PN-111-P2-Parteneriate 53PTE/2016 - Tehnologie de selectie si ameliorare genetica
Tn vederea cresterii profitabilitatii acvaculturii sturionilor
ACRONIM: INOVTEHNOSTUR

Etapa Il1l. Validarea in mediul industrial a tehnologiei de selectie, crestere si
ameliorare a unor linii de acvacultura cu caracteristici morfo-productive
superioare.
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Activitati etapa I11:

Activitatea I11.1 Recoltare, transport si stocare de probe biologice.

Activitatea 111.2 Analiza expresiei genice la genele corelate cu productia de carne si calitatea
superioara a carnii la sturioni.

Activitatea 111.3 Integrarea datelor moleculare si biochimice n vederea stabilirii unui protocol
metodologic de sexare timpurie la sturioni.

Activitatea I11.4. Estimarea condifiei hibridului in raport cu masuratori fenotipice (geomorfometrie)
pentru loturi crescute in diferite sisteme de productie (sistem deschis versus sistem recirculant).
Activitatea 111.5. Monitorizarea cresterii si realizarea selecriei indivizilor avand performanse de
crestere superioare si carne de calitate superioara n vederea obyinerii unui stoc valoros cu utilitate Tn
acvacultura.

Activitatea 111.6 Diseminarea rezultatelor prin prezentarea la conferinfe nagionale si/sau
internationale, publicarea de articole stiingifice si completarea paginii web a proiectului.

REZUMAT

Identificarea timpurie a sexului sturionilor prin metode moleculare poate avea o importantd economica foarte
ridicatd. Aflarea sexului indivizilor incd dintr-un stadiu incipient poate ajuta piscicultorii, acestia putandu-se
concentra doar asupra productiei de caviar ori doar asupra celei de carne, prin cresterea separata a femelelor fata
de masculi. In acest mod se pot evita costurile cresterii comune a acestora.O altd problematici de mare interes in
acvacultura este si cea legatd de calitatea produselor oferite pe piatd. Selectarea indivizilor care posedd o
productie de crescutd de carne, dar mai ales o calitate superioard a acesteia, precum si dezvoltarea unor linii
ameliorate, poate creste intr-un mod semnificativ productivitatea si, implicit, profitabilitatea fermelor piscicole.
Prin urmare, a fost selectat un panel optim de markeri corelati cu calitatea si cantitatea carnii, respectiv cu
sexarea timpurie Tn cazul hibridului Best Beluga: genele ar, star, cypl7A1, dmrtl, foxL2, sox9,gh siigf. Toti
markerii selectati au fost analizati prin metode moleculare in vederea stabilirii unor protocoale de sexarea
timpurie, respectiv de selectie a indivizilor cu caracteristici morfo-productive superioare. Genele dmrtl, cypl7Al
si ar par a avea o expresie specificd implicatd 1n procesele de dezvoltare gonadald pentru hibridul Best Beluga.
Totodata, au fost observate diferente in expresia markerilor intre femele si masculi doar pentru genacypl7Al, in
cazul gonadelor. Nu au fost observate diferente in expresia markerilor la femele si masculi pentru tesuturile
prelevabile fara sacrificarea individului (muschi alb si inotatoare anald) si nu au putut fi stabilite corelatii certe
intre markerii moleculari selectati si calitatea carnii indivizilor.

Tn ultimii ani au fost optimizate tehnologii specifice cresterii intensive a larvelor si puilor de sturioni pani la talia
de comercializare. Odatd insa cu dezvoltarea tehnologiilor si sistemelor de crestere intensiva a sturionilor a
aparut necesitatea obtinerii unor linii de descendenti si/sau hibrizi, care vor mosteni caracterele pozitive de la
parintii lor in vederea Tmbunatatirii indicatorilor tehnologici In conditii intensive de exploatare.Actualmente cel
mai popular hibrid, atat pe plan European cat si national, este reprezentat de bester, acesta avand o serie de
calitati ce il recomanda atat pentru productia de carne cat si de caviar. Prin retroincrucisarea femelelor de bester
cu mascul de morun s-a obtinut hibridul best beluga (BB) a caror trasaturi morfometrice, productive si de
plasticitate tehnologica au fost evaluate in cadrul prezentului proiect.

