d(TGAAATTAAT) 3'

5'd(TCTAATTGTT) 3'

5'd(TTTTTGTTTT) 3'

5'd(TTTCCTGCAG) 3'

5'd(TTTCTTGAAA) 3'

5'd(TCAGTCATGT) 3'

5'd(CTTCTCCAAA) 3'

5'd(AGGAATCGCT) 3'

5'd(ATTGGCATTG) 3'

5'd(ACCTGGGCAC) 3'

5'd(CACCTACTCC) 3'

5' d(TGTGTGGGGG) 3'

5'd(TGTTTCAGCA) 3'

5' d(TGGAAAAGTG) 3'

5'd(GAGATCATCG) 3'

5'd(CCAACGACCA) 3'

5'd(GGGCAACAGA) 3'

5"d(TGGGCGGAGG) 3'
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Amplificarile cu amorsele de interes au fost repetate de 2-3 ori. Concentratia ADN
matritd trebuie sa fie In general, cuprinsd intre 5-500 ng/50 pl volum de reactie, cu un optim
intre 10-50 ng/50 ul volum de reactie. Pentru obtinerea solutiei de ADN de lucru cu aceasta

concentratie, ADN-ul a fost diluat cu TE (Tris HC1 - EDTA).

Amestecul de reactie RAPD a avut un volum de 25 pl/tub Eppendorf, cu urmatoarea

compozitie:

- 50 ng ADN

- 200 uM amestec ANTP (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) (Promega)
- 0,2 uM primer

- 2,5mM MgCl,

- 2,5mM 10 x buffer

- Go Taq DNA Polymerase Green (Promega)

- 2% PVP (Sigma)

- apa bidistilata sterild

Prepararea amestecului de reactie s-a realizat in hota cu flux laminar, in conditii
sterile. Proba martor (control) contine toate componentele amestecului de reactie cu exceptia

ADN-ului.

Amplificarea probelor s-a realizat in aparatul Eppendorf Mastercycler gradient

programat astfel:

> 3 minute la 95°C — predenaturare, urmata de 45 de cicluri cu urmitorul profil de
temperatura :
1. 1 minut la 93°C — denaturare
2. 1 minut la 34°C — fixarea primerilor
3. 1 minut la 72°C — extensie

4. extensia finald 10 minute la 72°C.
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7. Electroforeza in gel de agaroza

Produsii de amplificare au fost separati prin electroforeza in gel de agaroza (Promega)
1,4%.

Gelurile de agaroza au fost migrate orizontal. Solutia tampon de electroforeza utilizata a
fost Tris-borat 0,5x (TBE).

Probele de ADN amplificate au fost preparate in tampon de incdrcare colorat cu
albastru de bromfenol. In fiecare tub eppendorf s-a adaugat cite 5 pg de colorant. In fiecare
godeu al gelului s-au pipetat cate 12 pl din produsul de amplificare. Primul godeu de obicei a
fost incarcat cu un marker ADN standard (100 pb DNA Step Ladder, Promega).

Sursa de putere a fost programata la 70 V (3,5 V/cm), iar durata de migrare a fost de
2,30 ore.

Gelurile au fost colorate dupa migrarea benzilor in camp electric. Astfel, dupa migrare,
gelul a fost imersat in 150 ml 0,5x TBE la care s-a addugat o solutie de bromura de etidiu 0,5
ng/ml. In aceasta solutie gelul a fost mentinut pe o platforma agitatoare, un timp de 20 de

minute.

8. Preluarea imaginilor

Bromura de etidiu isi pierde relativ repede fluorescenta in UV, astfel ca gelurile
impregnate cu acest marker nu se pot pastra; fotografierea gelului expus la UV se face imediat
dupa migrare.

Vizualizarea produsilor de amplificare s-a realizat In lumind UV transmisd, imaginea

gelurilor fiind preluata cu un sistem de achizitie a imaginilor UVP.

9. Analiza imaginilor

in analiza statistica s-au inclus doar benzile cu o intensitate luminoasi mare. Benzile au
fost detectate automat cu ajutorul programului Total Lab 120. Acest program stabileste

mdrimea fragmentelor de ADN prin compararea acestora cu un ADN standard (Ladder ADN
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100 pb). ADN-ul standard utilizat constd in 40 de fragmente cuprinse intre 100 si 4000 pb. In
urma compararii cu ADN-ul standard s-a putut stabili marimea fiecarui fragment amplificat.
Prezenta benzii cu aceeasi marime a fost notatd cu 1, iar absenta ei s-a notat cu 0. Analiza

gelurilor s-a facut cu ajutorul programului Total Lab 120, obtindndu-se matricea binara.

10. Rezultate

In urma amplificarii randomice a ADN-ului genomic total la guppy cu 150 amorse
decamere RAPD, un numar de 71 amorse nu au dus la amplificarea vreunui fragment de ADN
genomic. Din cele 79 de amorse care au amplificat fragmente ADN din catenele matrita, un
numar de 35 nu au prezentat polimorfism (Anexele A si B), in ceea ce priveste pozifia si
numirul fragmentelor migrate intre indivizi. in 44 dintre cazuri probele amplificate au
prezentat polimorfism. Uneori, polimorfismul a fost unul redus (Anexa C), iar alteori gelurile

au prezentat un polimorfism semnificativ (figura 1).
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Figura 1. Benzile de migrare si polimorfismul obtinut in urma amplificariit ADN genomic cu
primerul nr 72.

Cu toate ca s-a obtinut un numar suficient de mare de geluri care prezentau polimorfism

semnificativ, acest polimorfism nu s-a dovedit a fi asociat cu criorezistenfa sau cu

30



criosensibilitatea indivizilor studiati (figura 1), repartitia benzilor fiind aleatorie. Un singur
caz de astfel de polimorfism asociat cu categoria fenotipica a fost observat in urma analizei

gelurilor (figura 2), din totalul de 150 de amorse testate.
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Figura 2. Polimorfismul obfinut cu amorsa 77, polimorfism asociat cu criorezistenta
(fragment de 878 baze suplimentar) si cu criosensibilitatea (fragment de 839 baze
suplimentar); indivizi criorezistenti 11-20, indivizi criosensibili 1-10.

In cazul amorsei nr 77, la indivizii rezistenti (11-20) apare un fragment de 878
nucleotide lungime, fragment care la cei sensibili (1-10) are o lungime de 839 nucleotide.
Probabil cd polimorfismul este asociat cu o mutatie in cadrul secventei genei pentru
criorezistentd, mutatie care duce la amplificarea unui fragment mai lung (in primul caz) si
respectiv mai scurt (in al doilea caz), prin tehnica RAPD. Rezultatele au fost interpretate
statistic prin metoda statisticd UPGMA (figura 3), dupa calcularea prealabild a matricei binare
si a matricei de distanta. Rezultatele analizei arata clar impartirea celor 20 de indivizi in doua
categorii distincte (1-10 si 11-20), adica indivizi rezistenti si indivizi sensibili (figura 3).

Metoda folositda - UPGMA (engl. Unweighted Pair Group Method with Arithmetic
Mean) este mai degraba un pachet de metode ce implicd analiza gruparilor (engl. Clustering
Methods) si indica relatiile de inrudire dintre unitatile taxonomice operationale (OTU — engl.
Operational Taxonomic Units) prin determinarea asemanarilor (similaritatii) sau a diferentelor
(disimilaritatii) dintre toate perechile posibile ale unui set dat (Dragos 2003). Metoda
UPGMA celaboratda de Sokal & Micherner (1958) a fost imbunatatita de Sneath & Sokal

(Numerical Taxonomy, 1973) si este in general utilizatd in genomica, taxonomie si filogenie
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(Dragos 2003). Utilizarea ei aici se justifica prin necesitatea indicdrii unor similaritati sau
disimilaritati intre indivizii criorezisten{i si cei criosensibili. Arborele construit prin metoda
UPGMA este adesea denumit fenograma, dendrograma sau cladograma.

Numarul de markeri identificati (1) pentru aceasta gena este redus, lucru care era de
asteptat avand in vedere ca s-a folosit n amplificare ADN genomic total care contine ADN
necodificator in proportie mare. Totusi, simplitatea tehnicii RAPD permite testarea unui
numar mare de amorse pe unitatea de timp, ceea ce ne-a indemnat sa o folosim in aceste
studii. Viabilitatea si repetitivitatea tehniciit RAPD in acest demers stiintific ramane sa fie

stabilitd 1n etapa urmatoare prin analiza indivizilor din generatia F1.
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Figura 3. Dendrograma benzilor de migrare obtinute prin amplificarea ADN cu amorsa 77,
realizatd prin metoda UPGMA, care aratd clar impartirea celor 20 indivizi in doua categorii
distincte (1-10 si 11-20) (dendrograma realizata dupa calcularea prealabila a matricei binare si
a matricei de distanta).
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11. Rezultate secundare

Pe langd obiectivele propuse si atinse, accidental au fost obtinute rezultate inedite si
brevetabile cu privire la cresterea artificiald a dimensiunilor corporale ale masculilor speciei
studiate, Poecilia reticulata. Procedeul elaborat se bazeazd pe inhibarea temporard si
amanarea diferenfierii sexuale a masculilor. Ele au pornit de la rezultatele secundare ale
activitdtilor etapei anterioare care au iscat interes si au fost continuate in aceastd etapa prin
tatonari succesive. Astfel, in Etapa I, pentru evitarea aparifiei rarelor cazuri de neomasculi
spontani in populatia genitorilor masculi sau a aparitiei femelelor false in populatia genitorilor
femeli, s-a impus modificarea procentului celor doud sexe cu aproximativ 3%. Aceasta
modificare usoara s-a realizat prin administrarea orald a hormonului (metiltestosteron,
respectiv estradiol valerat) in concentratie de 100 mg/kg furaj. Pe langa rezultatele urmarite,
s-a observat o intarziere a diferentierii sexuale si o dezvoltare corporald accentuatd a
indivizilor masculi in loturile tratate cu estradiol valerat. In contrast cu acestea, masculii
loturilor tratate cu metiltestosteron au dezvoltat un colorit §1 o maturizare precoce,
detrimentald insa dezvoltarii corporale. Acesti masculi tratati cu metiltestosteron, desi au
prezentat un colorit intens, au manifestat intarziere in crestere (atat in lungime, cat si in
robustete).

Rezultatele obtinute si micile diferente obtinute intre loturile tratate cu cele doua tipuri
de hormoni sexuali ne-au determinat sa continuam studiile prin tatonari succesive cu
concentratii de 200, 300 si 400 mg estradiol valerat/kg furaj (pentru produsul utilizat, a se

vedea Anexa E).

Prepararea furajului tratat cu hormon. Se pun 2 ml alcool etilic 96% intr-un mojar la
care se adaugd cantitatea de estradiol valerat cantaritd. In cazul in care hormonul folosit se
afla sub forma de tablete sau drajeuri, acestea se mojareaza cu atengie, ca bucatile sa nu sara
din mojar in timpul zdrobirii lor. Se mojareaza repede, pentru evitarea evaporarii alcoolului,
pand la obtinerea unui lichid omogen laptos, la care se adauga inca 2 ml alcool 96%, cu care
se spald peretii mojarului. Se adaugd 20 g furaj de buna calitate, marunt granulat (diametrul
granulelor trebuie sa fie mai mic de 1 mm), in mojar si se omogenizeaza cu pistilul. Se goleste
continutul din mojar pe o hartie de filtru dubla si se lasa sa se evapore alcoolul timp de 3 ore.
Hrana astfel impregnata cu hormon se impacheteaza si se pastreaza la loc uscat, racoros si

ferit de lumina solara. Pentru obtinerea unor cantitafi mai mari de furaj tratat cu hormon, se
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utilizeazd 100 ml etanol, cantitatea de hormon si 1 kg furaj de buna calitate, marunt granulat
siun mojar adecvat.

Rezultatele observate la concentratii de 400 mg estradiol valerat/kg furaj sunt
spectaculoase. Diferentierea sexuala a masculilor poate fi amanata cu mai mult de o luna de
zile, perioada in care ei se dezvoltd somatic dupa caracteristicile sexului femel. Utilizarea
retetei stabilite, imbogatitda cu 400 mg/kg estradiol valerat, administrate in anumite perioade
ale ontogeniei masculilor, duce la cresterea dimensiunilor corporale cu 30-40%. Specificdim
faptul ca dimensiunea redusa a masculilor este unul din principalele neajunsuri ale cresterii
pestilor guppy in scopuri de productie pentru piata acvariofila. Desi, aplicarea procedeului
pentru piata acvariofilda ar prezenta inconvenientul cresterii procentajului de femele per
ansamblu, procedeul este extrem de util guppycultorilor care urmaresc producerea de indivizi
cu caracteristici exceptionale pentru competitii, expozitii si acvarii de lux. Rezultatele

obtinute sunt brevetabile, iar primele demersuri n acest sens au fost deja efectuate.

Concluzii

e In urma amplificarii randomice a ADN-ului genomic la guppy cu 150 amorse
decamere diferite, un numar de 71 amorse nu au dus la amplificarea ADN genomic;

e Din cele 79 de amorse care au amplificat fragmente ADN din catenele matrita, un
numar de 35 nu au prezentat polimorfism, in ceea ce priveste pozifia s1 numarul
fragmentelor migrate, intre indivizi,

e In 44 dintre cazuri, probele amplificate au prezentat polimorfism. Uneori,
polimorfismul a fost unul redus, iar alteori gelurile au prezentat un polimorfism
semnificativ;

e (u toate cd s-au obfinut un numar suficient de mare de geluri care prezentau
polimorfism semnificativ, aceste polimorfisme nu s-au dovedit a fi asociate cu
criorezistenta sau cu criosensibilitatea indivizilor studiati;

e Un singur caz de astfel de polimorfism asociat cu categoria fenotipicd a fost observat
in urma analizei gelurilor, din totalul de 150 de amorse testate;

e In cazul amorsei nr 77, la indivizii rezistenti apare un fragment de 878 nucleotide
lungime, fragment care la cei sensibili are o lungime de 839 nucleotide. Probabil ca

polimorfismul este asociat cu o mutatie In cadrul secventei genei pentru criorezistenta,
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mutatie care duce la amplificarea unui fragment mai lung (in primul caz) si respectiv
mai scurt (in al doilea caz), prin tehnica RAPD;

e Dendrograma rezultatd in urma analizei fragmentelor amplificate de amorsa nr 77
intocmita prin metoda UPGMA, pe baza matricei binare si a matricei de distanta, arata
clar impartirea celor 20 indivizi analizati in doud categorii distincte (1-10 si 11-20),
adica indivizi criosensibili i indivizi criorezistenti;

e Oricum, numarul de markeri identificati pentru aceasta gena (1) este redus, cum era de
asteptat - avand 1n vedere ca s-a folosit in amplificare ADN genomic, care contine
secvenfe necodante in proportie mare. Totusi, simplitatea tehnicii RAPD permite
testarea unui numar mare de amorse per unitatea de timp, ceea ce ne-a indemnat sa o
folosim 1n aceste studii;

e Viabilitatea si repetitivitatea tehnicii RAPD in acest demers stiintific rdimane sa fie
stabilita in etapa urmatoare prin analiza indivizilor din generatia F1;

e Pe langa obiectivele propuse si atinse, accidental au fost obfinute rezultate inedite si
brevetabile cu privire la cresterea artificiala a dimensiunilor corporale ale masculilor
speciei Poecilia reticulata. Procedeul elaborat se bazeaza pe inhibarea temporara si
amanarea diferentierii sexuale a masculilor. Ele au pornit de la rezultatele secundare
ale activitatilor etapei anterioare care au iscat interes i au fost continuate in aceasta
etapa prin tatonari succesive.

o Utilizarea retetei stabilite, imbogatita cu 400 mg/kg estradiol valerat, administrate in
anumite perioade ale ontogeniei masculilor, duce la cresterea dimensiunilor corporale
cu 30-40%;

e Specificdim faptul ca dimensiunea redusd a masculilor este unul din principalele
neajunsuri ale cresterii pestilor guppy in scopuri de productie pentru piata acvariofila.
Desi, aplicarea procedeului pentru piata acvariofild ar prezenta inconvenientul cresterii
procentajului de femele per ansamblu, procedeul este extrem de util guppycultorilor
care urmaresc producerea de indivizi cu caracteristici exceptionale pentru competitii,

expozitii §i acvarii de lux.

Multumiri

Adresam mulfumiri pentru informatii si ajutorul acordat, domnilor prof. dr. biol. Dragos

Nicolae si biol. drd. Jakab Endre de la Universitatea Babes-Bolyai Cluj-Napoca.
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Anexe

L 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 L

L 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 L

Anexa A. Rezultatele amplificarii RAPD cu amorsa 79. Exemplu de produs de amplificare
fara polimorfism intre indivizi (1-10 sensibili, 11-20 rezistenti).
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Anexa B. Rezultatele amplificarii RAPD cu amorsa 9. Exemplu de produs de amplificare fara
polimorfism intre indivizi (1-10 sensibili, 11-20 rezistenti).
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Anexa C. Rezultatele amplificarii RAPD cu amorsa nr 5. Exemplu de polimorfism slab intre
indivizi (1-10 sensibili, 11-20 rezistenti).
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Anexa D. Exemple de polimorfism puternic intre indivizi (sus, amplificare cu amorsa 72 —
fara relevanta din punctul de vedere al rezistentei la temperaturi scazute; jos, amplificare cu
amorsa 77 — benzi asociate cu criorezistenta, fragment de 878 pb suplimentar, respectiv
criosensibilitatea, fragment de 839 pb suplimentar); indivizi criorezistenti 11-20, indivizi
criosensibili 1-10.
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Anexa E. Substanta activa utilizata - estradiol valerat (sus) si produsul farmaceutic Cyclo-
Progynova®; s-au utilizat drajeurile albe, care contin doar estrogenul; drajeurile rosii contin
in plus derivati ai progesteronilor.
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Anexa F. Poecilia reticulata, mascul din varietatea Red Blond (utilizat in programul de
ameliorare propus prin proiectul CEEX 140/20006).
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Anexa G. Poecilia reticulata, femeld din varietatea Red Blond (utilizatd in programul de
ameliorare propus prin proiectul CEEX 140/2006).
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Anexa H. Poecilia reticulata, mascul din varietatea Half-Black Black (utilizat in programul
de ameliorare propus prin proiectul CEEX 140/2006).
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Anexa I. Poecilia reticulata, femela din varietatea Half-Black Black (utilizata in programul de
ameliorare propus prin proiectul CEEX 140/2006).

46



Xni 0 XNiXNi

Xni Xni

XoYo  XuXe  XoYe

Backcross
Xni Xni Xni Yo G

XNi 0 XNani Xnani Xni 0

Anexa J. Redare schematicd a programului de ameliorare al speciei Poecilia reticulata,
propus prin proiectul CEEX 140/2006.
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ETAPA 111

Rezumat

Obiectivul etapei a IlI-a a fost eliminarea alelelor recesive de la locusul genei pentru
criorezistentd. Acestui obiectiv i1 corespund mai multe activitati prevazute in planul de
realizare al proiectului sau neprevazute dar necesare demersurilor noastre stiintifice in proiect.
Activitatile desfasurate au fost dupid cum urmeazi. Incrucisarea masculilor Red Blond
criorezisten{i cu femele Half-Black homozigote pentru gena Nigrocaudatus, criorezistente, in
vederea obtinerii de femele Half-Black criorezistente i heterozigote pentru gena
Nigrocaudatus. Cresterea alevnilor din generatia F1, rezultati in urma Incrucisarii mai sus
mentionate. Efectuarea unor incrucisari de tip backcross ale femelelor obfinute in F1 cu
masculii inifiali Red Blond in vederea homozigotarii in generatia Fb a genei Nigrocaudatus —
gend marker a cromosomului X (cromosom posesor al genei de interes). Cresterea
progeniturii rezultate in generatia Fb, mai ales a femelelor homozigote pentru gena
criorezistenfei si a masculilor hemizigoti criorezistenti. Crearea unui nucleu in vederea
inchegarii unei populatii ameliorate criorezistente de guppy, al carei genofond sa nu includa
alela recesiva, gena care nu confera criorezistentd. Bineinteles, la sfarsitul etapei a fost
necesara verificarea performantelor si a calitatii liniei criorezistente de pesti guppy create.

Analiza frecventelor fenotipurilor din generatia Fg prin testul % indicd faptul ci ipoteza
de la care s-a pornit este reald, iar procedeul elaborat este viabil, repetabil, brevetabil si
aplicabil. Au fost obtinufi in generatia Fg un numar de 158 masculi hemizigoti la locusul
criorezistentei si 167 femele homozigte la acelasi locus. Femelele si masculii criorezistenti
identificafi prin /inkage dupa culoarea corpului, produc prin imperechere produc un numar
consistent de indivizi care constituie o linie purd de guppy criorezistent.

Exploatarea liniei criorezistente in crescatorii aduce beneficii producatorilor de pesti
guppy odata cu scaderea costurilor de incdlzire a apei si previne mortalitatea Tn masa cauzata
de racirea exageratd a apei in timpul transportului pestilor. Precizam ca linia criorezistenta nu
intampina dificultati de crestere sau reproducere nici la temperaturi ridicate precum 28°C si se
adapteaza bine la variatia valorii temperaturii intre limite largi. Pana in momentul de fata, nu
exista nici un procedeu biotehnologic de ameliorare a pestilor guppy pentru rezistenta la

temperaturi scazute ale apei. Varietatea Red Blond din programul nostru poate fi, in lipsa,
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inlocuitd cu orice varietate care nu prezinta caracterul fenotipic Half-Black. Varietatea Half-
Black Black nu este nici ea obligatorie spre utilizat in procedeu, dar este obligatoriu ca
varietatea care o inlocuieste sd prezinte caracterul Half-Black, adica una din genele
Nigrocaudatus 1 sau Nigrocaudatus 11 (exemple de astfel de varietati: Half-Black Red, Half-
Black Blue, Half-Black Yellow, Half-Black White).

Linia criorezistenta, obtinuta de noi folosind ca genitori varietatile Red Blond si Half-
Black Black se caracterizeaza prin urmatoarele trasaturi coloristice mascule: are corpul de tip
sdlbatic, colorat normal, incluzand cel mai frecvent nuante de rosu, albastru iridescent, galben,
verde, negru si uneori alb metalizat. Acesta aduce mult cu tiparele coloristice observate la
guppy salbatic. Inotitoarele caudald si dorsald sunt puternic pigmentate si au o culoare rosie-
caramizie. Corpul masculilor are o lungime standard (SL) medie de 26 mm, iar inotatoarele
caudala si dorsala au o lungime caracteristica varietatilor ornamentale, prima reprezentand la
maturitate 8/10 din lungimea standard a corpului. Femelele prezinta un colorit de tip salbatic
si o dimensiune corporala (SL) la maturitate de 50 mm. Cele mai importante trasaturi ale
linie1 sunt aspectele legate de toleranta la frig, astfel: linia este homozigota la locusul pentru
criorezistenta, se dezvolta si se inmulteste fara probleme la temperaturi cuprinse de intre 17 si
19°C, supravietuieste cateva ore la 10-12°C si cateva zile la 14-16°C. De asemenea, ea se
adapteaza bine la variatii In limite largi ale temperaturii apei, neitdimpinand probleme de
crestere sau reproducere la 28°C sau nici la valori mai ridicate. Dacd formele parentale,
crescute la 22-24°C ating dimensiunea de vanzare (1,8-2,0 SL masculii si 2,5-3,0 SL
femelele) la varsta de 61-62 zile, linia criorezistenta crescuta la 17-19°C atinge aceeasi
dimensiune de vanzare la varsta de 65-67 zile. Specificim ca efectul heterozis se observa la
indivizii din Fg doar daca 1i comparam cu formele parentale pure inifiale si nu daca se
compara cu femelele mame din generatia F;. Restul caracteristicilor nu difera fatd de
majoritatea varietatilor comune de pesti guppy, asa cum nici cerintele lor fatd de parametrii
optimi de crestere nu difera.

Mai trebuie mentionat faptul ca temperatura apei trebuie ridicata obligatoriu la 28°C n
situatiile cand apar boli cauzate de agenti patogeni precum Saprolegnia spp (saprolegniaza)
sau Ichthyophtirius multifilis (ichtioftiriaza). Pe langa terapia prin hipertermie mai trebuie

aplicata si unele cu sare de bucatarie, verde de malachit, albastru de metilen sau tripafavin.
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1. Obiectivele fazei de executie

Obiectivul etapei a IlI-a (a se vedea Obiectivul III) a fost eliminarea alelelor recesive de
la locusul genei pentru criorezistentd. Acestui obiectiv ii corespund mai multe activitati
prevazute in planul de realizare al proiectului sau neprevazute dar necesare demersurilor

noastre stiintifice in proiect:

. Incrucisarea masculilor Red Blond criorezistenti cu femele Half-Black homozigote
pentru gena Nigrocaudatus, criorezistente, In vederea obtinerii de femele Half-
Black criorezistente si heterozigote pentru gena Nigrocaudatus;

. Cresterea alevinilor din generatia F1, rezultati in urma Iincrucisdrii mai sus
mentionate;

. Efectuarea unor incrucisdri de tip backcross ale femelelor obfinute in F1 cu
masculii initiali Red Blond in vederea homozigotarii in generatia Fb a genei
Nigrocaudatus — gend marker a cromosomului X (cromosom posesor al genei de
interes);

. Cresterea progeniturii rezultate in generatia Fb, mai ales a femelelor homozigote
pentru gena criorezistentei si a masculilor hemizigoti criorezistenti;

. Crearea unui nucleu in vederea inchegarii unei populatii ameliorate criorezistente
de guppy, al carei genofond sa nu includad alela recesiva, gend care nu confera
criorezistenta;

. Verificarea performantelor si calitatii liniei criorezistente de pesti ornamentali

guppy.

2. Introducere

Procedeul de ameliorare genetica a pestelui guppy (Poecilia reticulata) elaborat si testat
in prezentul proiect se bazeazd pe sex-likage, tratamente hormonale, incrucisare si
retroincrucisare. Guppy este o specie de interes economic, comercial si stiintific. Importanta
lui se refera atat la numarul mare in care este cerut pe piata acvariofild, cat si la faptul ca el

este un organism model in ecologie, etologie, ecotoxicologie, filogenie si genetica. Procedeul
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prezentat in cele ce urmeaza poate fi folosit cu succes pentru obtinerea unei linii de guppy
rezistente la temperaturi scazute ale apei in doar doud generatii, fiind util crescatorilor de pesti
ornamentali pentru reducerea costurilor de crestere si intrefinere a stocurilor cu destinatie
acvariofila.

,Pestele milionar”, cum mai este numit guppy, are un determinism al sexelor de tip
Drosophila (Winge 1922a, 1922b) cu heterogametie mascula (3 XY) si homogametie femela
(?XX). Acelasi autor a aratat ca, rareori, apar in populatie masculi falsi (3XX) sau femele
false (Y XY). Majoritatea genelor de culoare sunt localizate pe cromosomii sexului la guppy,
asfel incat cele mai multe tipare coloristice sunt sex-linkate (Lindholm & Breden 2002).
Totusi, Winge (1922b) a constatat multe cazuri de recombinare genetica prin crossing-over
intre cei doi heterosomi. Mai mult decat atat, frecventa recombinarii de pe X pe Y difera
semnificativ de cele mai multe ori fata de cea de pe Y pe X.

In 1947, Nybelin descria gena Nigrocaudatus 1 ca fiind o gend mutanti, X-linkata,
dominanta, care determind un melanism intens in regiunea posterioard a corpului. Aceasta
descriere a ramas valabila pand azi in ciuda unor pareri conform cdrora gena ar trebui sa
existe s1 In forma Y-linkatd (Lindholm & Breden 2002). O altd formd a genei, numita si
Nigrocaudatus 11, mult mai frecventa astazi decat prima, a fost descrisa pentru prima datd de
Dzwillo (1959). Ea era descrisa tot ca o gend dominanta si X-linkata. Ulterior, Nayudu (1979)
constata cd gena Nigrocaudatus 11 poate exista si in forma Y-linkata, dar ca ea este semiletala,
determinand o mortalitate ridicatd si o ratd de crestere foarte slaba. Totusi, din rezultatele
acestor autori rezultd o frecventd de recombinare de pe Y pe X de 4,00%, iar de pe X pe Y de
0,00%, ceea ce denota faptul ca gena poate fi folositd pentru markarea cromosomului X —
lucru confirmat de cercetarile noastre ulterioare (Petrescu-Mag 2007). Pe langd observatiile
lui Nybelin, s-au mai constatat incd doud caractere exclusiv X-linkate la guppy si anume:
Lineatus (un alt tipar coloristic, Winge 1927) si o gena a rezistentei la temperaturi scazute ale
apei (Fujio et al 1990).

In piscicultura ornamentali, o problema importanti o constituie relatia dintre cheltuielile
de intretinere si randamentul la vanzare, deoarece de acestea doud depinde profitul unei
crescatorii. Cresterea pestilor guppy in conditii optime se face la temperaturi cuprinse intre 22
s1 26°C (72-78°F). Loturile obtinute prin procedeul descris aici de noi face posibild obtinerea
acelorasi performante de crestere la 17-19°C ca si la 22-24°C fara ca mortalitatea si rata de
crestere dintre acestea sd difere semnificativ. Astfel, se poate economisi energie prin

reducerea cheltuielilor de curent electric sau gaz in crescatorii.
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Pentru ca planul propus sd poata fi desfasurat, a fost nevoie ca indivizii folositi sa aiba
genotipuri $XX sau IXY cunoscute, sd apartind la doud linii diferite - una dintre ele cu un
colorit corporal de tip tuxedo (Half-Black sau Nigrocaudatus) iar cealalta de tip hipomelanic.
Bineinteles, loturile initiale trebuie sd nu fie exagerat de consangvinizate pentru a se avea
certitudinea ca gena criorezistentei exista in genofondul populatei macar cu o frecventa
redusd. Astfel, in prima faza a proiectului am ales ca sursa de pdrinti masculi varietatea Red
Blond (varietate hipomelanica ce prezintd un colorit rosu, relativ uniform, pe corp si pe
inotatoare; melanina este aproape absenta Tn melanocitele de pe suprafata corpului si este
vizibild doar la ochi si rareori la caudald), iar ca sursa de parinti femeli am folosit varietatea
Half-Black Black (o varietate hipermelanicd, aproape complet neagra atat datoritd genei
Nigrocaudatus 11, cat si datoritd unor poligene sau a genei Bep — Black caudal peduncle).
Monitorizarea genei criorezistentei, mai precis a modului in care ea este transmisa
descendentilor, este facilitatd de prezenta genei Nigrocaudatus 11 (Ni), gend X-linkata care va

servi drept gena de culoare marker. Procedeul elaborat prevede un numar de patru pasi.
3. Pas I - Alegerea genitorilor de tip Half-Black XX si Red Blond JXY.

Pentru a se avea certitudinea ca femelele false nu vor apdrea in lotul genitorilor Half-
Black si ca masculii falsi nu vor aparea in lotul genitorilor Red Blond s-a efectuat o deviere
intentionatd cu aproximativ 3% de la procentajele normale ale celor doua sexe prin tratamente
hormonale usoare. Nu vom detalia aceste activitd{i intrucat ele au fost raportate in prima faza

a prezentului proiect.

4. Pas Il — Identificarea genitorilor criorezistenti prin studiul fenotipului lor.

Lotul de masculi Red Blond s-a supus scaderii treptate a temperaturii apei (2-4°C/zi).
Aceasta s-a continuat pand cand indivizii criosensibili au manifestat semne de ,,oboseald”,
moment In care ei au fost mutafi intr-un alt bazin in care valoarea temperaturii s-a crescut
treptat pana la cea de comfort. Ultimii 10% din indivizii luati in studiu au fost considerati
criorezistenfi si au fost readusi treptat la temperatura de confort. Desi nu este necesara,
operatiunea descrisa s-a aplicat si femelelor Half-Black Black pentru o si mai mare precizie a
tehnicii de lucru. Nici aici nu vom intra In amanunte deoarece si aceasta etapa a fost depasita

si raportata.
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5. Pas III — Incrucisarea masculilor criorezistenti Red Blond identificati cu femele Half-

Black.

Aceasta etapa se inscrie in prezenta faza de raportare. Masculii criorezistenti Red Blond
XY au fost incrucisati cu femelele Half-Black Xy;X:. in urma acestei incrucisari, conform
legilor mendeliene, au rezultat din punct de vedere coloristic indivizi cu un singur fenotip:
Half-Black (sau tuxedo; figura 1) - aproximativ jumadtate fiind masculi (criorezistenti sau
criosensibili) si cealaltd jumatate fiind femele cu cel putin un exemplar al alelei
criorezistentei.

Incrucisarile au pornit cu indivizii criorezistenti identificati si raportati in prima faza de
raportare. Desi, lotul inifial de reproducatori a fost mai mare, din aceste loturi de indivizi am
reusit sa pastram n bune conditii de sanatate si aspect comercial un numar de 21 masculi Red
Blond si 43 femele Half-Black Black. Intretinerea loturilor in bune conditii s-a ficut prin
hranirea de trei ori pe zi ad libitum cu hrana vie (Artemia spp, Tubifex spp) si furaj de buna
calitate - Tetra Rubin si Tetra Discus. Iluminarea s-a facut dupd modelul ciclului noapte-zi,
aproximativ jumatate din 24 ore bazinele fiind iluminate cu 1dmpi din gama Glo. Bazinele de
intretinere au fost plantate cu Cryptocorine spp iar calitatea apei a fost monitorizatd prin
verificarea parametrilor la fiecare 3-4 zile si schimbarea periodica a apei. Apa folosita a fost
cea de la reteaua de apa potabild a municipiului Cluj-Napoca. De cele mai multe ori, apa a
fost pastratd in tancuri de maturare pentru evitarea intoxicarii pestilor cu oxigen activ, clor sau
alti dezinfectanti utilizati.

Incrucisarea s-a ficut simultan si panmictic pe cale naturald, prin pastrarea in acelasi
bazin de crestere a tuturor indivizilor Red Blond masculi s1 Haf-Black Black femeli din cele
doua loturi de reproducatori. Dupa 28-30 zile de la impreunarea lor au aparut relativ sincron
primele serii de pui hibrizi, primul val insumand un numar de 546 indivizi care prezentau de
la nastere binecunoscutul caracter denumit de diferiti autori ca Nigrocaudatus 11, Half-Black
sau tuxedo. Acest caracter este probabil singurul care isi face aparitia de la faza de puiet,

restul aparand mult mai tarziu in ontogenia indivizilor la pestii guppy.
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Figura 1. Schema obtinerii liniei criorezistente de pesti guppy (Poecilia reticulata).
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Indivizii au fost crescuti in aceleasi conditii de viata precum au fost descris mai sus
pentru generatia parentald, cu mici deosebiri legate de dimensiunea particulelor de hrand
(tubifexul a fost tocat si spalat, furajul a fost macinat mai marunt etc). Dimensiunea bazinelor
de crestere (200 litri) au conferit pestilor spatiu la discretie s1 un volum mare de apa/individ.
Dezvoltarea lor a evoluat repede atingdnd maturitatea la aproximativ 60 zile de la
nastere/eclozare. Indivizii au fost sexati timpuriu, imediat ce caracterele sexuale secundare si-
au facut aparifia. Masculii au fost scosi unul cate unul in fiecare zi pentru evitarea fecundarii
femelelor de catre alti masculi decat cei prevazufi de programul de ameliorare. Fecundarea

intamplatoare a femelelor ar fi dus la imposibilitatea utilizarii lor in etapa urmatoare.

6. Pas IV — Retroincrucisarea femelelor criorezistente cu masculii Red Blond si

eliminarea alelelor recesive de la locusul criorezistentei.

Aceasta etapa are ca scop homozigotarea alelei criorezistentei la indivizii femeli X,,;X,;
ai generatiei Fp §1 obtinerea unui lot nou de masculi criorezistenti hemizigoti X,,;Y, (figura 1).
Din generatia F1 s-a ales un numar de 40 femele virgine pentru incrucisarea cu forma
parentald de masculi Red Blond (20 indivizi). Intretinerea si imperecherea s-a desfisurat
conform celor descrise la incrucisarea initiali. In urma retroincrucisarii au rezultat in primul
val un numar de 632 indivizi, prezentand doud fenotipuri coloristice diferite, dar patru
fenotipuri diferite daca tinem cont si de sexul indivizilor, respectiv de dimorfismul sexual al
acestora. Repartitia indivizilor pe fenotipuri au indicat o segregare conform legilor
mendeliene si a confirmat valabilitatea proiectului de procedeu propus in cadrul acestui
program de ameliorare. Asfel, 150 indivizi masculi au prezentat un colorit al corpului de tip
tuxedo, 158 indivizi masculi au prezentat un colorit al corpului de tip salbatic, 157 indivizi
femeli au prezentat un colorit corporal de tip tuxedo, iar 167 indivizi femeli au manifestat un
colorit sters de tip silbatic. Modul de segregare a fost verificat prin testul ¥ (tabelul 1). Pentru
v*=0,924, la 4-1=3 grade libertate, valoarea P arata ci diferentele dintre frecventele calculate
si cele observate sunt nesemnificative (0,90>P>0,80), deci modul ipotetic de segregare 1:1:1:1

este real.

55



Tabelul 1
Utilizarea testului x* pentru verificarea ipotezei modului de transmitere ereditari a

caracterului tuxedo

Fenotipuri Observate Calculate/ Deviatia & d’/e
experimental asteptate (d =o0-e)
(o) (e)

Masculi 150 158 -8 64 0,405
tuxedo
Masculi cu 158 158 0 0 0
colorit
salbatic
Femele 157 158 -1 1 0,006
tuxedo
Femele cu 167 158 9 81 0,513
colorit
salbatic

Pentru x2=0,924, la 3 grade libertate,

valoarea P arata ca diferentele sunt nesemnificative (0,90>P>0,80)

Femelele si masculii criorezistenti identificati prin /inkage dupa culoarea corpului,
produc prin imperechere un numar consistent de indivizi care constituie o linie purd de guppy
criorezistent.

Exploatarea liniei criorezistente in crescatorii aduce beneficii producatorilor de pesti
guppy odata cu scaderea costurilor de incdlzire a apei si previne mortalitatea Tn masa cauzata
de racirea exageratd a apei in timpul transportului pestilor. Precizam ca linia criorezistenta nu
intampina dificultati de crestere sau reproducere nici la temperaturi ridicate precum 28°C si se
adapteaza bine la variatia valorii temperaturii intre limite largi.

Pana in momentul de fata, nu se cunoaste nici un procedeu biotehnologic de ameliorare
a pestilor guppy pentru rezistenfa la temperaturi scazute ale apei. Varietatea Red Blond din
descrierea noastrda poate fi, in lipsa, inlocuitd cu orice varietate care nu prezinta caracterul
Half-Black. Varietatea Half-Black Black nu este nici ea obligatorie de utilizat in procedeu, dar

este obligatoriu ca varietatea care o inlocuieste sa prezinte caracterul Half-Black, adica una

56



din genele Nigrocaudatus (exemple de varietati: Half-Black Red, Half-Black Blue, Half-
Black Yellow, Halt-Black White).

Procedeul elaborat de noi este redat schematic in figura 1, unde: P = parinti, G = gameti,
F; = prima generatie rezultatd in urma incrucisarii, Fg = generatie rezultatd in urma
retroincrucisarii.

Linia criorezistentd obtinuta de noi folosind ca genitori varietdtile Red Blond si Half-
Black Black se caracterizeaza prin urmatoarele trasdturi coloristice mascule: are corpul de tip
sdlbatic, colorat normal, incluzand cel mai frecvent nuante de rosu, albastru iridescent, galben,
verde, negru si uneori alb metalizat. Acesta aduce mult cu tiparele coloristice observate la
guppy salbatic. Inotitoarele caudald si dorsald sunt puternic pigmentate si au o culoare rosie-
caramizie. Corpul masculilor are o lungime standard (SL) medie de 26 mm, iar inotatoarele
caudala si dorsala au o lungime caracteristica varietatilor ornamentale, prima reprezentand la
maturitate 8/10 din lungimea standard a corpului. Femelele prezinta un colorit de tip sdlbatic
si 0 dimensiune corporald (SL) la maturitate de 50 mm.

Cele mai importante trasaturi ale liniei sunt aspectele legate de toleranta la frig, astfel:
linia este homozigota la locusul pentru criorezistentd, se dezvolta si se inmulfeste fara
probleme la temperatura medie de 17-19°C, supraviefuieste cateva ore la 10-12°C si cateva
zile la 14-16°C. De asemenea, ea se adapteaza bine la variatii in limite largi ale temperaturii
apei, neitimpinand probleme de crestere sau reproducere la temperaturi de 28°C sau chiar mai
ridicate.

Daca formele parentale, crescute la 22-24°C ating dimensiunea de vanzare (1,8-2,0 SL
masculii si 2,5-3,0 SL femelele) la varsta de 61-62 zile, linia criorezistentd crescuta la 17-
19°C atinge aceeasi dimensiune de vanzare la varsta de 65-67 zile. Specificam ca efectul
heterozis se observa la indivizii din Fg doar dacd i compardm cu formele parentale pure
initiale si nu daca se compara cu femelele mame din generatia F;. Restul caracteristicilor nu
difera fata de majoritatea varietdfilor comune de pesti guppy, asa cum nici cerintele lor fata de
parametrii optimi de crestere nu difera.