Activitatea I1.1 Recoltare, transport si stocare de probe biologice.

Pentru realizarea analizelor moleculare bazate peADN si ARN, au fost colectate de la indivizii selectati
de Best Beluga (hibrid Bester (Huso huso @ X Acipenser ruthenus &) @ X Huso huso &), crescuti in
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acvaculturd,urmatoarele tipuri de probe: muschi alb, ficat, rinichi, gonade si Tnotatoare anald. Probele
recoltate Tn vederea analizelor de ARN au fost prelevate in reactiv de stabilizare a ARN, RNAlater
RNA (Qiagen), transportate la 4°C pana in laborator, pastrate peste noapte la 4°C in frigider si apoi
transferate la -80°C in congelator conform protocolului de pastrare pe termen lung. Probele recoltate
pentru analizele de ADN au fost stocate in tuburi cu etanol absolut, la 4°C.lzolarea de ARN total
pentru experimentele de expresie genica s-a realizat din fragmente de tesut de aproximativ folosind
kitul RNeasy Mini Kit (Qiagen) si protocolul recomandat de producator pentru gonade, rinichi, ficat si
inotatoare anald in timp ce pentru muschi alb a fost utilizat kitul RNeasy Fibrous Tissue Mini Kit
(Qiagen). Digestia cu deoxiribonucleaza a fost realizatd pe minicoloane utilizdnd kitul RNase-Free
DNase Set (Qiagen). Dupa izolare s-a utilizat spectofotometrul BioSpec-Nano (Shimadzu) pentru
determinarea concentratiei si puritatii ARN total. Ulterior, ARN total a fost evaluat din punct de vedere
al integritatii folosind kitul RNA 6000 Nano Kit (Agilent) si aparatul 2100 Bioanalyzer
(Agilent).Extractia si purificarea ADN genomic s-a realizat din fragmente de tesut prelevate din
inotitoare anali de la hibrizii de Best beluga. In acest scop, s-a utilizat protocolul clasic de izolare prin
liza celulard cu pronaza si sodiu dodecil sulfat, digestia ARN cu ribonucleaza, precipitarea proteinelor
cu amestec fenol-cloroform si precipitarea ADN cu etanol absolut. S-a evaluat concentratia si puritatea
probelor ADN genomic obtinute prin metoda spectrofotometrica.

Activitatea I11.2 Analiza expresiei genice la genele corelate cu productia de carne si calitatea
superioara a carnii la sturioni. Activitatea I11.3 Integrarea datelor moleculare si biochimice in
vederea stabilirii unui protocol metodologic de sexare timpurie la sturioni.

Identificarea precoce a femelelor reprezintd o necesitate pentru crescatorii de sturioni, datorita scaderii
costurilor asociate cresterii comune a indivizilor pand la varsta cand identificarea sexului este posibila.
Sturionii nu prezintd dimorfism sexual 1n nici un stadiu al dezvoltarii, ceea ce transforma identificarea
precoce a sexelor intr-o adevarata problema specifica doar sturioniculturii. Pentru diferentierea precoce
a sexelor au fost incercate mai multe metode.

Studiile citogenetice in cazul pestilor au aratat cd in jur de 10%, din cele 176 de specii studiate,
prezinti cromozomi de sex ce pot fi distinsi pe baza cariotipului (Devlin si Nagahama, 2002). In cazul
sturionilor nu s-au observat aceste tipuri de cromozomi, unul dintre motive fiind numarul mare de
cromozomi din genomul acestora (Keyvanshokooh si Gharaei, 2010).

Tn cazul studiilor genetice au fost testate tehnici precum RAPD (Random Amplified Polymorphic
DNA), AFLP (Amplified Fragment Lenght Polymorphism) si ISSR (Inter-Simple Sequence Repeats)
acestea bazandu-se pe analiza fragmentelor de ADN si observarea posibilelor diferente dintre sexe
(Wuertz et al., 2006; Keyvanshokooh et al., 2007; McCormick et al., 2008). A fost secventializata
genasox pentru a se observa posibile diferente intre sexe (McCormick et al., 2008). De asemenea, s-au
Tncercat tehnici substractive prin compararea secventelor de la sexul homogametic cu cele de la sexul
heterogametic in vederea observarii posibilelor diferente de secventdin zonele vecine regiunii ce
determina sexul (Devlin si Nagahama, 2002; McCormick et al., 2008). Au fost testate si metode de
proteomica pentru observarea diferentelor in expresia proteica dintre testicule si ovare (Keyvanshokooh
et al., 2009). Studiul proteomului a aratat diferente In expresia proteicd, dar proteinele respective nu
erau implicate 1n diferentierea sexuala.

Principalii markeri moleculari analizati in vederea corelarii cu sexarea timpurie si cu calitatea carnii la
hibridul de acvacultura Best beluga sunt:



- Gena ar (androgen receptor) are rol principal in diferentierea sexuala la masculi in cazul
vertebratelor.

- Gena dmrtl (doublesex and mab-3 related transcription factor 1) este posibil implicatd in dezvoltarea
sexuald a masculilor la sturioni.

- Gena sox9 (sex-determining region Y-box 9) este implicata in cazul vertebratelor in diferentierea
testiculelor.

- Gena foxL2 (forkhead box L2) este exprimatda in special in ovare si este implicatd in sinteza de
estrogeni.

- Gena cypl7A1 (cytochrome P450 family 17 subfamily A polypeptide 1) codifica pentru un factor de
transcriere din celulele Leydig fiind implicata in dezvoltarea testiculelor.

- Gena star (steroidogenic acute regulatory protein).

In cazul markerilor ADN asociati cu calitatea carnii, au fost identificati deja o serie de markeri corelati
cu o crestere a productiei, dar si cu fermitatea fileului: genele myoD1, igf, mstnla, mstnlb sigh
(Johansen si Overtuf, 2005; Chen et al., 2015).

Analiza markerilor

In vederea optimizarii si analizei ulterioare a nivelurilor de expresie in cazul genelor asociate cu
determinarea sexului in tesuturi cu origine embrionard diferita, la indivizi de Best beluga apartinand
unor clase de varstd diferite, dupa determinarea integritatii ARN, a fost realizatd reactia de
reverstranscriere folosind kitul iScript Reverse Transcription Supermix for RT-gPCR (BioRad). Numai
probele de ARN avand valoarea RIN (RNA Integrity Number) peste 8 au fost utilizate pentru
reverstranscrierea in ADNc.Protocolul si volumele utilizate pentru reactia de reverstranscriere sunt
prezentate in tabelul 1.

Tabel 1. Reactivii si volumele necesare pentru reverstranscrierea ARN total in ADNCc.

Reactiv Volum
5X iScript Reaction Mix 4 ul
ReverstranscriptazaiScript 1yl
ARN total (circa 100 ng/pul) 1yl
H,0 ultra-purilibera deribonucleaze 14 pl
Volum final 20 pul

Dupa revers transcriere s-a trecut la reactia qPCR pentru care a fost utilizat kitul iQ SYBR Green
Supermix (BioRad). Aparatul de gPCR a fost iCycler iQ Real-Time PCR Detection System (BioRad),
pentru care s-a utilizat programul prezentat in tabelul 2.