Trebuie mentionat ca temperatura apei trebuie ridicata obligatoriu la 28°C 1in situatiile
cand apar boli cauzate de agenti patogeni precum Saprolegnia spp (saprolegniaza) sau
Ichthyophtirius multifilis (ichtioftiriaza). Pe langa terapia prin hipertermie mai trebuie aplicata
in situatia Tmbolnavirii si unele tratamente cu sare de bucatarie, verde de malachit, albastru de

metilen sau tripafavin.
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Concluzii

Analiza frecventelor fenotipurilor din generatia Fg prin testul % indicd faptul ci ipoteza
de la care s-a pornit este reald, iar procedeul elaborat este viabil, repetabil, brevetabil si
aplicabil;

Au fost obtinufi in generafia Fg un numar de 158 masculi hemizigoti la locusul
criorezistentei si 167 femele homozigote la acelasi locus;

Femelele si masculii criorezistenti identificati prin linkage dupd culoarea corpului,
produc prin imperechere un numar consistent de indivizi care constituie o linie purd de
guppy criorezistent;

Exploatarea liniei criorezistente in crescatorii aduce beneficii producatorilor de pesti
guppy odatd cu scaderea costurilor de incélzire a apei si previne mortalitatea In masa
cauzata de racirea exageratd a apei in timpul transportului pestilor. Precizam ca linia
criorezistenta nu intampind dificultati de crestere sau reproducere nici la temperaturi
ridicate precum 28°C si se adapteaza bine la variafia valorii temperaturii intre limite
largi;

Pana in momentul de fatd, nu exista nici un procedeu biotehnologic de ameliorare a
pestilor guppy pentru rezistenta la temperaturi scazute ale apei;

Varietatea Red Blond din programul nostru poate fi, in lipsa, inlocuita cu orice varietate
care nu prezintd caracterul fenotipic Half-Black. Varietatea Half-Black Black nu este
nici ea obligatorie de utilizat in procedeu, dar este obligatoriu ca varietatea care o
inlocuieste sa prezinte caracterul Half-Black, adicd una din genele Nigrocaudatus 1 sau
Nigrocaudatus 11 (exemple de astfel de varietdti: Half-Black Red, Half-Black Blue,
Half-Black Yellow, Halt-Black White);

Linia criorezistentd obtinuta de noi folosind ca genitori varietatile Red Blond si Half-
Black Black se caracterizeaza prin urmatoarele trasaturi coloristice mascule: are corpul
de tip salbatic, colorat normal, incluzdnd cel mai frecvent nuante de rosu, albastru
iridescent, galben, verde, negru si uneori alb metalizat. Acesta aduce mult cu tiparele
coloristice observate la guppy silbatic. Inotitoarele caudald si dorsald sunt puternic
pigmentate si au o culoare rosie-caramizie. Corpul masculilor are o lungime standard
(SL) medie de 26 mm, iar inotatoarele caudala si dorsald au o lungime caracteristica

varietatilor ornamentale, prima reprezentdnd la maturitate 8/10 din lungimea standard a
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corpului. Femelele prezinta un colorit de tip sdlbatic si o dimensiune corporala (SL) la
maturitate de 50 mm;

= (Cele mai importante trasaturi ale liniei sunt aspectele legate de toleranta la frig, astfel:
linia este homozigota la locusul pentru criorezistenta, se dezvolta si se inmulteste fara
probleme la temperaturi cuprinse de intre 17 si 19°C, supraviefuieste cateva ore la 10-
12°C si cateva zile la 14-16°C. De asemenea, ea se adapteaza bine la variafii in limite
largi ale temperaturii apei, neitampinand probleme de crestere sau reproducere la 28°C
sau nici la valori mai ridicate;

= Daca formele parentale, crescute la 22-24°C ating dimensiunea de vanzare (1,8-2,0 SL
masculii s1 2,5-3,0 SL femelele) la varsta de 61-62 zile, linia criorezistentd crescutd la
17-19°C atinge aceeasi dimensiune de vanzare la varsta de 65-67 zile. Specificdim ca
efectul heterozis se observa la indivizii din Fg doar dacd ii comparam cu formele
parentale pure initiale si nu dacd se comparad cu femelele mame din generatia F;. Restul
caracteristicilor nu diferd fatd de majoritatea varietatilor comune de pesti guppy, asa
cum nici cerintele lor fatd de parametrii optimi de crestere nu difera;

= Trebuie mentionat cd temperatura apei trebuie ridicatd obligatoriu la 28°C in situatiile
cand apar boli cauzate de agenti patogeni precum Saprolegnia spp (saprolegniaza) sau
Ichthyophtirius multifilis (ichtioftiriaza). Pe langd terapia prin hipertermie mai trebuie
aplicata si unele cu sare de bucatdrie, verde de malachit, albastru de metilen sau

tripafavin.
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ETAPA IV.1

Rezumat

Pana in etapele trecute, izolarea ADN era realizata automat, cu ajutorul unui robot extractor
de ADN. Metoda Cosier de izolare a ADN genomic total era alternativa pentru situatiile in
care procesul de extractie esua. Odata cu aceasta faza, adaugam zestrei pregatirii tehnologice
a echipei o altd metoda eficienta de extractie a ADN total, descrisa de Ausubel et al 1995.
Izolarea ADN a fost una reusitd, rezultand o puritate medie de 1,8 si o concentratiec medie a
ADN de 55 ng/pl. Activitdtile imediat urmatoare ale aceleiasi etape vor confirma sau vor
infirma ipoteza conform careia gena responsabild de rezistenta la temperaturi scazute ar fi
implicatd totodata in rezistenta la temperaturi ridicate. Pe de altd parte, se va verifica

repetabilitatea si valabilitatea markerului RAPD identificat in etapele anterioare (I-111).
1. Obiectivul etapei IV

Confirmarea sau infirmarea ipotezei conform careia gena responsabild de rezistenta la

temperaturi scazute ar fi implicata si in rezistenta indivizilor la temperaturi ridicate.
2. Obiectivul activitatii IV.1

Izolarea ADN la un numar de 100 indivizi din linia nou obtinutd, linie rezistentd la

temperaturi scazute.
3. Descrierea stiintifica si tehnica a cercetarilor efectuate

Cercetarile prezentate aici reprezinta o fractiune din etapa nr IV, etapa planificata
initial integral pentru anul 2008 si desfasurata in avans in cadrul anului 2007, conform actului
adifional la contract CEEX 140-2006 incheiat cu CNMP la inceputul anului 2007. Aceasta
fractiune de etapa propriuzisa cuprinde o singurd activitate, prevazutd ca Activitatea IV.1: 1
noiembrie — 5 decembrie. Ea includea subactivitatile: I[V.1. USAMV Cluj, IV.1. UAIC Iasi,
IV.1. USAMVB Timisoara, IV.1. USAMYV Iasi si prevedea reunirea celor patru colective de

cercetatori la Cluj-Napoca, unde s-a desfasurat extractia ADN total la un lot foarte mare de
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indivizi (100) din linia criorezistentd nou obtinutad prin procedeul in curs de brevetare si aflat
sub depozit la OSIM (A/00774/09.11.2007).

Linia criorezistentd obtinuta de noi folosind ca genitori varietatile Red Blond si Half-
Black Black se caracterizeaza prin urmatoarele trasaturi coloristice mascule: are corpul de tip
sdlbatic, colorat normal, incluzand cel mai frecvent nuante de rosu, albastru iridescent, galben,
verde, negru si uneori alb metalizat. Acesta aduce mult cu tiparele coloristice observate la
guppy salbatic. Inotitoarele caudald si dorsald sunt puternic pigmentate si au o culoare rosie-
caramizie. Corpul masculilor are o lungime standard (SL) medie de 26 mm, iar inotatoarele
caudala si dorsald au o lungime caracteristica varietatilor ornamentale, prima reprezentand la
maturitate 8/10 din lungimea standard a corpului. Femelele prezinta un colorit de tip salbatic
si 0 dimensiune corporald (SL) la maturitate de 50 mm.

Cele mai importante trasaturi ale liniei sunt aspectele legate de toleranta la frig, astfel:
linia este homozigota la locusul pentru criorezistentd, se dezvolta si se inmulfeste fara
probleme la temperatura medie de 17-19°C, supraviefuieste cateva ore la 10-12°C si cateva
zile la 14-16°C. De asemenea, ea se adapteaza bine la variatii in limite largi ale temperaturii
apei, neitimpinand probleme de crestere sau reproducere la temperaturi de 28°C sau chiar mai
ridicate.

Pe langa cele doua protocoale de izolare a ADN genomic total la guppy utilizate in
etapele trecute, acum, a fost testat un nou protocol de izolare a acizilor dezoxiribonucleici
totali, gratie experientei tehnice a domnului Dr. Lucian Dragos Gorgan de la USAMYV Iasi. In
cele ce urmeaza vom descrie cele trei protocoale de lucru prin care s-a obtinut ADN-ul celor
100 indivizi din specia Poecilia reticulata, iar apoi modul de cuantificare spectrofotometrica a

probelor.

4. Protocolul de extractie al ADN total — Ausubel et al (1995)

Tehnica este folositd pentru extragerea ADN total din fesuturi proaspete, congelate sau
pastrate in etanol.

Modul de lucru:

Se eticheteaza tuburi Eppendorf de 1,5 ml autoclavate, in care se introduc cate 500 pl
solutie tampon (tampon pentru lizd). Se utilizeaza intre 20 — 200 mg de tesut muscular

proaspat, congelat sau conservat in alcool etilic 95%.
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Se introduc fragmentele de tesut in tubul Eppendorf (de 1,5 ml) corespunzator, care
contine 500 pl solutie tampon pentru lizi. In fiecare tub, se adauga cate 10 pl proteinazi K
(10 pl reprezinta echivalentul a 200 pug proteinaza dintr-o solugie stoc 20 mg/ml care este
preparata si congelata la -20°C). Se agita fiecare proba pe un vortex si se pastreaza peste
noapte 1n etuva la 37°C.

Ulterior, in fiecare tub de 1,5 ml se adauga 600 pl de solutie fenol : cloroform : alcool
izoamilic (25 : 24 : 1), pand la semnul superior al tubului. Se agitd tuburile timp de 30-60
secunde, apoi se centrifugheaza (utilizind o centrifugd de masd), la o turatie 8000
rotatii/minut, timp de 4 minute.

Se extrage faza superioara din fiecare tub mentinandu-le deschise sub nisa, iar la sfarsit,
se adaugd cate 550 pl cloroform. Se agitd tuburile timp de 30-60 secunde, apoi se
centrifugheaza la 8000 rotatii/minut, timp de 3 minute.

Se separa fazele superioare rezultate in urma centrifugarii si se adauga 1ml etanol rece
95% (pastrat la -20°C). Se agita tuburile si se lasa la temperatura de -20°C, timp de 30-60
minute.

Dupa precipitarea ADN, se centrifugheaza tuburile la 10.000 rotatii/minut, timp de 5
minute, pentru sedimentare. Se elimina supernatantul si se aseaza tuburile deasupra unei hartii
de filtru, astfel incat sd se scurga ultimele picaturi de alcool.

Dupa uscarea peletelor, se adauga in fiecare tub cate 200 ul solutie TE (pH=8,0) si se

resuspendd manual sau pipetand de cateva ori.

5. Izolarea ADN-ului din inotitoare de peste — metoda Cosier

O bucati de 1 cm’® din inotitoare se incubeazd peste noapte (10 h) cu proteinaza K la
55°C. Fragmentele de tesut se introduc intr-un tub Eppendorf de 1,5 ml care contine 500 pl
tampon de liza si 10 pl proteinazd K (echivalentul a 200 pg dintr-o solutie stoc de 10 mg/ml
care este preparatd si congelata la — 20°C).

Tamponul de liza: 50 mM KCI; 10 mM Tris-HCI; 2.5 mM MgCl, ; Tween 20

Dupa incubare, fiecarei probe 1 se adauga 600 pl solutie fenol.

63



Tuburile se omogenizeaza prin inversie timp de 15 minute dupa care sunt supuse unei
centrifugari 8000 rpm/4 minute. In timpul centrifugirii se eticheteaza noi tuburi Eppendorf de
1,5 ml. La sfarsitul centrifugarii tuburile prezintd o faza inferioara galbuie care confine
solventul organic, o faza superioara care contine ADN-ul si o fazd intermediara unde sunt
depozitate proteinele.

Se separa faza superioard a fiecarui tub (cca. 700 pl) peste care se adaugd 550 ul fenol :
cloroform. Se agitd tuburile 30-60 secunde apoi se centrifugheaza timp de 3 minute,
etichetandu-se si noile tuburi. Se mai efectueaza o ultima extractie numai cu cloroform.

ADN-ul se precipitd cu etanol 70% racit in prealabil la - 20°C (2 volume) inversand
tuburile de cateva ori si efectuand o centrifugare la 10000 rpm. ADN-ul precipitat se usca la
aer si se resuspenda in TE (10 mM Tris-HCI pH 8; 1 mM EDTA pH 8). Dupa dizolvarea
completd a ADN-ului acesta se stocheaza la - 20°C.

Integritatea ADN-ului este verificatd prin migrarea acestuia intr-un gel de agaroza de

1% colorat cu bromura de etidiu, alaturi de un marker de greutate moleculara.

6. Extractia automata a ADN

Extractia ADN s-a realizat si cu ajutorul unui robot extractor de acizi nucleici — MagNA
Pure LC, (pentru extractia ADN din tesut animal, uman, vegetal si din microorganisme, Roche
Applied Sciences, Versiunea Decembrie 2005, 192 izolari). Functionarea extractorului de
ADN se bazeaza pe tehnologia unor bile magnetice (eng. Magnetic-bead technology) din
sticld/silica cu proprietati speciale. Probele de tesut sunt lizate prin incubarea lor in prezenta
unui tampon ce contine saruri chemotropice si proteinaza K. Aparatul efectueaza automat
toate operatiunile: liza celulard, legarea ADN-ului de bilele magnetice, spalarea repetata si
elutia, dupa ce in prealabil s-au facut setarile de la calculatorul de comanda si control. Softul
aparatului de extractie calculeaza automat cantitatile necesare de reactivi, indruma utilizatorul
in vederea efectuarii setarilor necesare i monitorizeaza toate operatiunile desfasurate sau in
derulare, existand posibilitatea stocarii tuturor informatiilor cu privire la procesul de izolare a

acizilor nucleici.
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Dupa izolarea ADN a fost necesara o verificare a integritafii lui prin migrarea acestuia
intr-un gel de agaroza de 1%, colorat cu bromura de etidiu, alaturi de un marker de greutate
moleculara. Extractia acizilor dezoxiribonucleici s-a repetat in situatiile cand integritatea
ADN-ului a fost afectatd de nucleaze. In aceste situatii sau atunci cand cantitatea de ADN
obtinuta a fost insuficientd, iar numarul de probe necesar de repetat era prea mic pentru
extractia automatd, izolarea ADN s-a realizat manual prin metoda Cosier sau prin metoda

Ausubel et al 1995 (ambele descrise anterior).

7. Cuantificarea ADN

Dupa extractia ADN-ului, probele au fost cuantificate spectofotometric cu ajutorul
aparatului BioPhotometer Eppendorf. Metoda spectofotometrica se bazeazd pe faptul ca
majoritatea substantelor biologice au o rata de absorbtie caracteristica in domeniul radiatiilor
ultraviolete. Astfel, rata de absorbtie de 260 nm corespunde acizilor nucleici, cea de 280 nm
proteinelor, iar 230 nm diferitilor contaminan{i. Densitatea opticd a fost masurata la rata de

absorbtie A 260 nm si A 280 nm, facand raportul dintre cele doua absorbtii.

In general, ADN-ul este considerat suficient de pur, daca raportul celor doua citiri,
respectiv Aneo/Azso, are valori cuprinse intre 1,7 si 2,0. Valorile mai mici de 1,7 indica
impurificari cu proteine, iar cele mai mari de 2,0 impurificari cu al{i contaminanti. Aparatul
BioPhotometer Eppendorf redd atdt concentratia ADN-ului, cat si cantitatea de ADN

exprimatd in ng/pl sau pg/ml.

8. Rezultate

De cele mai multe ori (mai precis in 86 cazuri din totalul de 100) izolarea ADN din
intotatoare a fost posibild, iar probele au intrunit caracteristicile standard necesare. In cadrul
celorlalte 14 cazuri unde, fie puritatea probelor, fie concentratia lor, au fost afectate, extractia

s-a realizat din tesut muscular dorsal.
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In cadrul experimentelor noastre, puritatea mediec a ADN-ului obtinut a fost de 1,8
(variind intre valorile 1,7 si 2,0), iar concentratia lui medie a fost de 55 ng/ul (valorile variind

intre 50 s1 60 ng/pl). Aceste valori se incadreaza intre limitele standard.

Probele au fost supuse pastrarii in laboratorul de biotehnologii a USAMV Cluj pentru
activitatile urmatoare, activitati in cadrul carora ADN-ul va fi amplificat folosind amorsa si
respectiv markerul identificat in cadrul etapelor anterioare. In urma migrarii in gel de agaroza
a fragmentelor amplificate se vor obfine spectre de benzi care pot fi analizate comparativ cu
cele observate in etapa anterioard. Rezultatele vor clarifica numeroasele controverse cu privire

la repetabilitatea rezultatelor obginute prin utilizarea tehnicii PCR-RAPD.

9. Concluzii

e Utilizarea alternativa a celor 3 metode de extractie au permis optimizarea procesului
de izolare a ADN la specia de pesti Poecilia reticulata;

e Analiza spectrofotometricd a ardtat o puritate a probelor de 1,8 si o concentratiec medie
de 55 ng/ul;

e Activitatile imediat urmatoare ale aceleiasi etape vor confirma sau vor infirma ipoteza
conform careia gena responsabila de rezistenta la temperaturi scazute ar fi implicata
totodata in rezistenta la temperaturi ridicate;

e Pe de alta parte, se va verifica repetabilitatea si valabilitatea markerului RAPD

identificat anterior.
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ETAPA 1V.2

Rezumat

Asa cum s-a specificat, prezenta faza (IV.2) continud activitatea fazei ['V.I in cadrul careia s-a
realizat, printr-o combinatie de tehnici de extractie, purificare si cuantificare, izolarea ADN la
un numar de 100 indivizi din linia rezistentd la temperaturi scazute, obtinutd in etapele
anterioare ale prezentului proiect. Izolarea lui a fost necesard pentru a se retesta markerul,
identificat in fazele incipiente ale proiectului, pe linia criorezistentd si pentru a se verifica
universalitatea utilitatii lui la aceasta specie. Mai amintim cad, anterior, amorsa numarul 77 s-a
demonstrat utilda in identificarea indivizilor criorezistenti din varietatea Red Blond, iar
universalitatea lui in cadrul speciei de pesti Poecilia reticulata ramane inca incertd pana la
testarea markerului pe linia homozigota pentru gena criorezistentei.

In urma fotografierii gelurilor de migrare a fragmentelor ADN si a tiparirii materialelor,
s-a efectuat o examinare atentd a acestora, deducindu-se ineficacitatea distingerii indivizilor
criorezistenfi de cei normali In functie de benzile migrate in gel prin amplificarea unor
fragmente cu amorsa numarul 77. Corelatiile dintre benzi par mai degraba a fi asociate cu
setul de indivizi pe care s-a lucrat simultan decat cu o anume categorie fenotipica, desi, in
etapele anterioare, aceeasi amorsa s-a dovedit perfect viabila in cadrul varietdfii Red Blond
din generatia parentald. Desi, markerii RAPD pot fi folositi pentru a discrimina specii,
varietdti, secvente sex-specifice, sau alte secvente nucleotidice, se pare cd repetabilitatea
redusa a acestor tehnici intre diferite etape experimentale este principalul inconvenient si
probabil motivul pentru care aceasta tehnicd va fi utilizata tot mai putin pe viitor. Desigur,
markerul sau, mai bine zis, produsul de amplificare prin amorsa numarul 77 din setul de
amorse testate este viabil g1 aplicabil in cazul liniei consangvine din varietatea Red Blond, dar
testarea a zeci de amorse pentru fiecare linie in parte inseamnd risipa de efort, de aceea
utilizarea procedeului bazat pe sex-linkage, dezvoltat de noi in prezentul proiect (CEEX
140/2006) si aflat in curs de brevetare, este indicat, preferat si recomandat de noi pentru
obtinerea unor linii criorezistente de pesti guppy.

Rezultatele inregistrate In urma testarii celor doud populatii, prin doua cai de testare din
punctul de vedere al rezistentei la hipertermie: 1. supunere la crestere treptatd a valorii
temperaturii §i 2. supunere la soc termic, au aratat faptul ca loturile studiate s-au comportat

diferit de cele martor in ambele situatii experimentale (crestere treptata si soc termic). Cu
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ajutorul testului y* s-a putut vedea faptul ci loturile experimentale diferd statistic foarte
semnificativ din punctul de vedere al rezistentei la hipertermie fatd de loturile martor, care
sunt vizibil mai sensibile. Toate aceste rezultate sustin ipoteza colectivului de cercetatori din
Turcia (Karayucel et al 2006), aceeasi gena care conferd indivizilor criorezistenta fiind
implicata si in adaptarea pestilor guppy la hipertermie si, mai mult decat atat, aceasta gena X-
linkata 1si dezvaluie identitatea ca o gena care conferd rezistentd la soc termic, fiind deci
responsabila de codificarea unei HSP (proteina de soc termic = heat shock protein) sau a unei
catene polipeptidice din componenta acesteia. Oricum, valorile obtinute arata clar ca, pe langa
gena majora in cauza, termorezistenta pare sa fie un caracter fenotipic determinat si de alti
factori genetici, fie ei cu implicatii minore, lucru observat si in activitdtile anterioare, atunci
cand pestii au fost tratati prin hipotermie.

Rezultatele deosebite obtinute pana in aceastd etapa sunt deja in curs de brevetare si
acceptate spre publicare in Buletinul OSIM - BOPI 5709/29.05.09. Ele au fost
promovate/facute cunoscute cercetatorilor, acvacultorilor si acvaristilor prin includerea lor in
trei carfi stiintifice si aplicative care au fost diseminate gratuit. Rezultatele anterioare CEEX
140/2006 vor fi reunite cu alte informatii, detinute din proiectul CNCSIS Td 200/2005, cu
rezultatele recente din CEEX 140/2006 si cu rezultate ale echipei de cercetatori de la Bioflux
SRL, care impreund vor constitui obiectul unei noi cereri de brevet inventie. Acestea, vor fi
realizate Tn ultima etapa/faza a proiectului.

Identitatea comuna a genei studiate cu una din HSP-urile care conferd rezistenta la
diferite forme de stres, printre care si la cel termic, face trecerea colectivului nostru spre un alt
proiect de cercetare-dezvoltare, PN II 51-056/2006, in cadrul carora genele de soc termic vor
fi secventiate nucleotidic si identificate din punctul de vedere al secventei de aminoacizi din
cadrul proteinelor codificate. De asemenea, in proiectul mentionat se va studia rolul tipurilor
de proteine HSP, fiecare in parte, la guppy (P. reticulata), crap (Cyprinus carpio) si pastrav
(Oncorhynchus mykiss).

1. Obiectivul etapei IV si activitatile asociate acestuia
Obiectivul fazei de executie este: confirmarea sau infirmarea ipotezei conform careia

gena responsabila de criorezistentd ar fi implicata si in rezistenta indivizilor la

temperaturi ridicate.
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Activitati desfasurate in cadrul fazei de executie:

a) Amplificarea ADN-ului genomic total de la linia criorezistentd cu amorsa numarul 77,
generatoare a benzilor marker identificate in etapa numarul II (activitate comuna cu echipele
de la Universitatea Alexandru loan Cuza — lasi, Universitatea de Stiinte Agricole si Medicina
Veterinara a Banatului — Timigoara, Universitatea de Stiinte Agricole si Medicina Veterinara

din Iasi);

b) Compararea rezultatelor obtinute cu cele anterioare si cu cele asteptate (Universitatea

de Stiinte Agricole si Medicind Veterinara Cluj-Napoca);

c) Expunerea indivizilor anterior analizati la temperaturi controlate in crestere treptata,
compararea rezultatelor cu un lot martor si concluzionarea cu privire la implicarea
aceleiasi gene atat in criorezistenta, cat si in rezistenta la hipertermie (Universitatea de

Stiinte Agricole s1 Medicind Veterinara Cluj-Napoca);

d) Efectuarea unor demersuri manageriale care sa faciliteze in etapa urmatoare
participarea unui IMM (potential partener in viitoarele proiecte pe teme similare) care sa
constientizeze utilitatea cercetarii stiintifice in exploatarea resurselor biologice, care sa poata
fi un viitor cofinantator al cercetarilor finantate din bugetul de stat si care sa fie un potential
valorificator direct al rezultatelor cercetarilor din acest proiect sau al rezultatelor unor

cercetdri care le continud sau se suprapun partial cu acestea (activitate a USAMV Cluj);

e) Efectuarea unor demersuri editoriale, premergatoare celor de valorificare si
diseminare (care vor urma in ultima etapa). S-a pregatit o relatie de cooperare cu un tert care
sa faciliteze diseminarea rezultatelor prin postarea rezultatelor cercetdrii pe un website
stiintific cu specific acvacol, piscicol, guppycol etc, (website care sa implice contactul cu
lumea stiingifica de profil din intreaga lume) (toti partenerii au fost implicai In aceasta

activitate, dar mai cu seama coordonatorul);

f)Activitati de raportare si autoevaluare (efectuate de toti partenerii implicati si care s-au

finalizat la 30 unie 2008).
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2. Introducere

Cercetarile proiectului CEEX 140/2006 au ca specie de studiu pestele guppy (Poecilia
reticulata), specie importanta pentru piscicultura ornamentald (Shaddock 2008), dar si ca
organism model pentru: genetica clasica (Winge 1922, 1927, 1934) sau moleculara (Dreyer et
al 2006), etologie (Houde 1997), ecotoxicologie (Gorman & Breden 2007), ecologie (Hughes
et al 1999), anatomie (Jalabert & Billard 1969), fiziologie animald [mai cu seama pentru
neurologie - procese cognitive (Griffiths & Magurran 1999; Hain & Neff 2007), ochiul
complex si vederea in culori (Hoffmann et al 2007; Weadick & Chang 2007), endocrinologie
(Venkatesh et al 1990, 1991, 1992a, 1992b, 1992c)], embriologie (Martyn et al 2006) si
evolutionism (Lindholm & Breden 2002). Obiectul studiului il reprezinta adaptarea
organismului la conditii de stress, In principal criorezistenta si cu potential de abordare a
termorezistentei, cat si sudierea bazei genetice a acestora la pestii guppy.