Pentru curba de calibrare au fost utilizate sase puncte cu dilutii seriale diferite (1000, 100, 10, 1, 0,1 si
0,01 ng/reactie). Genele f-actin, gapdh si ARNr28S au fost alese drept gene de referinta.

Datele, reprezentate de valorile Cq (Threshold Cycle) au fost obtinute cu ajutorul software-ului
aparatului iCycler iQ Real-Time PCR Detection System (BioRad). Pentru calcularea nivelului de
expresie s-a utilizat media aritmeticd a replicatelor tehnice si a celor biologice (Cq). Pentru
normalizarea datelor s-a scazut Cq gena de referinta (toate cele trei gene de referinta actb, gapdh si
ARNTr 28S) din Cq gend de interes (Vandesompele et al., 2002). Pentru testele statistice de diferentiere
s-a utilizat one-way ANOVA cu corectia Tukey pentru comparatii multiple in cazul markerilor foxL2,
cypl7Al, ar, sox9 si star, in timp ce pentru dmrtl s-a utilizat t-test deoarece se exprima doar in gonade.

Tabel 2. Programul reactiei Real-Time PCR.

Denaturare Denaturare | Hibridizare Extindere .. o
95°C 95°C 58°C 72°C .

Curba de topire
53-98°C

+—
©
©




5 minute 30secunde .~ 30secunde 30 secunde Crestere de 0,5°C la 10 secunde
36de cicluri

In cazul studiului realizat in 2012 de Berbejillo et al., autorii observa ca in probele de la Acipenser
baerii din stadiu imatur (3 ani) are loc expresia genelor dmrtl si cyp17A1 dar la nivel mai mic in creier,
muschi, ficat, branhii si rinichi decat genele sox9, Ih si ar. Autorii prezintd expresia genei igfl ca fiind
ridicatd in ficat in timp ce expresia genei star era ridicati in rinichi. In cazul studiului nostru, pentru
muschi alb, nu a fost detectatd expresia genelor cypl7Al, star, dmrtl si sox9, in timp ce expresia
genelor foxL2 si ar este prezentd. Diferentele dintre expresiile genelor la masculi si femele in cazul
acestui organ sunt nesemnificative statistic. Tn studiul publicat de Leng et al.(2016), autorii observa
expresia genei dmrtl in muschi, la Acipenser sinensis, atat la femele, cat si la masculi, lucru pe care noi
nu I-am observat in cazul hibrizilor Best Beluga.

Expresia genelor foxL2, cypl7A1, ar si sox9apare in cazul ficatului, in schimb nu a fost detectata
expresia genelor dmrtl si star. Nu au fost observate diferente statistic semnificative intre masculi si
femele din punct de vedere al expresiei markerilor.In cazul rinichiului apare expresia genelor foxL2,
cypl7Al, ar, sox9 si star, in schimb nu a fost detectatda expresia genei dmrtl. Nu au fost observate
diferente statistic semnificative intre masculi si femele din punct de vedere al expresiei
markerilor.Pentru gonade s-a observat ca gena foxL2 nu prezinta diferente semnificative intre femele si
masculi, la fel ca siar, dmrtl, sox9 saustar, in timp ce pentru cypl7Al s-au observat diferente
semnificative.Pentru aceasta, in cazul masculilor, expresia este mai ridicata. Berbejillo et al.(2012),
ntr-un studiu pe sturionul siberian, observa ca pentru gonade, urmatoarele gene au avut expresie mai
ridicatd in cazul masculilor: dmrtl, cypl7Al, star, ar, lh si igfl. Autorii nu au observat diferente
statistic semnificative pentru gena sox9 ceea ce a fost observat si in analizele noastre.

Tn 2013, Berbejillo et al., au testat genele dmrtl si Sox9 pentru a observa daca existd dimorfism intre
expresia de la femele si cea de la masculi si au semnalat ca gena dmrtl se exprima statistic semnificativ
mai mult in cazul masculilor speciei Acipenser baerii, la indivizi de trei ani, in timp ce gena sox9 nu
prezinta diferente intre femele si masculi. Leng et al., 2016, observa in cazul speciei Acipenser sinensis
ca expresia genei dmrtl este mai ridicata in cazul testiculelor fatd de ovare, mai ales la indivizi de trei
si patru ani. Fajkowska et al., 2016, observa o expresie statistic semnificativd mai ridicatd in cazul
genei dmrtl de la masculi fata de femele pentru nisetru. Prin studii de secventializare de noua
generatie, Hagihara et al., 2014, observa in cazul speciei Acipenser gueldenstaedtii, o expresie
semnificativ diferita pentru indivizii prezumtiv masculi fatd de indivizii prezumtiv femele, in cazul
genelor gsdf (Gonadal Somatic Cell Derived Factor), foxL2, hsd17B1 (Hydroxysteroid (17-5)
Dehydrogenase 1) si cypl9Ala (Cytochrome P450, Family 19, Subfamily A, Polypeptide 1a), in timp
ce pentru genele dmrtl, Ih, igfl, star, cypl7A1l si ar nu observa diferente in cazul juvenililor de noua
luni. Yue et al., 2015, observa ca in gonadele de la indivizi din specia Acipenser sinensiscu varsta de
trei ani nu exista diferente intre expresia genelor dmrtl, sox9 si gsdf.in cazul inotitoarei anale, s-a
observat expresia genelor foxL2, cypl17A1l, ar, sox9 si star, dar nu si expresia genei dmrtl. Nu au fost
observate diferente statistic semnificative intre masculi si femele din punct de vedere al expresiei
markerilor. Analiza inotatoarei anale avea in vedere posibila discriminare dintre femele si masculi fara
sacrificarea acestora. Din pacate, in stadiul de juvenil nu se observa diferente de expresie.

Verificarea expresiei markerilor intre organe

Pentru toti indivizii selectati, au fost analizate si diferentele de expresie genicd intre diferitele organe
studiate cu scopul de a observa daca expresia genelor este specificd in gonade sau daca este ubicuitara.



S-a observat ca gena dmrtl se exprima doar in cazul gonadelor, atat pentru femele, cat si pentru
masculi, iargena foxL2 este exprimatd in toate organele investigate, atdt pentru femele, cat si pentru
masculi, fard o diferentd semnificativd de expresie intre gonade si celelalte organe. Pentru gena
cypl7Al se observa diferente semnificative in cazul masculilor, intre expresia din gonade si cea din
celelalte organe, expresia fiind mai ridicatd in cazul gonadelor. Pentru femele expresia cypl7Al nu
diferd intre organele investigate.

Tn cazul genei ar se observa, pentru masculi, o expresie semnificativ diferitd intre testicule si rinichi,
dar nu si intre testicule si celelalte tesuturi. Pentru femele, expresiaar este semnificativ mai mare intre
ovare si rinichi, respectiv Intre ovare si muschiul alb.

Tn cazul genelor sox9 si star nu se observa diferente semnificative intre expresia din gonade si expresia
din celelalte organe.

Analiza genelor corelate cu productia superiaori de carne

In cazul unor specii cu importanti economici ridicati(salmonide, ciprinide),au fost deja stabiliti o serie
de markeri moleculari corelati cu productivitatea si calitatea carnii. Identificarea unor polimorfisme
mononucleotidice (SNP - Single Nucleotide Polymorphism) la nivelul acestor markeri a putut fi
corelatd cu o serie de caractere productive, printre care si fermitatea fileului.