Intrucat in anul 2005 cand acest proiect a fost elaborat, in cercetarea stiintifica nationala,
dar chiar si in cea internationald, se punea mare baza pe tehnici moleculare simple si rapide de
tipul RAPD (Bardakci & Skibinski 1999; Ahmed et al 2004; Oroian 2005, 2006), RFLP
(Balteanu 2005) sau, mai apoi, de tipul microsatelifilor (Dragos 2006; Shen et al 2007).
Desigur tehnicile de analiza moleculara au evoluat de atunci si, dintre toate acestea,
secventierea nucleotidicad sau a aminoacizilor ce compun proteinele sunt astdzi cele mai
eficiente, cele mai precise (Popescu 2008) si - de ce sa nu recunoastem — astazi, la indemana
oricarui laborator de biologie molecularda cu experientd, cu dotare corespunzatoare si cu
resurse materiale suficiente. Totusi, proiectul de fatd are menirea, pe langa validarea sau
invalidarea unei tehnici moleculare (cum este RAPD-ul) utilizate cu un anume scop, de a
elabora un program (format din mai multe procedee) de ameliorare a speciei in vederea
aplicarii lui in guppycultura.

Asa cum s-a specificat in planul de realizare al proiectului, in actele aditionale si in
rapoartele anterioare, prezenta faza (IV.2) continua activitatea fazei IV.1 in cadrul careia s-a
realizat, printr-o combinatie de tehnici de extractie, purificare si cuantificare, izolarea ADN la
un numar de 100 indivizi din linia rezistentd la temperaturi scazute, obtinutd in etapele
anterioare ale prezentului proiect. Izolarea lui a fost necesara pentru a retesta markerul,
identificat in fazele incipiente ale proiectului, pe linia criorezistenta si pentru a verifica
largimea utilitatii lui la aceasta specie. Mai amintim cd, anterior, amorsa numarul 77 s-a

demonstrat utila in identificarea indivizilor criorezistenti din varietatea Red Blond, iar
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universalitatea lui in cadrul speciei de pesti Poecilia reticulata ramane inca incertd pana la
testarea markerului pe linia homozigota pentru gena criorezistentei.
Asa cum se poate deduce din enuntul obiectivului, esenta acestei etape este verificarea

tolerantei la hipertermie a lotului criorezistent si compararea rezultatelor cu un lot martor.

3. Descrierea stiintifica si tehnica

Material si metoda

Amplificarile ADN cu amorsa 77 [avand secventa 5 ' d(GGGCAACAGA) 3'] a fost repetata
de 2 ori. Concentratia ADN matrita trebuie sd fie in general, cuprinsd intre 5-500 ng/50 pl

volum de reactie, cu un optim intre 10-50 ng/50 pul volum de reactie. Pentru obtinerea solutiei

de ADN de lucru cu aceastad concentratie, ADN-ul a fost diluat cu TE (Tris HC1- EDTA).

Amestecul de reactie RAPD a avut un volum de 25 pl/tub, cu urmatoarea compozitie:

- 50ng ADN

- 200 uM amestec ANTP (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) (Promega)

- 0,2 uM primer

- 2,5mM MgCl,

- 2,5mM 10 x buffer

- Go Taq DNA Polymerase Green (Promega)

- 2% PVP (Sigma)

- apa bidistilata sterild

Prepararea amestecului de reactie s-a realizat in hota cu flux laminar vertical, in
conditii sterile de lucru. Proba martor (control) contine toate componentele amestecului de

reactie cu exceptia ADN-ului.

Amplificarea probelor s-a realizat in aparatul Thermocycler Palmcycler (cu gradient

de temperatura), programat astfel:

> 3 minute la 95°C — predenaturare, urmata de 45 de cicluri cu urmitorul profil de

temperatura :
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1. 1 minut la 93°C — denaturare
1 minut la 34°C — fixarea amorselor

1 minut la 72°C — extensie

Sl

extensia finald 10 minute la 72°C.

Electoforeza in gel de agaroza. Produsii de amplificare au fost separati prin
electroforeza in gel de agaroza (Promega) 1,4%. Gelurile de agaroza au fost migrate orizontal.
Solutia tampon de electroforeza utilizata a fost Tris-borat 0,5x (TBE). Probele de ADN
amplificate au fost preparate In tampon de incdrcare colorat cu albastru de bromfenol. In
fiecare tub eppendorf s-a adaugat cite 5 pg de colorant. In fiecare godeu al gelului s-au
pipetat cate 12 pl din produsul de amplificare. Unul sau doua godeuri au fost incarcate cu un
marker ADN standard. Sursa de putere, necesara migrarii fragmentelor amplificate, a fost
programata la 70 V (3,5 V/cm), iar durata de migrare a fost de 2,30 ore. Gelurile au fost
colorate dupa migrarea benzilor in cdmp electric. Astfel, dupa migrare, gelul a fost imersat in
150 ml 0,5x TBE la care s-a adiugat o solutie de bromura de etidiu 0,5 pg/ml. in aceasti

solutie gelul a fost menginut pe o platforma agitatoare, un timp de 20 de minute.

Preluarea imaginilor. Bromura de etidiu isi pierde relativ repede fluorescenta in UV,
astfel ca gelurile impregnate cu acest marker nu se pot pastra; fotografierea gelului expus la
UV se face imediat dupa migrare. Vizualizarea produsilor de amplificare s-a realizat in
lumind UV transmisd, imaginea gelurilor fiind preluatd cu un sistem de fotodocumentare

Viber-Lourmant.

Compararea rezultatelor cu cele obtinute in etapa II. Fotografiile gelurilor au fost
analizate direct (macroscopic/ocular), intrucat nu existau rezultate care sa necesite analiza lor

cu ajutorul unor softuri speciale.

Expunerea indivizilor criorezistenti la hipertermie. Managementul cercetarii
stiintifice si programul de cercetare al prezentului proiect a finut cont de reglementarile
actuale privitoare la deontologia cercetarii stiinfifice si de normele de bioetica (Pop & Mag
2005; Pisoschi & Ardelean 2008), chiar daca pestii nu sunt vertebrate superioare constiente de
propria lor existentd, asa cum sunt unele mamifere. S-a evitat, pe cat s-a putut, supunerea
pestilor la suferin{d exagerata ca intensitate sau prelungita ca durata. Hipertermia s-a aplicat
unui numar minim posibil de indivizi, dar care sd asigure statistic rezultatele stiinfifice si pe o

duratd de timp bine calculata, pentru a se evita chinurile prelugite sau decimarea efectivelor.

73



Indivizii a caror stare de sandtate a fost afectatd ireversibil au fost sacrificati prin decapitare,

dupa ce 1n prealabil au fost anesteziati cu solutie de tricaina 0,05%.

In vederea testarii rezistentei la hipertermie a liniei criorezistente de guppy creeate, s-au
luat spre comparare doud populatii distincte, dar asemanatoare din punct de vedere coloristic,
ca forma si ca origini, ambele fiind rezultatul metisarii dintre varietatile de guppy Red Blond
(75%) s1 Half-Black Black (25%). Diferenta principala dintre cele doud populatii a fost aceea
ca: cea din care s-au recoltat randomic loturile martor nu a fost ameliorata prin selectie la
locusul criorezistentei. Populatia criorezistenta din biobaza USAMYV este homozigota la acest
locus, fapt reusit in etapele anterioare datoritd linkajului genei criorezistentei cu o gena
marker, de culoare - Ni 1l (Nigrocaudatus 11). Lotul martor a fost recoltat randomic de la
Acvariul USAMV dintre indivizii cu colorit de tip sdlbatic, rezultafi in urma segregarii

mendeliene dupa 2 generatii a metisilor descendenti din Red Blond si Half-Black Black.

Experimentul in sine a durat un numar de 19 zile si s-a bazat atat pe cresterea treptatd a
temperaturii, cat si pe tratamente aplicate sub forma de soc termic. Numarul indivizilor pe
fiecare lot testat a fost de 30 (15 masculi si 15 femele), fiecare dintre acestia fiind in prealabil
acomodati la 28°C. Intre fiecare doud etape de testare s-a pastrat un interval de doui zile de
pauza, la 28°C, pentru a se putea utiliza acelasi lot experimental in fiecare etapa de testare
panad la aparitia primelor pierderi de efectiv, cand din fiecare lot (atat din cel experimental cat
si din cel martor) s-a eliminat un numar egal de indivizi si s-a completat cu indivizi noi din
acelasi sex. Diferentele de temperaturd dintre valoarea de inceput a tratamentului termic (28
°C) si cea de final a tratamentului au fost reduse in primele faze experimentale (32-28=4°C),
iar acestea au crescut treptat (34-28=6°C, 36-28=8°C, 38-28=10°C, 40-28=12°C, 41-28=13°C
si respectiv 42-28=14°C in ultima faza de testare), pentru a se putea identifica valorile minime
de diferentd ale temperaturii care pot conferi raspunsul dorit la problema ridicatd de
activitatea propusd si atingerea obiectivului. Acest program de testare s-a aplicat in doua
variante: prin crestere treptata si prin soc termic. In cazul testarii prin soc termic, s-a recurs la
transvazare dintr-un bazin experimental in altul, ambele bazine cu apa fiind termostatate
(£1°C eroare). In cazul testarii prin crestere controlati a temperaturii, s-a recurs la ridicarea
valorii temperaturii de la 28°C pana la 32, 34, 36, 38, 40, 41 sau 42°C intr-un interval de 60-
200 minute, pestii fiind pastrati la valoarea finala aproximativ 10 minute. In aceasti, a doua,
variantd experimentald, pe langd bazinele de tratament §i instalatia de termostatare (+1°C

eroare), s-a utilizat un data logger Dickson HT 100 cu soft special, conectabil la computer,
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care a permis monitorizarea valorii temperaturii apei prin intregistrarea ei la fiecare 30
secunde si intocmirea unui grafic de evolutie a acesteia (figura 1). Instrumentele si
echipamentele folosite in cadrul experimentelor au fost: 8 bazine de crestere (400 litri), 20
bacuri de tratament (50 litri) 30 incdlzitoare termostatate (50-200 W), 10 termometre de
minim $i maxim, 10 termometre de precizie, 1 termometru pentru analiza temperaturii apei, 2
termometre de camera, 20 bacuri de sticld - pentru transvazarea, acomodarea termica si
reanimarea indivizilor afectafi, container biohazard, pH-metru si multimetru pentru
monitorizarea parametrilor fizico-chimeci ai apei bazinelor, 20 filtre interioare pentru acvarii, 1
compresor pentru aerare si un sistem de dehumidificare a aerului din laborator pentru
protectia aparaturii si echipamentelor impotriva coroziunii, a starii de sanatate a personalului

de cercetare si a peretilor laboratorului.

Rezultate si discutii

In urma fotografierii gelurilor si tiparirii materialelor, s-a efectuat o examinare oculari a
acestora. Analiza lor atentd aratd clar ineficacitatea distingerii indivizilor criorezistenti (7-
106) de cei normali (1-6) prin amplificarea unor fragmente cu amorsa numarul 77 in functie
de benzile migrate in gel (figura 2). De fapt, corelatiile par mai degraba a fi asociate cu setul
de indivizi pe care s-a lucrat simultan (1-14, 15-23, 24-36, 37-45, 46-55, 56-66, 67-77, 78-88,
89-93, 94-106) decat cu o anume categorie fenotipica, desi, in etapele anterioare, aceeasi
amorsd s-a dovedit perfect viabild in cadrul varietdfii Red Blond din generatia parentala.
Acest lucru este atit de vizibil incit nu se impune analiza statistica a gelurilor prin softuri
speciale. Desi, markerii RAPD pot fi folositi pentru a discrimina specii, varietdfi, secvente
sex-specifice sau alte secvente nucleotidice, se pare ca repetabilitatea redusa a acestor tehnici
intre diferite etape experimentale este principalul inconvenient si probabil motivul pentru care
aceastd tehnica va fi utilizata tot mai putin pe viitor. Desigur, markerul sau, mai bine zis,
produsul de amplificare prin amorsa numarul 77 din setul de amorse testate este viabil si
aplicabil in cazul liniei consangvine din varietatea Red Blond, dar testarea a zeci de amorse
pentru fiecare linie in parte inseamna risipa de efort, de aceea utilizarea procedeului bazat pe
sex-linkage, dezvoltat de noi in prezentul proiect si aflat in curs de brevetare, este indicat,

preferat si recomandat de noi pentru obfinerea unor linii criorezistente de pesti guppy.
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Figura 1. Grafic intocmit cu ajutorul Data-logger-ului Dickson HT 100 cu soft special, care

indica evolutfia temperaturii in timpul unei etape de testare.
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Figura 2. Gelurile cu benzile de migrare a fragmentelor amplificate cu amorsa 77 in cazul
indivizilor criorezistenti (7-106) si normali (1-6); L (marker etalon); figura se continud pe

paginile urmatoare.
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Figura 2. Gelurile cu benzile de migrare a fragmentelor amplificate cu amorsa 77 in cazul

indivizilor criorezistenti (7-106) si normali (1-6); L (marker etalon); continuare.
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Figura 2. Gelurile cu benzile de migrare a fragmentelor amplificate cu amorsa 77 in cazul

indivizilor criorezistenti (7-106) si normali (1-6); L (marker etalon); continuare.
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Figura 2. Gelurile cu benzile de migrare a fragmentelor amplificate cu amorsa 77 in cazul

indivizilor criorezistenti (7-106) si normali (1-6); L (marker etalon); continuare.



Rezultatele inregistrate in urma testarii celor doud populatii, prin cele doua cai de
testare din punctul de vedere al rezistentei la hipertermie: 1. supunere la crestere treptatda a
valorii temperaturii $i 2. supunere la soc termic, au fost incluse intr-un tabel in vederea

analizei ulterioare din punct de vedere statistic (tabelele 1 si 2).

Tabelul 1
Tabelul cu evidenta testarii liniei criorezistente de guppy la hipertermie
prin cresterea treptata a valorii temperaturii
Ziua Nr. indivizi testati Intervalul Indivizi grav afectati  Indivizi pierduti

nr. temperaturii  comportamental §i

Criorezistenti Martor de testare  fiziologic

Criorezistenti Martor Criorezistenfi Martor

1 30 30 28-32°C 0 0 0 0
4 30 30 28-34°C 0 0 0 0
7 30 30 28-36°C 0 0 0 0
10 30 30 28-38°C 0 2 0 0
13 30 30 28-40°C 1 5 0 0
16 30 30 28-41°C 1 6 0 1
19 30 30 28-42°C 2 9 0 3
Tabelul 2

Tabelul cu evidenta testarii liniei criorezistente de guppy la hipertermie

prin supunere la soc termic

Ziua Nr. indivizi testati Intervalul Indivizi grav afectati  Indivizi pierduti

nr. temperaturii  comportamental §i

Criorezistenti Martor de testare  fiziologic

Criorezistenti Martor Criorezistenfi Martor

2 30 30 28-32°C 0 0 0 0
5 30 30 28-34°C 0 1 0 0
8 30 30 28-36°C 0 2 0 0
11 30 30 28-38°C 1 5 0 1
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Se pot observa, din rezultatele prezentate in tabelele 1 si 2, faptul ca loturile studiate s-
au comportat diferit de cele martor in ambele situatii experimentale (crestere treptatd si soc
termic). Acolo unde valorile observate au fost diferite de 0 si analiza statistica a fost posibila,
s-a aplicat testul y* (a se vedea in tabelul 3) pentru compararea valorilor observate
experimental (loturi criorezistente expuse la hipertermie) cu cele asteptate (loturile martor
expuse la hipertermie in aceleasi conditii). Cu ajutorul acestui model de calcul statistic s-a
putut vedea faptul ca loturile experimentale difera statistic foarte semnificativ din punctul de

vedere al rezistentei la hipertermie fata de loturile martor care sunt vizibil mai sensibile.

Tabelul 3
Tabel de calcul a valorilor ¥ si a semnificatiei lui
Fenotipuri  Valori Valori  Deviatia & &/, X P si
obsevate asteptate  (d) sau semnificatia
(o) (fa) (fo-fa)
S40cl 3,3333 16,6667 -13,3334 177,7796 161,1129 )y P>>0,001
R40cl 96,6667 83,3333 13,3334 177,7796 94,4463 255,5592 ok
S41cl 3,3333 20,0000 -16,6667 277,7789 13,8889 > P>>0,001
R41cl 96,6667 80,0000 16,6667 277,7789  3,4722 17,3611 ok
S42cl 06,6667 30,0000 -23,3333 544,4429 18,1481 ) P>>0,001
R42cl 93,3333 70,0000 23,3333 544,4429  7,7778 25,9259 ok
S38cl 3,3333 16,6667 -13,3334 177,7796 161,1129 ) P>>0,001

R38cl 96,6667 83,3333 13,3334 177,7796 94,4463  255,5592 ok

Explicatiile aferente abrevierilor din tabel:

S40cl — Sensibili la 40°C prin crestere lenta a temperaturii;
R40cl - Rezistenti la 40°C prin crestere lenta a temperaturii;
S41cl— Sensibili la 41°C prin crestere lentd a temperaturii,
R41cl - Rezistenti la 41°C prin crestere lenta a temperaturii;
S42cl — Sensibili la 42°C prin crestere lentd a temperaturii,
R42cl - Rezistenti la 42°C prin crestere lenta a temperaturii;
S38cl — Sensibili la 38°C prin soc termic;

R38cl - Rezistenti la 38°C prin soc termic;

*#* _ Diferentd foarte semnificativa.
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Toate aceste rezultate sustin ipoteza colectivului de cercetdtori din Turcia (Karayucel et
al 2006), aceeasi genad care confera indivizilor criorezistenfa fiind implicatd si in adaptarea
pestilor guppy la hipertermie si, mai mult decat atat, aceasta gena X-linkatd isi dezvaluie
identitatea ca o gena care conferd rezistentd la soc termic, fiind deci responsabila de
codificarea unei HSP (proteind de soc termic = heat shock protein) sau a unei catene
polipeptidice din componenta acesteia. Oricum, valorile obtinute arata clar ca, pe langa gena
majord in cauza, termorezistenta pare sa fie un caracter fenotipic determinat si de alfi factori
genetici, fie ei cu implicatii minore, lucru observat §i in activitatile anterioare, atunci cand

pestii au fost tratati prin hipotermie.

4. Perspective

Rezultatele deosebite obtinute pana in aceastd etapa sunt deja in curs de brevetare si
acceptate spre publicare in Buletinul OSIM - BOPI 5709/29.05.09 (a se vedea anexele 1-4).
Ele au fost promovate/facute cunoscute cercetatorilor si acvaristilor prin includerea lor in trei
carti stiintifice si aplicative (Petrescu-Mag 2007abc) care au fost diseminate gratuit pe scara
largd. Rezultatele anterioare din proiectul CEEX 140/2006 vor fi reunite cu alte informatii,
detinute din proiectul CNCSIS Td 200/2005, cu rezultatele recente din CEEX 140/2006 si cu
rezultate ale echipei de cercetatori de la SC Bioflux SRL (firma privata cu activitate
principald de cercetare-dezvoltare-inovare), care impreund vor constitui obiectul unei noi
cereri de brevet inventie OSIM.

Identitatea comuna a genei studiate cu una din proteinele de HSP care confera rezistenta
la diferite forme de stres, printre care si la cel termic, face trecerea colectivului nostru spre un
alt proiect de cercetare-dezvoltare, PN II 51-056/2006, in cadrul caruia genele de soc termic
vor fi secventiate nucleotidic, iar proteinele studiate din punctul de vedere al secventei de
aminoacizi. De asemenea, in proiectul de continuare a cercetarilor, 51-056, se va studia rolul
tipurilor de proteine HSP, fiecare in parte, la guppy, crap si pastrav (Parteneri: Universitatea
Babes-Bolyai Cluj-Napoca si Universitatea Alexandru loan Cuza din lasi).

Studierea calitatii liniilor de pesti din punctul de vedere al rezistentei, productivitatii, a
valorii estetice si economice a fost propusa spre continuare, prin hibridare interspecifica, in
cadrul proiectului PN II 2732/2008 (coordonator UBB Cluj), in cadrul caruia s-au constituit
noi parteneriate ale USAMYV Cluj cu universitati precum Universitatea de Stiinte Agronomice

si Medicina Veterinard Bucuresti s1 Universitatea “Dunarea de Jos” Galati s1 o firma privata
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cu activitate in piscicultura (care cofinanteaza activitatile si valorifica rezultatele cercetarii in
cazul finantarii lor — firma SC 3M AGC SRL). Proiectul a fost evaluat sub punctajul de
finantare.

Oricum, Universitatea de Stiinte Agricole si Medicina Veterinara Cluj-Napoca, isi
continud activitatea de cercetare in domeniul acvacol prin proiectul PN II, ctr. nr. 52-
150/2008, cu titlul ,,Dezvoltarea acvaculturii organice a salmonidelor in sisteme recirculante
biosecurizate” in colaborare cu Univeristatea Dunarea de Jos Galati, Institutul de Cercetari si
Amenajari Silvice din Bucuresti, Institutul de Cercetare - Dezvoltare pentru Ecologie
Acvatica, Pescuit si Acvaculturd din Galati, Centrul de Cercetare-Dezvoltare pentru
Pisciculturd — Nucet, unde va aplica si valorifica printre altele si experienta acumulata prin

prezentul proiect.
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Anexa 1

OFICIUL DE STAT PENTRU INVENTII S| MARCI

Strada lon Ghica nr.5, Sector 3, Bucuresti - Cod 030044 - ROMANIA
Telefon: 315.19.65, 315.19.66, 314.59.65; 314.59.66.
Telefon Director: 315.90.66 ; BN |
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OSIM|

Catre,

UNIVERSITATEA DE STIINTE AGRICOLE $I MEDICINA
VETERINARA DIN CLUJ-NAPOCA, CLUJ-NAPOCA, CALEA
MANASTUR NR.3-5, COD 400372, RO

NOTIFICARE

Va transmitem in anexa rezumatul inventiei(ilor) care face (fac) obiectul(ele) cererii de
brevet de inventie nra 2007 00775, cu data de depozit din 09.11.2007, si cu titlul PROCEDEU
BIOTEHNOLOGIC DE CRESTERE A DIMENSIUNILOR CORPORALE LA MASCULII
SPECIEIDE PESTIORNAMENTALI GUPPY (POECILIA RETICULATA), reformulat de catre
OSIM, care urmeaza sa fie publicat in Buletinul Oficial de Proprietate Industriala-Sectiunea
Inventii Nr.5 din 29.05.2009, conform art.23 " alin.1 sau alin.2; descrierea, revendicarile si,
daca este cazul, desenele sunt puse la dispozitia publicului la sediul OSIM incepand cu data
de 29.05.2009.

Va rugam sa il consultati si, in cazul in care sunteti de acord cu continutul si forma de redactare
propuse, sa il semnati si sa-l transmiteti la OSIM in termen de 30 de zile de la data prezentei sau, in
caz contrar, sa ne trimiteti in acelasi termen rezumatul cu continutul care doriti sa fie facut public.

In situatia Tn care nu se primeste raspuns in termenul acordat sau daca notificarea este
returnata la OSIM, rezumatul se va publica in forma propusa de OSIM.

.
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Anexa: 1 fila rezumat

* Legea nr. 64/1991 republicata in temeiul art.1ll din Legea nr.203/2002 pentru modificarea si completarea Legii nr.64/1991 privind brevetele
de inventie, publicata in Monitorul Oficial al Romaniei, Partea 1, nr.340 din 22 mai 2002, dandu-se textelor o noud numerotare.

** Legea nr.381/2005 pentru modificarea si completarea Ordonantei Guvernului nr.41/1998 privind taxele in domeniul protectiei proprietatii
industriale si regimul de utilizare a acestora.
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Anexa 2a

(19) OFICIUL DE STAT (51) Int.Cl.
PENTRU INVENTII §I MARCI C07G 15/00 (2006.01)
ROMANIA : A23K 1/165 (2006.01)

A01K 61/00 (2006.01);

(12) CERERE DE BREVET DE INVENTIE

Cu incepere de la data publicdrii cererii de brevet, cererea asigura, Tn mod provizoriu, solicitantului,
protectia conferita potrivit dispozitiilor art.33 din Legea nr.64/1991 republicata in temeiui art.lll din
Legea nr.203/2002, cu exceptia cazurilor in care cererea de brevet de inventie a fost respinsa, retrasa
sau consideraté ca fiind retrasa. intinderea protectiei conferite de cererea de brevet de inventie este
determinata de revendicarile continute in cererea publicata in conformitate cu art.23.

(21) Nr. cerere: a 2007 00775 (61) Perfﬁctionare la brevet:
r.
(22) Data de depozit: 09.11.2007 (62) Di"i;?té din cererea:

(30) Prioritate: (86) Cerere internationald PCT:

(66) Prioritate interna: Bl

(87) Publicare internationala:

(41) Data publicdrii cererii: gﬂp / 57 Oﬁ Nr.
99 .0509

(71) Solicitant: UNIVERSITATEA DE STIINTE AGRICOLE S| MEDICINA VETERINARA DIN
CLUJ-NAPOCA, CALEA MANASTUR NR.3-5, COD 400372, CLUJ-NAPOCA,
JUDETUL CLUJ, RO

(72) Inventatori: PETRESCU-MAG IOAN VALENTIN, STR.CEAHLAU NR.54,
CLUJ-NAPOCA, JUDETUL CLUJ, RO; BUD IOAN, STR.MOGOSOAIA
NR.7, SC.5, AP.45, CLUJ-NAPOCA, JUDETUL CLUJ, RO;
PETRESCU-MAG RUXANDRA MALINA, STR.CEAHLAU NR.54,
CLUJ-NAPOCA, JUDETUL CLUJ, RO; PAMFIL DORU, STR.BISERICII
ORTODOXE NR.12, CLUJ-NAPOCA, JUDETUL CLUJ, RO; GORGAN
DRAGOS LUCIAN, STR.ANA IPATESCU NR.6, BL.A14, SC.D, AP.78,
PIATRA NEAMT, JUDETUL NEAMT, RO; PASARIN BENONE, ALEEA
MIHAIL SADOVEANU NR.8, IASI, JUDETUL IAS!, RO; STEFAN REKA,
STR.POET GRIGORE ALEXANDRESCU NR.17, BL.T3, AP.9,

S O e . CLUJ-NAPOCA, JUDETUL CLUJ, RO B o

(74) Mandatar:

(54) PROCEDEU BIOTEHNOLOGIC DE CRESTERE A DIMENSIUNILOR
CORPORALE LA MASCULII SPECIEI DE PESTI ORNAMENTALI GUPPY
(POECILIA RETICULATA)

(57) Rezumat: Inventia se refera la un procedeu pentru cresterea dimensiunilor corporale la
masculii speciei de pesti ornamentali guppy (Poecilia reticulata) prin utilizarea valeratului
de estradiol ca hormon fertilizant. Loturile de masculi corpolenti din specia Poecilia reticulata
obtinute prin procedeul conform inventiei au dimensiuni corporale care le depasesc cu
20...40% pe cele ale masculilor din loturile martor, netratate hormonal, in primele 2...3 luni
de viata se dezvoltd morfologic macroscopic asemenea femelelor, iar momentul diferentierii
sexuale, mai precis colorarea intensa, aparitia gonopodium-ului si comportamentului de
curtare pot fi hotarate de crescator, acestea trei din urma manifestandu-se la masculii tratati
in circa 8...20 de zile de la incetarea tratamentului hormonal, indiferent de varietatea sau linia

UTILIZATOR= (8914}, intrare CS: 21.02.2008 ora:10:37:35 prelucrare WP: 21 February 2008
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Anexa 2b

lor incep a se diferentia sexual la varste ontogenice tarzii, adica la 2,5...3,5 luni, fapt care
permite dezvoltarea unei jumatati posterioare a corpului si a unui peduncul caudal robust,
specific femelelor, cu 30...40% mai groase decét in cazul loturilor netratate hormonal.

Revendicari: 4
Figuri: 1

UTILIZATOR= (8914), intrare CS: 21.02.2008 ora: 10:37:35 prelucrare WP: 21 February 2008
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Anexa 3

OFICIUL DE STAT PENTRU INVENTII S| MARCI

Strada lon Ghica nr.5, Sector 3, Bucuresti - Cod 030044 - ROMANIA
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UNIVERSITATEA DE STIINTE AGRICOLE S| MEDICINA
VETERINARA DIN CLUJ-NAPOCA, CLUJ-NAPOCA, CALEA
MANASTUR NR.3-5, COD 400372, RO

NOTIFICARE

Va transmitem in anexa rezumatul inventiei(ilor) care face (fac) obiectul(ele) cererii de
brevet de inventie nra 2007 00774, cu data de depozit din 09.11.2007, si cu tittul PROCEDEU
DE OBTINERE A UNEI LINIl CRIOREZISTENTE DE PESTI ORNAMENTALI GUPPY(
POECILIA RETICULATA) CU APLICABILITATE iN GUPPYCULTURA , reformulat de citre

OSIM, care urmeaza sa fie publicat in Buletinul Oficial de Proprietate Industriala-Sectiunea
Inventii Nr. 5 din 29.05.2009, conform art.23 " alin.1 sau alin.2; descrierea, revendicarile i,
daca este cazul, desenele sunt puse la dispozitia publicului la sediul OSIM incepand cu data

de 29.05.2009.

Varugam sa il consultati si, in cazul in care sunteti de acord cu continutul si forma de redactare
propuse, s il semnati si sa-l transmiteti la OSIM in termen de 30 de zile de la data prezentei sau, in
caz contrar, sa ne trimiteti in acelasi termen rezumatul cu continutul care doriti sa fie facut public.

in situatia in care nu se primeste raspuns in termenul acordat sau daca notificarea este
returnata la OSIM, rezumatul se va publica in forma propusa de OSIM.

SEF SERVlG[U EXAMINARE . PRELlMlNARA EXAMINATOR,
’rng Pordea Viorel NITA IULIA MADALINA

SERIE 10 ‘
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T ROANIA,

Anexa: 1 fila rezumat

\

* Legea nr. 64/1991 republicata in temeiul art.)ll din Legea nr.203/2002 pentru modificarea si completarea Legii nr.64/1991 privind brevetele
de inventie, publicata in Monitorul Oficial al Romaniei, Partea |, nr.340 din 22 mai 2002, dandu-se textelor o noud numerotare.

** Legea nr.381/2005 pentru modificarea gi completarea Ordonantei Guvernului nr.41/1998 privind taxele in domeniul protectiei proprietatii
industriale si regimul de utilizare a acestora. -

\
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(19) OFICIUL DE STAT (51) Int.CL.
PENTRU INVENTII $| MARCI C07G 15/00 (2006.01)
ROMANIA . A01K 67/00 (2006.01)

A61D 19/00 (2006.01),

(12) CERERE DE BREVET DE INVENTIE

Cu incepere de la data publicarii cererii de brevet, cererea asigura, in mod provizoriu, solicitantului,
protectia conferita potrivit dispozitiilor art.33 din Legea nr.64/1991 republicata in temeiul art.lfl din
Legea nr.203/2002, cu exceptia cazurilor in care cererea de brevet de inventie a fost respinsa, retrasa
sau considerata ca fiind retrasa. intinderea protectiei conferite de cererea de brevet de inventie este
determinata de revendicérile continute in cererea publicata in conformitate cu art.23.

(21) Nr. cerere: a 2007 00774 (61) Perf;cgionare la brevet:
r.

(22) Data de depozit: 09.11.2007 P——
(30) Prioritate: Nr.

(66) Prioritate interna: (86) Cerere internationala PCT:

Nr.
(41) Data publicarii cererii: /BO(P ) 5705 (87) Publicare internationala:
9.05 % HE.

(71) Solicitant: UNIVERSITATEA DE STIINTE AGRICOLE Sl MEDICINA VETERINARA DIN
CLUJ-NAPOCA, CALEA MANASTUR NR.3-5, COD 400372, CLUJ-NAPOCA,
JUDETUL CLUJ, RO

(72) Inventatori: PETRESCU-MAG IOAN VALENTIN, STR.CEAHLAU NR.54,
CLUJ-NAPOCA, JUDETUL CLUJ, RO; BUD I0AN, STR.MOGOSOAIA
NR.7, SC.5, AP.45, CLUJ-NAPOCA, JUDETUL CLUJ, RO;
PETRESCU-MAG RUXANDRA MALINA, STR.CEAHLAU NR.54,
CLUJ-NAPOCA, JUDETUL CLUJ, RO; SISEA CRISTIAN, STR.LUPTEI
NR.29, SIBIU, JUDETUL SIBIU, RO; BURA MARIAN,
STR.CIRCUMVALATIUNII NR.28, AP.18, TIMISOARA, JUDETUL TIMIS,
RO; GROZEA ADRIAN, ALEEA BAGHETEI NR.7, BL.A8, SC.B, AP.3,
TIMISOARA, JUDETUL TIMIG, RO; BOTHA MIKLOS, STR. MEHEDINTI
NR.47-49, AP.14, SC.1, CLUJ- NAPOCA JUDETUL CLUJ, RO; CO$IER

-==== VIORICA, STR.IEZER NR.4, BL.L3, AP.21, CLUJ-NAPOCA, JUDETUL

CLUJ, RO

(74) Mandatar:

(54) PROCEDEU DE OBTINERE A UNEI LINII CRIOREZISTENTE DE PESTI
ORNAMENTALI GUPPY(POECILIA RETICULATA) CU APLICABILITATE iN
GUPPYCULTURA

(57) Rezumat: Inventia se refera la un procedeu de obtinere a unei linii criorezistente de pesti
ornamentali guppy (Poecilia reticulata), aceasta specie de peste fiind utila in crescatoriile
de pesti ornamentali pentru reducerea costurilor de crestere si intretinere a stocurilor cu
destinatie acvariofila. Femelele criorezistente de pesti guppy obtinute prin procedeul conform
inventiei ating dimensiunea de vanzare de 2,5...3,0 cm SL la varsta de 65...67 zile daca sunt
crescute la 17...19°C, supravietuiesc cateva ore la 10...12°C, cateva zile la 14...16 zile si sunt
tolerante la variatia temperaturii, iar masculii criorezistenti hemizigoti de pesti guppy obtinuti
prin acelasi procedeu ating dimensiunea de vanzare de 1,8...2,0 cm SL la varsta de 65...67

UTILIZATOR-- (8914), intrare CS: 21.02.2008 ora: 10:37:35 prelucrare WP: 21 February 2008
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Anexa 4b

zile daca sunt crescuti la 17...19°C, supravietuiesc cateva ore la 10...12°C, cateva zile la
14...16° si sunt toleranti la variatia temperaturii, linia de pesti guppy formata din aceste femele
si masculi pot da nastere unei descendente criorezistente pure din punct de vedere genetic.

Revendicari: 3
Figuri: 1

UTILIZATOR= (8914), intrare CS: 21.02.2008 ora:10:37:35 prelucrare WP: 21 February 2008
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5. Concluzii

In urma fotografierii gelurilor de migrare a ADN si a tiparirii lor, s-a efectuat o
examinare atentd a acestora, deducandu-se ineficacitatea distingerii indivizilor criorezistenti
de cei normali in functie de benzile migrate in gel prin amplificarea unor fragmente cu amorsa
numarul 77. Corelatiile dintre benzi par mai degraba a fi asociate cu setul de indivizi pe care
s-a lucrat simultan decat cu o anume categorie fenotipica, desi, in etapele anterioare, aceeasi
amorsa s-a dovedit perfect viabila in cadrul varietatii Red Blond din generatia parentald. Cu
toate ca markerii RAPD pot fi folositi pentru a discrimina specii, varietati, secvente sex-
specifice, sau alte secvente nucleotidice, se pare ca repetabilitatea redusa a acestor tehnici
intre diferite etape experimentale este principalul inconvenient si probabil motivul pentru care
aceastd tehnica va fi utilizata tot mai putin pe viitor. Desigur, markerul sau, mai bine zis,
produsul de amplificare prin amorsa numarul 77 din setul de amorse testate este viabil si
aplicabil in cazul liniei consangvine din varietatea Red Blond, dar testarea a zeci de amorse
pentru fiecare linie in parte inseamna risipa de efort, de aceea utilizarea procedeului bazat pe
sex-linkage, dezvoltat de noi in prezentul proiect (CEEX 140/2006) si aflat in curs de
brevetare, este indicat, preferat si recomandat de noi pentru obtinerea unor linii criorezistente
de pesti guppy.

Rezultatele inregistrate in urma testarii celor doua populatii, prin cele doua cai de testare
din punctul de vedere al rezistentei la hipertermie: 1. supunere la crestere treptatd a valorii
temperaturii §i 2. supunere la soc termic, au aratat faptul ca loturile studiate s-au comportat
diferit comparative cu cele martor in ambele situatii experimentale. Cu ajutorul testului
statistic y s-a putut constata faptul ci loturile experimentale difera statistic foarte semnificativ
din punctul de vedere al rezistentei la hipertermie fatd de loturile martor, loturi martor care
sunt vizibil mai sensibile. Toate aceste rezultate sustin ipoteza colectivului Karayiicel et al
(2006), aceeasi gend care confera indivizilor criorezistenfa fiind implicata totodata si in
adaptarea pestilor guppy la hipertermie si, mai mult decat atat, aceastd genda X-linkata isi
dezvaluie identitatea ca o gend care confera rezistentd la soc termic, fiind deci responsabila de
codificarea unei HSP (proteind de soc termic = heat shock protein) sau a unei catene
polipeptidice din componenta acesteia. Oricum, valorile obtinute arata clar ca, pe langa gena
majord in cauza, termorezistenta pare sa fie un caracter fenotipic determinat si de alfi factori
genetici, fie ei cu implicatii minore, lucru observat §i in activitatile anterioare, atunci cand

pestii au fost tratati prin hipotermie.
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Rezultatele deosebite obtinute pana in aceastd etapa sunt deja in curs de brevetare si
acceptate spre publicare in Buletinul OSIM - BOPI 5709/29.05.09. Ele au fost promovate prin
includerea lor in trei carti stiingifice si practice care au fost diseminate gratuit publicului
interesat (cercetatori, acvaristi, acvacultori).

Identitatea comuna a genei studiate cu una din HSP-urile care conferd rezistenta la
diferite forme de stres, printre care si la cel termic, face trecerea colectivului nostru spre un alt
proiect de cercetare-dezvoltare, PN II 51-056/2006, in cadrul carora genele de soc termic vor
fi secventiate nucleotidic si din punct de vedere a secventei de aminoacizi din cadrul
proteinelor codificate. De asemenea, in proiectul 51-056, se va studia rolul diferitelor tipuri de
proteine HSP la trei specii de pesti: Poecilia reticulata, Cyprinus carpio si Oncorhynchus

mykiss.
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ETAPA 'V

Rezumat

Ultima faza a proiectului CEEX 140/2006 este una de diseminare si valorificare a rezultatelor
cercetdrii si de evaluare a produselor si tehnologiilor. Diseminarea s-a facut prin publicarea de articole
stiintifice in reviste, participare activa la simpozion si prin prezenta carte. Valorificarea/protejarea

informatiilor s-a facut prin brevetarea procedeului tehnologic.
1. Obiectivele ultimei faze a proiectului

Acestea se refera la brevetarea rezultatelor cercetarii si diseminarea lor sub forma de carte

stiintifica (plus alte forme de valorificare sau diseminare).
2. Brevetarea

In perioada iunie-septembrie 2008 a fost elaborati cea de-a treia cerere de brevet inventie, ea
fiind inregistrata la OSIM la data de 14.10.2008 cu numarul A/00814. Aflat sub incidenta dreptului de

proprietate intelectuald, el poate fi si este acum descris aici in extenso (a se vedea Anexa 1).
3. Diseminarea rezultatelor in cadrul unor simpozioane stiintifice

Desi, o astfel de diseminare s-a efectuat dupa aproape fiecare faza de executie (de doua ori, in
cadrul unor manifestari stiintifice nationale organizate de catre Centrul National de Management
Programe), in aceastd ultima etapa rezultatele au fost prezentate si In cadrul unui simpozion de stiinta
mediului, unde, de asemenea, si-au gasit aplicabilitatea. Lucrarea s-a intitulat ,,Pestii de laborator si
poluarea apei. Linkajul sexual si expresia genelor de culoare — elemente importante pentru
detectia disruptorilor endocrini” s1 a fost prezentatd in cadrul simpozionului national cu
participare internationald: ,,Contribugii stiintifice in tehnologii si echipamente pentru
evaluarea si protectia mediului”, in septembrie, 2008 (a se vedea Anexa 2). Articolul are ca si
contribufii originale utilizarea linkajului sexual si pune accent pe crearea de loturi de pesti
caracterizate printr-o serie de elemente de culoare care fac mai usoara cuantificarea nivelului
de disruptori endocrini din apa. Elementele originale au fost elaborate gratie studiilor genetice
la guppy, finantate de catre ANCS prin CEEX-Biotech 140/2006 si adaptate pentru

monitorizarea apei de catre SC Bioflux SRL. O parte din aceste proiecte tehnologice se afla
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sub incidenta dreptului de proprietate intelectuald si apartin in exclusivitate Universitatii de
Stiinte Agricole si Medicind Veterinara Cluj-Napoca (ca titular), dar apartin totodata unor

participanti in proiect de la UAIC Iasi, USAMVB Timisoara si USAMYV lasi (ca autori).

4. Diseminarea rezultatelor sub forma de articole stiintifice

In aceasta ultima etapa, s-au publicat trei articole stiintifice care inglobeaza partial sau integral
anumite rezultate stiintifice obtinute prin activitatile desfasurate in cadrul proiectului CEEX 140/2006.
Doua articole s-au publicat intr-o revista de impact international prin intermediul Editurii Bioflux si a
bordului stiintific international al AACL Bioflux, in cadrul caruia consortiul CEEX 140 a constituit
nucleul debutului editorial al revistei Aquaculture, Aquarium, Conservation & Legislation (o
cooperare a cercetatorilor din mai multe zeci de institutii, 15 tari de pe 4 continente).

Jurnalul international mai sus mentionat, AACL Bioflux, publica articole stiintifice din
intreaga lume in limba engleza (abstract in trei limbi diferite), are o aparitie de douad ori pe an,
diseminarea se face preponderent online-gratuit. Indexarea Thomson Reuters - ISI este
obiectivul principal propus de bordul editorial si, avand in vedere raritatea revistelor ISI de
acvacultura si acvaristica in estul Europei si inexistenta vreuneia in Romania, avem toate
sansele sa il atingem. Jurnalul este in prezent indexat in ULRICH’S PERIODICALS
DIRECTORY, SOCOLAR si GOOGLE SCHOLAR, acceptat in bazele de date EBSCO,
SCIRUS si ICAAP. In aceasta revistd, rezultatele cercetarilor efectuate la pestele guppy ar

avea cea mai ridicata vizibilitate internationald (exceptand revistele cu factor de impact).
5. Diseminarea rezultatelor cercetarii sub forma de carte stiintifica

Prezenta carte a fost editatd in vederea coagularii tuturor rezultatelor proiectului CEEX
140/2006. Distributia ei se va face gratuit, in forma printatd dar si online in biblioteca virtuala
a editurii bioflux (www.editura.bioflux.com.ro). Lista completd a cartilor in care au fost

publicate rezultate ale CEEX 140/2006 este redatd mai jos.
6. Aportul diseminarii online cu coduri ISSN si ISBN
Diseminarea online face posibil accesul la informatie din toate colfurile lumii, rapid si

eficient, cu posibilitdti inepuizabile de multiplicare fara costuri deosebite. Pe de alta parte,

publicarea rezultatelor aldturi de alte informaftii stiiintifice de acelasi fel, de interes
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international, in locuri vizitate frecvent de cercetatori, studenti, doctoranzi, cadre universitare
etc accelereazd sau faciliteazd procesul de diseminare a rezultatelor publicate. Publicarea
online poate facilita uneori si incdlcarea drepturilor de proprietate intelectuald (lucru nedorit),
de aceea, pentru recunoasterea lor stiinfifica si pentru identificarea publicatiilor (a datei
publicarii, a autorilor etc), acestora li s-au alocat coduri ISSN si respectiv ISBN. Datele
generale despre proiectul CEEX 140/2006 au fost postate la adresele:
http://www.usamvcluj.ro/CEEX%20140/

http://www.bioflux.com.ro/ro/ceex-140/ si

http://www.bioflux.com.ro/ceex-140/ (in limba engleza).

Ultimele doua adrese vor fi accesibile cel putin pe parcursul a urmatorilor cinci ani (pana in
2012 cel mai devreme, conform garantarii din partea SC Bioflux SRL).

Doua lucrari au fost incluse, in aceasta ultima etapa, in revista online AACL Bioflux, ele fiind
urmatoarele:

Petrescu-Mag 1. V., Boaru M. A., Harsan R., Petrescu-Mag R. M., 2008 Genetic basis of
resistance to stress in fishes. Molecular and classical investigations in a few model organisms.
AACL Bioflux 1:99-110. Electronic version available at:
http://www.bioflux.com.ro/docs/vol1/2008.1.99-110.pdf

Petrescu-Mag 1. V., Bourne G. R., 2008 Crossing-over between Y chromosomes: another
possible source of phenotypic variability in the guppy, Poecilia reticulata Peters. AACL
Bioflux 1:1-10. Electronic version available at:

http://www.bioflux.com.ro/docs/vol1/2008.1.1-10.pdf

7. Alte forme de diseminare

Pe langa cele prezentate mai sus, rezultatele au fost diseminate suplimentar in cadrul
unor expozitii si saloane ale cercetdrii. Primele doua procedee elaborate in prezentul proiect
au fost premiate in cadrul salonului international de inventica Pro Invent (Diploma de

Excelentd si medalia de bronz — a se vedea Anexa 3).

8. Lista completa a publicatiilor care includ cel putin partial rezultate ale proiectului

CEEX 140/2006

Articole stiintifice publicate:

97



loan Valentin Mag, Ruxandra Malina Petrescu 2006 Evolution of the heteromorphic sex
chromosomes in fish species. Lucrari Stiinfifice- seria Zootehnie 49:1076-1081. Editura Ion

Ionescu de la Brad, Iasi ISSN 1454-7368.

Ioan Valentin Mag, loan Bud, Ruxandra Malina Petrescu 2006 Sex dependant mortality in the
guppyfish (Poecilia reticulata Peters, 1859). Acta Ichtyologica Romanica 1:163-153. Editata
de SIR, Sibiu, ISSN 1843-72-49.

Benone Pasarin, Lucian Dragos Gorgan, Marian Bura, Miklos Botha, loan Valentin Petrescu-
Mag 2007 The invasive potential of the exotic guppyfish (Poecilia reticulata Peters 1859) in
temperate zone. Studia Ambientum 1-2:179-187, EFES, Cluj-Napoca, ISSN 1843-3855.

Florin Molnar, M. I. Molnar, Coord: Ioan Valentin Petrescu-Mag 2007 Heredity of color
patterns in the red tuxedo variety of guppy (Poecilia reticulata Peters 1859). Agricultura
Numar special 2007:104. AcademicPres, Cluj-Napoca.

Florin Molnar, Radu Harsan, Coord: loan Valentin Petrescu-Mag 2007 Phenotypical
characterization of guppy varieties from Romania. Agricultura Numar special 2007:103.

AcademicPres, Cluj-Napoca.

Ioan Valentin Petrescu-Mag, Anca Mihaela Boaru, Radu Harsan, Ruxandra Malina Petrescu-
Mag 2008 Genetic basis of resistance to stress in fishes. Molecular and classical
investigations in a few model organisms. AACL Bioflux 1:99-110. Editura Bioflux, Cluj-
Napoca, pISSN 1844-8143, eISSN 1844-9166.

Ioan Valentin Petrescu-Mag, Godfrey Roderick Bourne 2008 Crossing-over between Y
chromosomes: another possible source of phenotypic variability in the guppy, Poecilia
reticulata Peters. AACL Bioflux 1:1-10. Editura Bioflux, Cluj-Napoca, pISSN 1844-8143,
eISSN 1844-9166.

Ioan Valentin Petrescu-Mag, Laurenfiu Radu Lozinsky 2008 Pestii de laborator si poluarea

apei. Linkajul sexual si expresia genelor de culoare — elemente importante pentru detectia

disruptorilor endocrini. Environment & Progress, in press, ISSN 1584-6733.
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Carti stiingifice publicate:

Ioan Valentin Petrescu-Mag 2007 Manipularea sexelor in guppycultura. AcademicPres, Cluj-

Napoca, ISBN-978-973-744-094-5.

Ioan Valentin Petrescu-Mag (Ed.) 2007 Ecologie aplicata. AcademicPres, Cluj-Napoca,
ISBN-978-973-744-0969.

Ioan Valentin Petrescu-Mag 2007 Cercetari privind posibilitatile de dirijare a reproductiei in
vederea modificarii raportului dintre sexe la varietatile speciei Lebistes reticulata (Poecilia

reticulata). AcademicPres, Cluj-Napoca, ISBN 978-973-744-095-2.

Consortiul CEEX 140-2006 2007 Investigatii genetice privind termorezistenta la pestii guppy.
Editura Bioflux, Cluj-Napoca, pISBN 978-973-88929-1-0, eISBN 978-973-88929-0-3.

Simpozioane si sesiuni de comunicari stiintifice:

Simpozionul national cu participare internationald ,,Contributii stiinfifice in tehnologii si
echipamente pentru evaluarea mediului (Editia a 1V-a, Arcalia)’. Autori: loan Valentin
Petrescu-Mag, Laurentiu Radu Lozinsky 2008 Pestii de laborator si poluarea apei. Linkajul
sexual si expresia genelor de culoare — elemente importante pentru detectia disruptorilor

endocrini.

Sesiunea de comunicari stiintifice studentesti a Universitatii de Stiinte Agricole si Medicind
Veterinara Cluj-Napoca. Autori: Florin Molnar, F. P. Serban, Coord: Ioan Bud, Ioan Valentin
Mag 2006 Linkage-ul genelor Nigrocaudatus cu cromosomul X la guppy (Poecilia reticulata

Peters, 1859).

Sesiunea de comunicari stiingifice studentesti a Universitatii de Stiinfe Agricole si Medicina
Veterinara Cluj-Napoca. Autori: Florin Molnar, Iulian Roman, Coord: loan Bud, loan
Valentin Mag 2006 Efectul tratarii pe termen lung cu estradiol valerat asupra femelelor adulte

de guppy (Poecilia reticulata Peters, 1859).
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Sesiunea de comunicari stiintifice studentesti a Universitatii de Stiinte Agricole si Medicina
Veterinara Cluj-Napoca. Autori: Florin Molnar, M. I. Molnar, Coord: loan Valentin Petrescu-
Mag 2007 Heredity of color patterns in the red tuxedo variety of guppy (Poecilia reticulata
Peters 1859).

Sesiunea de comunicari stiintifice studentesti a Universitatii de Stiinte Agricole si Medicina
Veterinara Cluj-Napoca. Autori: Florin Molnar, Radu Harsan, Coord: loan Valentin Petrescu-

Mag 2007 Phenotypical characterization of guppy varieties from Romania.

Simpozionul Realizari in cercetarea stiinfifici din biotehnologie obtinute prin Programul
CEEX -Modulul 1, Biotech. Autori: loan Valentin Petrescu-Mag, loan Bud, Benone Pasarin,
Marian Bura, Lucian Dragos Gorgan, Ruxandra Malina Petrescu-Mag, Viorica Cosier, Miklos
Botha 2007 Rezistenta la temperaturi scazute ale apei la guppy (Poecilia reticulata Peters

1859).

Simpozionul Perspective in biotehnologia romaneasca sustinute prin rezultatele obtinute in
cadrul Programului CEEX-Modulul 1, Biotech. Autori: Ioan Valentin Petrescu-Mag, loan
Bud, Cristian Sisea, Paul Raica 2007 Realizdri de ultima ora in ameliorarea pestilor guppy

(Poecilia reticulata Peters 1859).

Saloane ale cercetarii/ Saloane de inventica:

Universitatea de Stiinte Agricole s1 Medicind Veterinara Cluj-Napoca. Salonul Cercetarii
2007 Organizat de Autoritatea Nationala pentru Cercetare Stiintificd. Autori: Petrescu-Mag

Ioan Valentin 2007, cu: Rezultate ale proiectului CEEX 140/2006

Universitatea de Stiinte Agricole si Medicind Veterinara Cluj-Napoca, Salonul International
de Inventica Pro Invent, Editia A VI-a 2008, Cluj-Napoca. USAMV Cluj-Napoca Grup de

inventii - Premiat cu Diploma de Excelentad si Medalia de Bronz.

Cereri Brevet Inventie:

Ioan Valentin Petrescu-Mag, loan Bud, Ruxandra Malina Petrescu-Mag, Cristian Sisea,

Marian Bura, Adrian Grozea, Miklos Botha, Viorica Cosier 2007 Procedeu de obtinere a unei
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linii criorezistente de pesti ornamentali guppy (Poecilia reticulata) cu aplicabilitate in

guppycultura. OSIM A/00774 din 09.11.2007.

Ioan Valentin Petrescu-Mag, loan Bud, Ruxandra Malina Petrescu-Mag, Doru C. Pamfil,
Lucian Dragos Gorgan, Benone Pasarin, Reka G. Stefan 2007 Procedeu biotehnologic de
crestere a dimensiunilor corporale la masculii speciei de pesti ornamentali guppy (Poecilia

reticulata). OSIM A/00775 din 09.11.2007

Ioan Valentin Petrescu-Mag, loan Bud, Doru C. Pamfil, Ruxandra Malina Petrescu-Mag,
Adrian Grozea, Marian Bura, Lucian Dragos Gorgan, Benone Pésarin, loan Banatean-Dunea,
Laurentiu Radu Lozinsky, Radu Harsan, Laszlo Csep, Cristian Sisea, Viorica Cosier, Miklos
Botha, Dacinia Crina Petrescu 2008 Procedeu de obtinere a unei linii de pesti ornamentali

guppy, rezistentd la hipertermie. OSIM A/00814 din 14/10/2008.

9. Produse si tehnologii create prin prezentul proiect

. Marker RAPD asociat prezentei genei criorezistentei la guppy in cazul varietatii
Red Blond.
. Procedeu biotehnologic de crestere a dimensiunilor corporale la masculii speciei

de pesti ornamentali guppy (conform cererii brevet OSIM A/00775 din
09.11.2007).

. Procedeu de obtinere a unei linii termorezistente de pesti ornamentali guppy
(conform OSIM A/00774 din 09.11.2007 si OSIM A/00814 din 14/10/2008).

. Procedeu bazat pe sex-linkaj pentru identificarea genotipurilor la guppy (util in
ecotoxicologie, la ameliorarea varietatilor pentru acvariu si pentru producerea de

linii de laborator).

10. Dezvoltarea resursei umane

Au participat activ In proiect mai multi studenti, masteranzi si doctoranzi, care, de-a
lungul deruldrii proiectului, au participat la simpozioane, sesiuni de comunicari stiintifice, au

publicat articole sau cereri de brevet inventie, si-au finalizat lucrdrile de licenta, masterat sau
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doctorat, ei contribuind semnificativ la atingerea obiectivelor si devenind autori la prezenta

carte stiintifica. O astfel de implicare constituie debutul unei cariere in cercetarea stiintifica.

11. Multumiri

Prezentul proiect de cercetare (CEEX 140/2006) a fost finantat de catre ANCS
(Autoritatea Nationald pentru Cercetare Stiintificd) si monitorizat de catre CNMP (Centrul
National de Management Programme - Biotech). Multumesc domnilor rectori ai
universitatilor partenere, pentru cooperarea fructuoasa si pentru promptitudinea de care au dat
dovadd in demersurile manageriale ale proiectului CEEX 140/2006. Nu in ultimul rand,
doresc sa multumesc domnisoarei biolog Dr. Beatrice Kelemen de la Universitatea Babes-

Bolyai din Cluj-Napoca pentru suportul stiintific oferit colectivului nostru.
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Anexa 1

CERERE DE BREVET DE INVENTIE

Nr. Referintd solicitantmandatar Registratura OSIM {numé&rul gi data primirii );
-10- 2008 evw
fpgg br 14101008 5 g}
T
e ¥ ¢
a ¥ 1o
Se completeaza de citre OSIM k, X 0
Numdérul cererii de brevet de inventie % > *

Data primirii la Registratura Generald a OSIM

Data de depozit

Data primirii périii lipsd la Registratura Generald a OSIM
Data de zit dupa primir, i lips# la Regist 2 OSIM

Data primirii cererii de retragere a partii lipsé la Registratura Generala a OSIM

Data de depozit atribuita cererii de brevet

1. Solicitanti ¢wme si prenume /denumire, adresasediu, telefon, fax , e-mail)

2. Solicitdm Tn baza Legii nr. 64/1991 privind brevetele de inventie, republicatd acordarea unu
brevet de inventie pentru inventia cu titlul: Procedsu de obtinere a unei linii de pesti
ornamentali guppy, rezistenta la hipertermie,

2.1. Referinta |a o cerere anterioard (numdr. data de depozit, taraoficiui; A/O07 74 din 09.11.2007 OSIM

b 2.2 Circumstantele crearii inventiei conform declaratiei anexate Proiect CEEX140/2006

B Declaram ca inventator sunt:
|:| .1 acelagi cu solicitantii (nume, prenume si loc de munca fa data credrii inventied)

X I3.2 Persoanele din “Declaratia privind desemnarea Inventatorilor” care se anexeazi

4. Declardm ca inventia contine informatii care au fost clasificate de cétre (denumirea, data i nivelul
clasificarii).

5. Rezumatul inveniiei se publica Tmpreuna cu figura numarul; 4

I6. Revendicam prioritatea conventionald (stat, numar, data depozit):

|7. Revendicam prioritatea intern& (numar cerere de bravat, data depazity:

FORM. B 01 - cititi Ghidui de completare
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Declaratie

continand desemnarea inventatorilor inventiel cu titlul:
Procedeu de obtinere a unei linii de pesti ornamentali guppy, rezistenta la
hipertermie
conform rubricii 3.2.

Aceasté declaratie este facutd in conformitate cu prevederile art. 14 afin. 2% gi Art. 26** gi trebuie depusé la
OSIM in termen de 18 luni de la data solicitarii examinarii in fond a cererii de brevet de inventie

Nume §i prenume: Petrescu-Mag loan Valentin

Adresa: Str. Ceahlau, nr 54, cod postal 400488, Cluj-Napoca, Jud Cluj, Romania, EU.

Locul de muncii la data credrii inventiel: USAMY Cluj; SC Biofiux SRL.

Nume gl prenume: Bud loan

Adresa: Str. Mogosoaia, nr 7, sc 5, ap 45, Cluj-Napoca, Jud Cluj, Romania, EU.

Locul de muncd la data credrii inventiei; USAMV Ciujf

Nume gi prenume: Pamfil Doru C.

Adresa: Str. Bisericii Ortodoxe, nr 12, Cluj-Napaca, Jud Cluj, Romania, EU.

Locul de munci la data credrii inventiei: USAMY Ciuf

Nume si prenumae: Petrescu-Mag Ruxandra Malina

Adresa: Str. Ceahlau, nr 54, cod postal 400488, Ciuj-Napoca, Jud Ciuj, Romania

Locul de munc# la data credril inventiei: USAMYV Cluj; UBB Ciuj; SC Bioflux SRL

Nume §i prenume: Grozea Adrian

Adresa: Aleea Baghetel, nr 7, bloc A8, Sc B, Ap 3, Timisoara, Jud Timis, Romanila, EU.

Locul de muncd la data credrii inventiei: USAMVB Timisoara

Nume §i prenume: Bura Marlan

Adresa: Sir Clrcumvalatiunii, nr 28, Ap 18, Timigscara, Jud Timis, Romania, EU.

Locul de muncid la data credrii Inventiei: USAMVB Timisoara

Nume gi prenume: Gorgan Dragos Lucian

Adresa: Str Ana Ipatescu, nr 6, Bl A14, sc D, Ap 78, Piatra-Neamt, Jud Neamt, Romanla, EU.

Locul de muncd la data credrii inventlei: Univ, Alexandru loan Cuza - iasi

Nume si prenume: Pasarin Benone

Adresa: Aleea Mihail Sadoveanu, nr 8, lasi, Romania, EU.

Locul de muncd la data credrii inventlei: USAMV lasi

Alti inverttatori sunt inscrisi in pagina urmétoare

®

Semndtura solicitantului sau a8 mandatarului autorizat (numele i prenumele precum §i calitatea
persoanel cu capacitate de reprezentare a solicitantulul sau a mandatarului autorizat):

Semnétura: Data:
LS

“Legea nr. £4/1991 privind brevetele de inventie republicata

** Hotarirea de Guvern nr. 547 din 21 mai 2008 pentru aprobarea Regulamentului de aplicare a L
brevetele de inventie.
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Declaratie

confindnd desemnarea inventatorilor inventiel cu titlul:
Procedeu de obtinere a unei linii de pesti ornamentali guppy, rezistenta la
hipertermie
conform rubricii 3.2.

Aceasts declaratie osfe facufs in conformitate cu prevederile art. 14 alin. 2* gi An. 26™ si lrebuie depuss la
OSIM In termen de 18 luni de ia data solicitarii examinarii in fond a cererii de brevet da inventie

Nume si prenume: Banatean-Dunea loan

Adresa: Laocalitatea Jdioara, nr 244, cod postal 307133, Jud Timis, Romania, EU.

Locul de muncd la data credrii Invenfiei: USAMVB Timisoara

Nume gi prenume: Lozinsky Laurentiu Radu

Adresa: Str. Poet Gr. Alexandrescu, nr 45, Bl F2, Ap 8, 400529, Ciuj-Napoca, Romania, EU.

Locui de muncd la data credril inventiei: SC Bioffux SRL, student USAMV Cluj

Nume si prenume: Harsan Radu

Adresa: Str. Parang, nr 5, Ap 9, cod postal 400552, Ciuj-Napoca, Romania, EU.

Locul de muncé la data credril Invenflel: USAMV Cluj

Nume §i prenume: Csep Laszlo

Adresa: Str. lugoslaviel, nr 66, Bi B1, Sc 4, et 3, Ap 43, 400423, Cluj-Napoca, Romania, EU.

Locul de muncd la data credrii Invenfiei: USAMV Cluf

Nume §if prenume: Sisea Cristlan

Adresa: Str. Luptei, nr 29, Sibiu, Jud Siblu, Romanla, EU.

Locul de muncé la data credrii inventiei: USAMV Ciuf

Nume si prenume; Cosler Viorica

Adresa: Str. lezer, nr 4, Bl L3, Ap 21, Cluj-Napoca, Jud Cluj, Romania, EU.

Locul de muncd la data credrlf lnvsnﬂei; USAMY Cluyj

Nume si prenume: Botha Miklos

Adresa: Sir. Mehedintl, nr 47-49, Ap 14, Sc 1, Cluj-Napoca, Jud Cluj, Romania, EU.

Locul de munc# la data credrii invenflel: USAMV Cluj

Nume gi prenume: Petrescu Dacinia Crina

Adresa: Str. Ceahlau, nr 56, cod postal 400488, Ciuj-Napoca, Jud Cluj, Romania, EU.

Locul de muncé la data credrii invenfiei: UBB Ciuj

Alti inventatori sunt inscrisi in pagina urmdtoare

d

Semndtura solicitantului sau a mandatarului autorizat (numele §i prenumele precum gi calitatea
persoanei cu capacitate de reprezentare a soficitantului sau a mandatarului autorizat):

Semndtura; Data.
LS.

*Legea nr. 84/1991 privind brevetele de inventie republicats

** Hotérirea de Guvern nr. 547 din 21 mai 2008 pentru aprobarea Regulameniului de aplicare a Legs ar:
brevetele de inveniie.
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Rezumat

Cererea de brevet inventie se refera la un procedeu biotehnologic de obtinere a unei (unor)
linii de pesti ornamentali guppy (Poecilia reticulata) termorezistenti, adica criorezistenti
si totodata rezistenf{i la hipertermie, aceastd din urma calitate manifestandu-se prin
toleranta la temperaturi de 38°C pentru o durata de cateva ore, la temperaturi usor peste
30°C pentru o durata de cateva zile si prin dezvoltarea normala a indivizilor la temperaturi
de 30°C. Pestii termorezistenti astfel creeati, aflafi in stare de sdnatate corespunzitoare,
suportd socuri termice pozitive de pand la 8°C peste valorile optime de viatd, fara a
inregistra mortalitati semnificative. De asemenea, ei pot fi crescufi in condifii mai vitrege
de temperatura, la valori suboptimale si supraoptimale, pestii putand fi vindecati de unele
boli, provocate de unii agenti patogeni, prin expunere la hipertermie si care tolereaza mai

bine stresul termic si oscilatiile de temperatura din timpul transportului pe durata lunga.
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Procedeu de obtinere a unei linii de pesti ornamentali guppy, rezistenta la hipertermie

Inventia se refera la un procedeu de ameliorare genetica a pestelui guppy (Poecilia
reticulata), bazat pe linkaj sexual, tratamente hormonale, incrucisare si retroincrucisare.
Pestele guppy, sau ,pestele milionar”, este o specie de interes economic, comercial si
stiintific. Procedeul prezentat aici, poate fi folosit cu succes pentru obtinerea unei linii de
guppy rezistente la temperaturi ridicate ale apei (dar si la cele scazute, sau soc termic) in doar
doua generatii, el fiind util acvaristilor profesionisti pentru crearea unor loturi curabile prin
hipermermie in caz de imbolnavire cu unii agenti patogeni, dar totodatd mult mai tolerante la
variatii bruste si in limite largi ale temperaturii.

Poecilia reticulata are un determinism al sexelor de tip Drosophila (Winge 1922a,
1922b) cu masculul heterogametic (3XY) si femela homogametica ($XX). Acelasi autor a
aratat cd, uneori, apar in populatie pseudomasculi (3XX) sau pseudofemele (PXY).
Majoritatea genelor de culoare observate la guppy sunt localizate pe heterosomi, asfel incat
cele mai multe tipare coloristice sunt sex-linkate (Lindholm & Breden 2002). Totusi, Winge
(1922b) a constatat multe cazuri de recombinare genetica prin crossing-over intre cei doi
cromosomi ai sexului. Mai mult, frecventa recombinarii de pe X pe Y diferd semnificativ de
cele mai multe ori fata de cea reciproca, de pe Y pe X (Winge 1922b; Lindholm & Breden
2002).

In anul 1947, Nybelin relata pentru prima dati despre gena Nigrocaudatus 1 ca fiind o
gend mutantd, X-linkata, dominantd, care determind un melanism intens in jumditatea
posterioara a corpului. Aceasta descriere a ramas valabila pand in zilele noastre in ciuda unor
pareri conform cdrora gena ar trebui sa existe si in forma Y-linkata (Lindholm & Breden
2002). O altda forma a genei mentionate, numitd Nigrocaudatus 11, mult mai frecventa azi
decat prima, a fost descrisd pentru prima data de catre Dzwillo, in 1959. Ea era descrisa tot ca
o gend dominantd s§i X-linkata. Mai tarziu, Nayudu (in 1979) a concluzionat ca gena
Nigrocaudatus 11 poate exista si in forma Y-linkata, dar ca ea este semiletald, determinand o
mortalitate ridicatd si o rata de crestere foarte redusd. Cu toate acestea, din datele autorilor
mentionati rezulta o frecventd de recombinare de pe Y pe X de 4,00%, iar de pe X pe Y de
0,00%, ceea ce denota faptul ca gena poate fi folositd pentru markarea cromosomului X —
lucru confirmat de cercetdrile noastre ulterioare (Petrescu-Mag et al 2007). Pe langa gena si
respectiv caracterul X-linkat al lui Nybelin, s-au mai relatat ulterior inca doua caractere
exclusiv X-linkate la guppy si anume: Lineatus (Winge 1927) si o gena a rezistentei la

temperaturi scizute ale apei (Fujio et al 1990). In 2006, Karayiicel et al emit ipoteza ci
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aceeasi gena ar putea fi implicatd si in rezistenta la hipertermie. Acesta a fost punctul de
plecare a proiectului nostru de cercetare CEEX 140/2006, iar in 2007 a fost produsd prima
linie homozigotd (purd din punct de vedere genetic) la locusul genei pentru rezistenta la
temperaturi scazute (Petrescu-Mag et al 2007; a se vedea descrierea si revendicarile Cererii de
Brevet OSIM A/00774 din 09.11.2007).

Conform descrierii din Petrescu-Mag et al (2007), o astfel de linie poate fi creata
pornind de la multe varietati de guppy cu conditia sd se foloseasca in programul de incrucisari
genotipurile specificate la locusul Ni. Prin deductie, numarul de variante coloristice de linii
criorezistente care ar putea rezulta este unul foarte mare. De aceea autorii inventiei au
revendicat produsul (Petrescu-Mag et al 2007) si nu procedeul (produsul nostru nu este nici
un soi de planta, nici o rasa de animale). Un lucru nu se stia atunci cu certitudine si nici nu a
fost revendicat in acea Cerere de Brevet: daca este aceeasi gena implicata in rezistenta la
hipertermie si implicit, dacd o linie criorezistentd astfel creatd este mai tolerantd la
temperaturi ridicate decat majoritatea pestilor guppy. Acest aspect acum il cunoastem, iar
prezenta Cerere de Brevet vine spre a completa vechea cerere, revendicand consecintele
identitatii comune a genei criorezistentei cu cea care conferd rezistenta la hipertermie. In
continuare vom prezenta acelasi procedeu descris in cererea noastra anterioara, la care vom
adduga metoda prin care s-a constatat la linia criorezistentd noua calitate de linie rezistenta la
hipertermie si respectiv la soc termic.

In acvaristica, o problema deosebit de importantd o constituie relatia dintre cheltuielile
de intretinere si randamentul la vanzare, deoarece de aceste doud aspecte depinde profitul unei
ferme piscicole. Cresterea speciei Poecilia reticulata in conditii optime se face la temperaturi
cuprinse intre 22 si 26°C (72-78°F). Procedeul descris aici de noi (acum, dar mai intdi in
Petrescu-Mag et al 2007) face posibila cresterea loturilor la 17-19°C ca si la 22-24°C fara ca
mortalitatea si rata de crestere dintre acestea si difere semnificativ. In acest fel, se poate
economisi energie prin reducerea costurilor (curent electric sau gaz) in crescatorii.

In cadrul proiectului CEEX 140/2006 (finantat de ANCS, monitorizat de CNMP-
Biotech) am desfasurat activitafi planificate in vederea obfinerii unei linii criorezistente de
guppy homozigote la locusul genei pentru rezistenta la temperaturi scdzute ale apei. A fost
nevoie, pentru aceasta, ca indivizii folositi sd aiba genotipuri 2XX sau XY cunoscute in
prealabil, sa apartind la doua linii diferite coloristic: una dintre ele cu un colorit corporal de tip
Half-Black (jumatatea posterioara a corpului neagra) iar cealalta de tip hipomelanic. Desigur,
loturile initiale trebuie sa nu fie exagerat de consangvine pentru a se avea certitudinea ca gena

criorezistentei exista in genofondul populatei macar cu o frecventa redusa. Astfel, s-a ales ca
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sursa de parinti masculi varietatea Red Blond (varietate hipomelanica ce prezinta un colorit
rosu, relativ uniform, pe corp si pe inotatoare; melanina este aproape absenta de pe suprafata
corpului si este vizibila doar la ochi si rareori la inotatoarea caudald), iar ca sursd de parinti
femeli am folosit varietatea Half-Black Black (o varietate hipermelanica, aproape complet
neagra atat datoritd genei Nigrocaudatus 11, cat si datorita unor poligene si/sau a genei Bep —
Black caudal peduncle).

Pentru a se avea siguranta ca pseudofemelele nu vor apdrea in lotul genitorilor Half-
Black Black si ca pseudomasculii nu vor aparea in lotul genitorilor Red Blond s-a efectuat o
deviere intentionata cu aproximativ 3% de la procentajele normale ale celor doua sexe prin
tratamente hormonale usoare. A urmat apoi identificarea genitorilor criorezistenti prin studiul
fenotipului lor. Lotul de masculi Red Blond s-a supus scaderii treptate a temperaturii apei (2-
4°C/z1). Aceasta a continuat pana cand indivizii criosensibili au manifestat semne de
,oboseald”, moment 1n care ei au fost mutati intr-un alt bazin in care valoarea temperaturii s-a
crescut treptat pand la cea de comfort termic specific. Ultimii 10% din indivizii luati in studiu
au fost considerati criorezistenti si au fost readusi treptat la temperatura de confort. Desi nu
este necesard, operatiunea de identificare s-a aplicat si femelelor Half-Black Black pentru o si
mai mare precizie a tehnicii de lucru.

Masculii identificati ca fiind criorezistenti, Red Blond X,;Y,, au fost incrucisati cu
femelele Half-Black Xy:Xu:. In urma acestei incrucisari, conform legilor mendeliene, au
rezultat din punct de vedere coloristic indivizi cu un singur fenotip: Half-Black (figura 1) -
aproximativ jumatate fiind masculi (criorezistenti sau criosensibili) si cealalta jumatate fiind
femele cu cel putin o copie a alelei criorezistentei.

incrucisérile au pornit cu indivizii criorezistenti anterior identificati. Desi lotul initial
de reproducatori a fost mai mare, din aceste loturi de indivizi am ales indivizii aflati in cele
mai bune conditii de sanatate si aspect comercial, mai precis: un numar de 21 masculi Red
Blond si 43 femele Half-Black Black. Intretinerea loturilor in bune conditii s-a ficut prin
hranirea de trei ori pe zi ad libitum cu hrana vie (Artemia spp, Tubifex spp) si furaj de buna
calitate - Tetra Rubin si Tetra Discus. [luminarea s-a facut dupa modelul ciclului noapte-zi,
aproximativ jumadtate din 24 ore bazinele fiind iluminate cu lampi din gama comerciala Glo.
Bazinele de intretinere au fost plantate cu Cryptocorine spp iar calitatea apei a fost
monitorizatd prin verificarea parametrilor la fiecare 3-4 zile si schimbarea periodica a apei.
Apa folosita a fost cea de la reteaua de apa potabild a Municipiului Cluj-Napoca. De cele mai
multe ori apa a fost pastrata in tancuri de maturare pentru evitatea intoxicarii pestilor cu

oxigen activ, clor sau alfi dezinfectanti utilizati.

109



Incrucisarea s-a facut simultan si panmictic pe cale naturald, prin pastrarea in acelasi
bazin de crestere a tuturor indivizilor Red Blond masculi s1 Haf-Black Black femeli din cele
doua loturi de reproducatori. Dupa 28-30 zile de la impreunarea lor au aparut relativ sincron
primele serii de pui hibrizi, primul val insumand un numar de 546 indivizi care prezentau de
la nastere binecunoscutul caracter denumit de diferiti autori ca Nigrocaudatus 11, Half-Black
sau tuxedo. Acest caracter este foarte probabil singurul care isi face aparitia inca de la faza de
puiet, restul caracterelor de culoare aparand mult mai tarziu in ontogenia pestilor guppy.

Puietul din generatia F; a fost crescut in aceleasi conditii de viata care au fost descrise
mai sus pentru generagia parentald, cu mici deosebiri legate de dimensiunea particulelor de
hrana (tubifexul a fost tocat si spalat, furajul a fost macinat mai marunt, etc). Dimensiunea
bazinelor de crestere (200 litri) au conferit pestilor spatiu la discretie si un volum mare de
apd/individ. Dezvoltarea lor a fost rapida, atingdnd maturitatea la aproximativ 60 zile de la
nastere/eclozare. Indivizii au fost sexati timpuriu, imediat ce caracterele sexuale secundare si-
au facut aparifia. Masculii au fost scosi unul cate unul in fiecare zi pentru evitarea fecundarii
femelelor de catre alti masculi decat cei prevazufi de programul de ameliorare. Fecundarea
intamplatoare a femelelor ar fi dus la imposibilitatea utilizarii lor in etapa urmatoare.

Urmatorul pas a fost retroincrucisarea femelelor criorezistente cu masculii Red Blond
si eliminarea alelelor recesive de la locusul criorezistentei. Aceastd etapa a avut ca scop
homozigotarea alelei criorezistentei la indivizii femeli X,,;X,; ai generatiei Fp §i obtinerea unui
lot nou de masculi criorezistenti hemizigoti X,,;Y (figural).

Din generatia F1 s-a ales un numar de 40 femele virgine pentru incrucisarea cu forma
parentald de masculi Red Blond (20 indivizi). Intretinerea si imperecherea s-a desfisurat
conform celor descrise la incrucisarea initiald. In urma retroincrucisarii (backcross) au rezultat
in primul val un numar de 632 indivizi, prezentand doua fenotipuri coloristice diferite, dar
patru fenotipuri diferite daca tinem cont si de sexul indivizilor, respectiv de dimorfismul
sexual al acestora. Repartitia indivizilor pe fenotipuri au indicat o segregare conform legilor
mendeliene si a confirmat valabilitatea proiectului de procedeu propus in cadrul acestui
program de ameliorare. Asfel, 150 indivizi masculi au prezentat un colorit al corpului de tip
tuxedo, 158 indivizi masculi au prezentat un colorit al corpului de tip salbatic, 157 indivizi
femeli au prezentat un colorit corporal de tip tuxedo, iar 167 indivizi femeli au manifestat un
colorit sters de tip silbatic. Modul de segregare a fost verificat prin testul y* (tabelul 1). Pentru
v*=0,924, la 4-1=3 grade libertate, valoarea P arata ci diferentele dintre frecventele calculate
si cele observate sunt nesemnificative (0,90>P>0,80), deci modul ipotetic de segregare 1:1:1:1

este real.
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Tabelul 1
Utilizarea testului x* pentru verificarea ipotezei modului de transmitere ereditard

a tiparului coloristic Half-Black

Fenotipuri Observate Calculate/ Deviatia d’ d’/e
experimental asteptate (d =0-e)
(0) (e)

Masculi 150 158 -8 64 0,405
tuxedo

Masculi cu 158 158 0 0 0
colorit
salbatic
Femele 157 158 -1 1 0,006
tuxedo

Femele cu 167 158 9 81 0,513
colorit
salbatic

Pentru x2=0,924, la 3 grade libertate,

valoarea P arata ca diferentele sunt nesemnificative (0,90>P>0,80)

Deci monitorizarea genei criorezistentei, mai precis a modului in care ea este transmisa
descendentilor, este facilitatd de prezenta genei Nigrocaudatus 11 (Ni), gend X-linkata care va
servi drept gend de culoare marker. Procedeul elaborat prevede un numar de patru etape,
descrise 1n cele ce urmeaza.

Etapa I - Alegerea genitorilor de tip Half-Black 9XX si Red Blond JXY. Pentru a
se avea certitudinea ca femelele false nu vor aparea in lotul genitorilor Half-Black si ca
masculii falsi nu vor aparea in lotul genitorilor Red Blond se va efectua o deviere intentionata
cu aproximativ 3% de la procentajele normale ale celor doud sexe prin tratamente hormonale
usoare. Astfel, puietul de o zi din varietatea Half-Black va fi tratat oral in primele trei zile de
viatd cu 17a-metiltestosteron (Sigma), de trei ori pe zi ad libitum dupd care se creste in
conditii standard pind la varsta adulta. La fel se procedeaza cu puietul de o zi al varietatii Red
Blond, cu deosebirea ca tratamentul hormonal se face cu valerat de estradiol - Cyclo-
Progynova® (Schering AG, Germania; doar drajeurile albe). Doza/concentratia aplicatd in

cazul ambilor hormoni este de 100 mg valerat de estradiolkg furaj (adicd 100 mg kg™).
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Reteta de preparare si administrare a furajului tratat cu hormon este redatd in paragraful
urmator.

Se pun 2 ml alcool etilic 96% intr-un mojar de sticla la care se adaugd cantitatea
corespunzitoare cantiriti de hormon pur. In cazul in care hormonul folosit se afld sub forma
de tablete sau drajeuri, acestea se mojareaza cu atentie ca bucatile sa nu sard din mojar in
timpul zdrobirii lor. Se mojareazd repede, pentru evitarea evaporarii alcoolului, pana la
obtinerea unui lichid omogen laptos, la care se adauga inca 2 ml alcool 96%, cu care se spala
peretii mojarului. Se adauga 20 g furaj de buna calitate, marunt granulat, (diametrul
granulelor trebuie sa fie mai mic sau egal cu 1 mm) In mojar i se omogenizeaza cu pistilul.
Se goleste continutul din mojar pe o hartie de filtru dubla si se lasd sa se evapore alcoolul
timp de 3 ore. Hrana astfel impregnata cu hormon se impacheteaza si se pastreaza la loc uscat,
racoros si ferit de lumina solard. Pentru obtinerea unor cantitati mai mari de furaj tratat cu
hormon, se utilizeaza 100 ml etanol, cantitatea corespunzatoare de hormon si 1 kg furaj de
buna calitate (marunt granulat) si un mojar de sticla de dimensiuni adecvate. Hréanirea se va
face ad libitum de trei ori pe zi, fara administrarea altor tipuri de furaj, suplimente sau orice
fel de hrand vie. Nu se amplaseaza in acvariile de crestere plante de consistentd moale care
pot servi pestilor ca hrana alternativa si care pot diminua efectul tratamentului.

Astfel procedand, in loturile de interes nu vor exista ,,contamindri cromosomiale”,
putinii indivizi labili sexual fiind Tmpinsi spre sexul care nu va servi ca genitor pentru
obtinerea generatiei F;. Ca urmare: toti masculii Red Blond obtinuti sunt de tip XY si toate
femelele Half-Black obtinute sunt de tip XX. Acestea din urma trebuie ferite de masculi si
pastrate in stare virgind deoarece o singurd inseminare poate face femela inutilizabild pentru
incrucisare datoritad stocarii spermatozoizilor in receptaculum seminis.

Etapa II — Identificarea genitorilor criorezistenti prin studiul fenotipului lor.
Lotul de masculi Red Blond se supune scaderii treptate a temperaturii apei (2-4°C/z1). Aceasta
se va continua pand cand indivizii criosensibili vor manifesta semne de ,,oboseald”, moment
in care ei vor fi mutati intr-un alt bazin in care valoarea temperaturii se va creste treptat pana
la cea de comfort. Ultimii 10% din cel putin 40-50 indivizi luati in studiu, care obligatoriu
trebuie sa reziste cateva ore la 10-12°C, pot fi considerati criorezistenti si vor fi readusi treptat
la temperatura de confort. Desi nu este necesara, operatiunea se poate aplica si femelelor
Half-Black Black pentru o i mai mare precizie in munca de ameliorare.

Purtatorii genei de interes ar putea fi, in general, din punct de vedere genotipic, de trei
feluri: homozigoti, heterozigoti si hemizigoti. Un lucru pe care il stim cert este acela ca

masculii criorezistenti identificati nu pot fi decat hemizigoti. Avand in vedere linkajul acestei

112



gene exclusiv cu cromosomul X, singurul cromosom X al acestor masculi posedd gena
criorezistentel.

Etapa III — incrucisarea masculilor criorezistenti Red Blond identificati cu
femele Half-Black. in aceasti etapa, masculii criorezistenti Red Blond X, Y, vor fi
incrucisati cu femelele Half-Black Xy;Xy;. In urma acestei incruciséri vor rezulta din punct de
vedere coloristic indivizi cu un singur fenotip: Half-Black (figura 1) - aproximativ jumatate
fiind masculi (criorezistenti sau criosensibili) si cealaltd jumatate fiind femele cu cel pufin un
exemplar al alelei criorezistentei.

Etapa IV — Retroincrucisarea femelelor criorezistente cu masculii Red Blond si
eliminarea alelelor recesive de la locusul criorezistentei. Aceasta etapda are ca scop
homozigotarea alelei criorezistentei la indivizii femeli X,,;X,; ai generatiei Fp §i obtinerea unui
lot nou de masculi criorezistenti hemizigoti X,;Yo In Fp (figura 1). Femelele utilizate in
retroincrucisare trebuie sd fie in mod obligatoriu virgine. Indivizii femeli homozigoti
criorezistenfi si masculii hemizigoti criorezistenti prin imperechere libera produc un numar
consistent de indivizi care constituie o linie purd de guppy criorezistent. Exploatarea liniei
criorezistente in crescatorii aduce beneficii producatorilor de pesti guppy odatd cu scaderea
costurilor de Incdlzire a apei §i previne mortalitatea in masa cauzatd de racirea exagerata a
apei in timpul transportului pestilor.

Dupa obtinerea liniei criorezistente, conform activitatilor proiectului de cercetare
CEEX 140/2006, s-a recurs la testarea ei pentru rezistenta la hipertermie. Managementul
cercetdrii a tinut cont de reglementarile actuale privitoare la deontologia cercetarii stiintifice si
de normele de bioetica, chiar daca pestii nu sunt vertebrate superioare constiente de propria
lor existentd, asa cum sunt unele mamifere. S-a evitat, pe cat s-a putut, supunerea pestilor la
suferintd exagerata ca intensitate sau prelungitd ca durata. Hipertermia s-a aplicat unui numar
minim posibil de indivizi, dar care sa asigure statistic rezultatele stiintifice si pe o duratd de
timp bine calculata, pentru a se evita chinurile prelugite sau decimarea efectivelor. Indivizii a
caror stare de sdnatate a fost afectata ireversibil au fost sacrificati prin decapitare, dupa ce in
prealabil au fost anesteziati cu solutie de tricaina 0,05%.

In vederea testarii rezistentei la hipertermie a liniei criorezistente de guppy create, s-au
luat spre comparare doud populatii distincte, dar asemanatoare din punct de vedere coloristic,
ca forma si ca origini, ambele fiind rezultatul metisarii dintre varietatile de guppy Red Blond
(75%) s1 Half-Black Black (25%). Diferenta principala dintre cele doud populatii a fost aceea
ca: cea din care s-au recoltat randomic loturile martor nu a fost ameliorata prin selectie la

locusul criorezistentei. Lotul martor a fost recoltat randomic de la Acvariul USAMYV dintre
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indivizii cu colorit de tip sdlbatic, rezultati in urma segregarii mendeliene dupa doua generatii
a metisilor descendenti din Red Blond si Half-Black Black.

Experimentul in sine a durat un numar de 19 zile si s-a bazat atat pe cresterea treptatd
a temperaturii, cat si pe tratamente aplicate sub forma de soc termic. Numarul indivizilor pe
fiecare lot testat a fost de 30 (15 masculi si 15 femele), fiecare dintre acestia fiind in prealabil
acomodati la 28°C. Intre fiecare doud etape de testare s-a pastrat un interval de doui zile de
pauza, la 28°C, pentru a se putea utiliza acelasi lot experimental in fiecare etapa de testare
panad la aparitia primelor pierderi de efectiv, cand din fiecare lot (atat din cel experimental cat
si din cel martor) s-a eliminat un numar egal de indivizi si s-a completat cu indivizi noi din
acelasi sex. Diferentele de temperatura dintre valoarea de inceput a tratamentului termic (28
°C) si cea de final a tratamentului au fost reduse in primele faze experimentale (32-28=4°C),
iar acestea au crescut treptat (34-28=6°C, 36-28=8°C, 38-28=10°C, 40-28=12°C, 41-28=13°C
si respectiv 42-28=14°C in ultima faza de testare), pentru a se putea identifica valorile minime
de diferentd ale temperaturii care pot conferi raspunsul dorit la problema ridicata de
activitatea propusd si atingerea obiectivului. Acest program de testare s-a aplicat in doua
variante: prin crestere treptata si prin soc termic. In cazul testarii prin soc termic, s-a recurs la
transvazare dintr-un bazin experimental in altul, ambele bazine cu apa fiind termostatate
(£1°C eroare). In cazul testdrii prin crestere controlati a temperaturii, s-a recurs la ridicarea
valorii temperaturii de la 28°C pana la 32, 34, 36, 38, 40, 41 sau 42°C intr-un interval de 60-
200 minute, pestii fiind pastrati la valoarea finald aproximativ 10 minute. In aceastd, a doua,
variantd experimentald, pe langd bazinele de tratament §i instalatia de termostatare (+1°C
eroare), s-a utilizat un data logger Dickson HT 100 cu soft special, conectabil la computer,
care a permis monitorizarea valorii temperaturii apei prin intregistrarea ei la fiecare 30
secunde si intocmirea unui grafic de evolutie a acesteia. Instrumentele si echipamentele
folosite in cadrul experimentelor au fost: 8 bazine de crestere (400 litr1), 20 bacuri de
tratament (50 litri) 30 incdlzitoare termostatate (50-200 W), 10 termometre de minim si
maxim, 10 termometre de precizie, 1 termometru pentru analiza temperaturii apei, 2
termometre de camera, 20 bacuri de sticld - pentru transvazarea, acomodarea termica si
reanimarea indivizilor afectafi, container biohazard, pH-metru si multimetru pentru
monitorizarea parametrilor fizico-chimci ai apei bazinelor, 20 filtre interioare pentru acvarii, 1
compresor pentru aerare $i un sistem de dehumidificare a aerului din laborator pentru
protectia aparaturii si echipamentelor impotriva coroziunii, a starii de sdnatate a personalului

de cercetare si a peretilor laboratorului.
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Rezultatele inregistrate in urma testarii celor doud populatii, prin cele doud cai de

testare din punctul de vedere al rezistentei la hipertermie: 1. supunere la crestere treptata a

valorii temperaturii $i 2. supunere la soc termic, au fost incluse intr-un tabel in vederea

analizei ulterioare din punct de vedere statistic (tabelele 2 si 3).

Tabelul 2

Tabelul cu evidenta testarii liniei criorezistente de guppy la hipertermie

prin cresterea treptata a valorii temperaturii

Ziua | Nr. indivizi testati Intervalul Indivizi grav afectati | Indivizi pierduti
nr. temperaturii | comportamental si
Criorezistenti | Martor | de testare | fiziologic

Criorezistenti | Martor | Criorezisten{i | Martor
1 30 30 28-32°C 0 0 0 0
4 30 30 28-34°C 0 0 0 0
7 30 30 28-36°C 0 0 0 0
10 30 30 28-38°C 0 2 0 0
13 30 30 28-40°C 1 5 0 0
16 30 30 28-41°C 1 6 0 1
19 30 30 28-42°C 2 9 0 3

Tabelul 3
Tabelul cu evidenta testarii liniei criorezistente de guppy la hipertermie
prin supunere la soc termic
Ziua | Nr. indivizi testati Intervalul Indivizi grav afectati | Indivizi pierduti
nr. temperaturii | comportamental si
Criorezistenti | Martor | de testare fiziologic

Criorezistenti | Martor | Criorezistenti | Martor
2 30 30 28-32°C 0 0 0 0
5 30 30 28-34°C 0 1 0 0
8 30 30 28-36°C 0 2 0 0
11 30 30 28-38°C 1 5 0 1

Se pot observa, din rezultatele prezentate in tabelele 2 si 3, faptul ca loturile studiate s-

au comportat diferit de cele martor in ambele situafii experimentale (crestere treptatd si soc
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termic). Acolo unde valorile observate au fost diferite de 0 si analiza statistica a fost posibila,
s-a aplicat testul y* (a se vedea in tabelul 4) pentru compararea valorilor observate
experimental (loturi criorezistente expuse la hipertermie) cu cele asteptate (loturile martor
expuse la hipertermie in aceleasi conditii). Cu ajutorul acestui model de calcul statistic s-a
putut vedea faptul ca loturile experimentale difera statistic foarte semnificativ din punctul de

vedere al rezistentei la hipertermie fata de loturile martor care sunt vizibil mai sensibile.

Tabelul 4
Tabel de calcul a valorilor ¥ si a semnificatiei lui
Fenotipuri | Valori Valori | Deviatia d’ d*/f, v P si
obsevate | asteptate | (d) sau semnificatia
(fo) (fa) (fo-fa)
S40cl 3,3333 | 16,6667 | -13,3334 | 177,7796 | 161,1129 ) P>>0,001
R40cl 96,6667 | 83,3333 | 13,3334 | 177,7796 | 94,4463 | 255,5592 oAk
S41cl 3,3333 | 20,0000 | -16,6667 | 277,7789 | 13,8889 )y P>>0,001
R41cl 96,6667 | 80,0000 | 16,6667 | 277,7789 | 3,4722 | 17,3611 oAk
S42cl 06,6667 | 30,0000 | -23,3333 | 544,4429 | 18,1481 ) P>>0,001
R42cl 93,3333 | 70,0000 | 23,3333 | 544,4429 | 7,7778 | 25,9259 roxk
S38cl 3,3333 | 16,6667 | -13,3334 | 177,7796 | 161,1129 ) P>>0,001
R38cl 96,6667 | 83,3333 | 13,3334 | 177,7796 | 94,4463 | 255,5592 oAk

Explicatiile aferente abrevierilor din tabel: S40cl — Sensibili la 40°C prin crestere lenta a
temperaturii; R40cl - Rezistenti la 40°C prin crestere lenta a temperaturii; S41cl — Sensibili la
41°C prin crestere lenta a temperaturii; R41cl - Rezistenti la 41°C prin crestere lentd a
temperaturii; S42cl — Sensibili la 42°C prin crestere lenta a temperaturii; R42cl - Rezistenti la
42°C prin crestere lentd a temperaturii; S38cl — Sensibili la 38°C prin soc termic; R38cl -
Rezistenti la 38°C prin soc termic; *** - Diferentd foarte semnificativa.

Toate aceste rezultate sustin ipoteza colectivului de cercetdtori din Turcia (Karayticel
et al 2006), aceeasi gena care confera indivizilor criorezistenta fiind implicata si in adaptarea
pestilor guppy la hipertermie si, mai mult decat atat, aceasta gena X-linkatd isi dezvaluie
identitatea ca o gena care conferd rezistentd la soc termic, fiind deci responsabila de
codificarea unei HSP (proteind de soc termic = heat shock protein) sau a unei catene
polipeptidice din componenta acesteia. Oricum, valorile obtinute aratd clar ca, pe langa gena

majord in cauza, termorezistenta pare sd fie un caracter fenotipic determinat si de alfi factori
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genetici, fie ei cu implicatii minore, lucru observat §i in activitatile anterioare, atunci cand
pestii au fost tratafi prin hipotermie.

Varietatea Red Blond din descrierea noastra, utilizata ca genitor (parinte) in procedeul
de ameliorare poate fi, in lipsa, nlocuitd cu orice varietate care nu prezintd caracterul Half-
Black. Varietatea Half-Black Black nu este nici ea obligatorie spre utilizat in procedeu, dar
este obligatoriu ca varietatea care o inlocuieste sa prezinte caracterul Half-Black, adica una
din genele Nigrocaudatus (exemple de varietati: Half-Black Red, Half-Black Blue, Half-
Black Yellow, Half-Black White). Procedeul elaborat de noi este redat schematic in figura 1,
unde: P = parinti, G = gameti, F; = prima generatie rezultatd in urma incrucisarii, Fg =
generatie rezultatd in urma retroincrucisarii.

Linia rezistentd la hipertermie obtinuta de noi (caz particular) folosind ca genitori
varietdtile Red Blond si Half-Black Black se caracterizeaza prin urmatoarele trasaturi
coloristice mascule: are corpul de tip sdlbatic, colorat normal, incluzand cel mai frecvent
nuante de rosu, albastru iridescent, galben, verde, negru si uneori alb metalizat. Acesta aduce
mult cu tiparele coloristice observate la guppy silbatic. Inotitoarele caudali si dorsald sunt
puternic pigmentate si au o culoare rosie-caramizie. Corpul masculilor are o lungime standard
(SL) medie de 2,6 cm, iar inotatoarele caudald si dorsald au o lungime caracteristica
varietatilor ornamentale, prima reprezentand la maturitate 8/10 din lungimea standard a
corpului. Femelele prezintd un colorit de tip sdlbatic si o dimensiune corporald (SL) la
maturitate de 5,0 cm.

Cele mai importante trasaturi ale liniei termorezistente (adicd criorezistente +
hipertermorezistente) sunt aspectele legate de toleranta simultand la frig si hipertermie.
Referitor la toleranta la frig: linia este homozigota la locusul pentru criorezistenta, se dezvolta
si se Tnmulteste fara probleme la temperaturi de 17-19°C, supravietuieste cateva ore la 10-
12°C si cateva zile la 14-16°C. Referitor la toleranta la temperaturi ridicate: linia rezistd la
peste 30°C cateva zile, iar la 38°C cateva ore. Pestii sdnatosi dintr-o astfel de linie suporta un
soc termic de 8°C peste valorile optimale de crestere fara a inregistra mortalitafi.

Daca formele parentale, crescute la 22-24°C ating dimensiunea de vanzare (1,8-2,0 cm
SL masculii s1 2,5-3,0 cm SL femelele) la varsta de 61-62 zile, linia termorezistenta atinge
aceeasi dimensiune de vanzare la varsta de 65-67 zile daca este crescuta la 17-19°C si la 58-60
zile daca este crescuta la 30°C. Specificam ca efectul heterozis se observa la indivizii din Fg
doar daca 1i comparam cu formele parentale pure initiale s1 nu daca se compara cu femelele

mame din generatia F;. Restul caracteristicilor nu diferda fatd de majoritatea varietatilor
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comune de pesti guppy, asa cum nici cerintele lor fatd de parametri optimi de crestere nu

difera.
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1.

Revendicari

Procedeu biotehnologic de obtinere a unei (unor) linii de pesti ornamentali guppy
(Poecilia reticulata) termorezistenti, adicad criorezistenti si totodatda rezistenti la
hipertermie, aceastd din urma calitate manifestandu-se prin toleranta la temperaturi de
38°C pentru o durata de cateva ore, la temperaturi usor peste 30°C pentru o durata de
cateva zile si prin dezvoltarea normala a indivizilor la temperaturi de 30°C.

Procedeu biotehnologic de obtinere a unei (unor) linii de pesti guppy conform
revendicarii 1 care, aflata (aflate) in stare de sanatate corespunzatoare, suporta socuri
termice pozitive de pana la 8°C peste valorile optime de viatd, fard a inregistra
mortalitati semnificative.

Procedeu biotehnologic de ameliorare a pestilor guppy si de producere a unei (unor)
linii de pesti conform revendicarilor 1 si 2, care pot fi crescuti in conditii mai vitrege
de temperaturd decat cei obisnuiti, la valori suboptimale si supraoptimale, pestii fiind
curabili de unele boli prin expunere la hipertermie si tolerand mai bine stresul termic

si oscilatiile de temperatura din timpul transportului pe lunga durata.
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Individ
criorezistent

3XNi 0 SEXNani C?Xni 0 SEXnani
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Indivizi criorezistenti puri

A 4 A 4
Lot martor Testare la hipertermie
A 4 A 4

Indivizi termorezistenti

Figura 1. Schema obtinerii si testarii liniei termorezistente de pesti guppy.
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Anexa 2

PESTII DE LABORATOR SI POLUAREA APEIL LINKAJUL SEXUAL SI EXPRESIA
GENELOR DE CULOARE - ELEMENTE IMPORTANTE PENTRU DETECTIA
DISRUPTORILOR ENDOCRINI

loan Valentin PETRESCU-MAG'?, Laurentiu Radu LOZINSKY '

"Universitatea de Stiinte Agricole si Medicind Veterinard Cluj-Napoca
’SC Bioflux SRL

Abstract: Laboratory fish and water pollution. The sex-linkage and color gene
expression — important emements for endocrine disruptors detection. In the paper,
authors debate and describe fish strains, possible crosses and color traits, whose manipulation
can offer detection of the endocrine disruptors (ED) from waters. A breeding program based
on sex-linkage is presented as an easier method for genotype identification in the
experimental guppy lots.

Keywords: xenoestrogen, guppy, Poecilia reticulata, endocrine disruptors.
Introducere

Lucrarea prezintd linii de pesti, posibile incrucisari si o serie de caractere de culoare,
prin a caror manipulare se optimizeaza detectia disruptorilor endocrini (ED) din apa. ED sunt
poluanti de naturd chimica ce au potentialul de a juca partial rolul unor hormoni steroidici in
organismul animal. Originea ED este multipla dar, in toate cazurile, acestia sunt rezultati ca
urmare a activitdtilor antropice. Dintre precursorii ED amintim: pesticidele, erbicidele,
fungicidele, combinatii ale acestora, gaze de esapament si alte emisii de gaze. Doi dintre ED
cel mai cunoscuti sunt dioxina si vinclozolinul. Ei au un efect similar administrarii de
estrogeni, de aceea aceastd categorie de substante poartd denumirea de xenoestrogeni (Toft &
Guillette 2004).

Pestele guppy ca organism model

O specie foarte frecvent utilizatd ca bioindicator sau biomonitor al calitatii apei este,
dupa cum mentionam mai sus, pestele guppy (Poecilia reticulata) numit si pestele milionar,
originar din Trinidad, Barbados, Guyana, Venezuela si nordul Braziliei (Bud 2002). Aceasta
specie, datoritd dimorfismului sdu sexual pronuntat (Winge & Ditlevsen 1947; Lindholm &
Breden 2002; Petrescu-Mag & Bourne 2008), poate fi utilizata in mod special, pentru detectia
unor ED din mediul acvatic (Baatrup & Junge 2002; Kristensen et al 2005). La guppy,
masculul prezintd ornamentatii i un colorit viu, spre deosebire de individul femel care este
foarte putin colorat si prezintd o altd forma a corpului. Reproducerea este bazata pe o
fecundatie internd a icrelor (Winge 1937), masculii prezentand un organ copulator cu ajutorul
caruia depun spermatoforii in orificiul genital al femelelor. ED intervin in dezvoltarea
normald a pestilor, perturband diferentierea sexuald (Baatrup & Junge 2002) si coloritul
normal al pestilor (Kristensen et al 2005), indicele gonopodial si gonosomatic (Toft &
Guillette 2004), numarul spermatoforilor (Toft & Guillette 2004), frecventa secventelor de
curtare (Baatrup & Junge 2002; Kristensen et al 2005), sau provoacd malformatii somatice
progeniturii (Petrescu-Mag 2007).
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Varietiti si linii ideale pentru cuantificarea efectului disruptiv

Existd o multitudine de varietdfi de culoare la pestele guppy si un numar aproape
inepuizabil de linii consangvine create pentru deliciul acvariofililor, pentru cercetarea
fundamentald sau pentru piata acvariofila. Cunoasterea geneticii si a numerosilor factori care
interactioneaza cu genele in dezvoltarea ontogenetica a acestor pesti, face posibila crearea de
loturi caracterizate printr-o serie de elemente de culoare care inlesnesc cuantificarea nivelului
de ED din apa sau, mai bine zis, a intensitatii efectului disruptiv. Efectuarea unor studii de
ecotoxicologie presupun detinerea unor linii foarte omogene genotipic §i fenotipic. Posesia
acestor linii, cresterea si reproducerea lor, pastrarea nealteratd a caracterelor coloristice si a
omogenitdfii lor depind de cunoasterea catorva elemente de geneticd si a unor legi care
guverneaza expresia §i transmiterea ereditard a caracterelor de culoare importante in
cuantificarea intensitdfii factorului disruptiv. Vom prezenta in continuare cateva varietdfi din
care se pot creea sau pastra linii ideale pentru studiile de ecotoxicologie.

Varietatea de guppy Red Blond (varietatea rosie) este cea mai potrivita din punctul de
vedere al posibilitatii cuantificarii suprafetelor pigmentate cu rosu (Orange area, Houde
1992) de pe corpul pestilor. Cuantificarea se poate face digital pe fotografii, iar corelarea
marimii suprafetelor rosii cu prezenta hormonilor androgeni se bazeazd pe faptul ca
testosteronul este un reglator cheie al sintezei de pteridina rosie (Jayasooriya et al 2002; Rodd
et al 2002). Varietatea se caracterizeaza prin homozigotie la locusul autosomal blond (bb;
Goodrich et al 1944) si caracterul cantitativ Y-linkat Orange area. Prezenta xenoestrogenilor
impiedica sau Intarzie masculinizarea si implicit colorarea specifica a masculilor, cu atat mai
mult cu cat efectul disruptiv este mai puternic, sau cu cat ED este mai abundent.

Varietdtile de tip salbatic (cu conditia ca lotul sd fie omogen) prezinta avantajul
posibilitdtii cuantificarii marimii, intensitatii $1 numarului petelor negre de pe corp, care vor fi
corelate cu vigoarea masculilor. Masculii care exprima caracterele in doze reduse sunt
catalogati ca maturizati sexual cu Intarziere sau feminizati din cauza efectului ED. Neajunsul
acestor linii este acela ca petele negre mascheaza petele rosii, care nu mai pot fi cuantificate
corect.

Varietatea Blue Metallic se caracterizeaza printr-un corp albastru iridescent. Coloritul
corpului se datoreaza caracterului determinat poligenic (Y-linkat) Iridescent area (Brooks &
Endler 2001) si gena autosomala blue, care poate fi de doua tipuri: european blue (1r;) sau
(1‘21‘2).

Varietatea Half-black Black se caracterizeazd printr-un corp negru aproape complet.
Hipermelanismul este determinat de prezenta genei dominante Nigrocaudatus 1 (Nybelin
1947) sau Nigrocaudatus 11 (Dzwillo 1959). Ambele sunt sex-linkate si de obicei apar pe
cromosomul X. Negrul acestor gene este intensificat si extins de poligene melanistice si de
gena Bep (Black caudal peduncle). La aceastd varietate, In procesul de selectie a genitorilor,
trebuie avut in vedere faptul ca femelele heterozigote X, Xni pot impurifica linia.

Varietatea Micariff este complet galbena. Coloritul sa datoreaza genei autosomale
golden (Goodrich et al 1944) si caracterului cantitativ Iridescent area (Brooks & Endler
2001).

Identificarea sexului genetic folosind gene marker

Lucrarea are ca si contribufii originale utilizarea si aplicarea linkajului sexual in vederea
identificarii sexului genotipic la pestii guppy atunci cand intervin factorii perturbatori ai
dezvoltarii somatice si diferentierii sexuale (ED). In unele cazuri, ED nu doar cd reduc
intensitatea coloritului si masculinitatea, ci feminizeaza complet o parte din indivizii masculi,
iar raportul dintre sexe in loturile experimentale este un alt indicator care ne poate furniza
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informatii despre intensitatea efectului disruptiv al ED sau despre concentratia lui. Genele
marker Ni I si Ni Il (lat. Nigrocaudatus) ne pot informa concret despre sexul fiecarui individ
in parte, in loturile experimentale, deoarece genele Ni se exprima atit la masculi cét si la
femele (figura 1; Petrescu-Mag et al 2008).

Elementele originale au fost elaborate gratie studiilor genetice la guppy, finantate de
catre ANCS prin CEEX-Biotech 140/2006 si adaptate pentru monitorizarea apei de catre SC
Bioflux SRL. O parte din aceste proiecte tehnologice sunt sub incidenta dreptului de
proprietate intelectuald si apartin in exclusivitate Universitatii de Stiinte Agricole si Medicina
Veterinara Cluj-Napoca (Petrescu-Mag et al 2007).

Xni YO XN,' XNi

EEXN'Xni.

Backcross

C?XNi 0 EEXNani C?Xni 0 EEXnani

FB

Figure 3. Procedeul de identificare a genotipurilor prin sex-linkage (CEEX 140/2006) (P —
paringi; G — gameti; F1 — prima generatie dupa incrucisarea paringilor; Fg — prima generatie
dupa retroancrucisare; X si Y — cromosomii sexului; Ni — gena mutanta dominanta; ni — alela
sdlbatica de la locusul Ni).
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Alte specii bioindicatoare de pesti

Tot in ecotoxicologie, sunt utilizate si alte specii de poeciliizi precum Xiphophorus
helerii s1 gambuziile (Gambusia holbrooki, G. affinis). La fel de bine ar putea fi utilizate alte
trei specii ale genului Poecilia: P. parae (Bourne & Sammons 2008), P. wingei si P. picta, cu
conditia ca ele sa fie reproduse 1n acvarii pentru obtinerea loturilor necesare (intrucat sunt mai
putin frecvente). Ele prezinta polimorfism coloristic puternic, apropiat de cel al pestilor

guppy.
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LABORATORY FISH AND WATER POLLUTION. THE SEX-LINKAGE AND
COLOR GENE EXPRESSION -
IMPORTANT EMEMENTS FOR ENDOCRINE DISRUPTORS DETECTION
(Summary)

Since the early part of this century, the millionfish (Poecilia reticulata) has been the
subject of scientific inquiry in several disciplines, and ecotoxicology is one of them.

Endocrine disruptors are chemicals from different sources but all of them are resulted
from the anthropic activity (e.g. pesticides, herbicides, gases of combustion, and so forth).
Most important endocrine disruptors are so called xenoestrogens (antiandrogenic disruptors).

Authors debate and describe fish strains, possible crosses and color traits, whose
manipulation can offer detection of the endocrine disruptors from waters. A breeding program
based on sex-linkage is presented as an easier method for genotype identification in the
experimental guppy lots. The breeding program of the research was based on a Red Blond
male x Half-Black Black female cross, followed by a backcross of F1 females with the initial
Red Blond male.

The present study was funded by ANCS and monitorized by CNMP — Biotech (2006-
2008).
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Anexa 3

LINHANI Odd

COTD VIVITIY VINYIWOHE NIG SDINHAL FLILS 30 VINIOVIY
VOLALINIILS TUVIAZNED nnuad yIVNOLLYN VIIVLIMOLOY
oA eEpida gns

VoOdVN-IMTD ¥YOINHAL YALVLIISHIAIND

12 V'S VINVATISNVHL OdX3

T THISNANT 1S JHEW0D 3d VHAWYD
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