Tn vederea analizei propriu-zise, s-a realizat desemnarea temperaturii optime de hibridizare a primerilor
specifici unor secvente din interiorul genelor igf si gh. Primerii au fost desemnati pentru specii pure de
sturioni utilizdnd baza de date GenBank si s-a Tncercat utilizarea lor pentru hibrizii Best beluga. Pentru
a creste probabilitatea amplificarii, au fost utilizati primeri degenerati. Dupa etapa de optimizare a
temperaturii de hibridizare a primerilor, au fost selectati pentru reactia de secventiere primerii GH 2
(amplicon de 200 pb), IGF1B (amplicon de 382 pb) si IGF 2 (amplicon de 600 pb). Toate celelalte
perechi de primeri nu au generat amplificari satisfacatoare. Ampliconii obtinuti pentru toti indivizii
analizati, au fost purificati cu kitul Wizard SV Gel Purification System (Promega) conform
instructiunilor producétorului si apoi supusi reactiei de secventiere folosind kitul Big Dye Terminator
v3.1 (Life Technologies). Produsii de amplificare au fost precipitati utilizand kitul BigDye
XTerminator (Life Technologies). Nu au fost identificate polimorfisme concludente care sa poata fi
asociate cu calitatea si cantitatea de carne in cazul hibrizilor analizati.

Activitatea 111.4. Estimarea conditiei hibridului in raport cu masuratori fenotipice (geomorfometrie)
pentru loturi crescute in diferite sisteme de productie (sistem deschis versus sistem recirculant).
Activitatea I11.5. Monitorizarea cresterii si realizarea selectiei indivizilor avind performante de

crestere superioare si carne de calitate superioard in vederea obtinerii unui stoc valoros cu utilitate
in acvacultura.

Pentru compararea trasaturilor morfologice s-au selectat loturi de hibrizi (bester si bestbeluga), cega si
morun ce au fost crescute in sistem recirculant evaluarea fenotipica facandu-se dupa aproximativ 6 luni
din momentul popularii sistemului (masa medie la populare a fost de 10 g) In ceea ce priveste
descrierea morfometrica pentru diferitele specii de sturioni, literatura de specialitate ofera informatii
modeste, studiile care urmaresc modul cum anumite caractere sunt transmise descendentilor fiind
extrem de restranse. Datele obtinute sunt importante din punct de vedere stiintific, avand totodata a
importanta practicd deosebitd deoarece va permite identificarea proportiilor corpului care sunt cele mai
avantajoase din punct de vedere tehnologic precum si a valorii comerciale a diferitelor cohorte si linii
genetice de sturioni.



Tabel 3. Valorile absolute pentru caractere biometrice' cuantificate la hibrizi si speciile parentale

BB BESTER CEGA MORUN
Nr. Mean  Standard Mean Standard  Mean Standard  Mean Standard
crt. Deviation Deviation Deviation Deviation
1 Ls/L 0.89° 0.28 0.78" 0.03 0.77° 0.04 0.76" 0.01
2 Lf/L 091  0.14 0.87 0.05 0.87 0.03 0.86 0.02
3 Lra/L 059° 0.10 0.73? 0.03 0.58° 0.06 0.58° 0.01
4 Lrad/L  0.62° 0.09 0.76% 0.03 0.59° 0.01 0.60° 0.01
5  Lrap/lL  0.26° 0.04 0.30° 0.02 0.35% 0.48 0.24° 0.01
6 LC/L 0.24° 0.04 0.282 0.02 0.29° 0.01 0.23° 0.00
7 Dpo/LC 0.53% 0.03 0.53? 0.04 0.56° 0.08 0.49°¢ 0.02
8  Lp/L 0.11%  0.02 0.18" 0.02 0.13a° 0.01 0.19° 0.01
9 Do/LC  0.28° 0.02 0.33% 0.06 0.29° 0.05 0.26°¢ 0.03
10 Ic/c 052° 0.03 0.50° 0.05 0.44% 0.08 0.51° 0.02
11  Lg/C 0.32° 0.02 0.28° 0.04 0.17°% 0.02 0.37°¢ 0.02
12 ICg/C 0.41% 0.02 0.38° 0.05 0.33°¢ 0.02 0.43° 0.01
13 ICm/C 026  0.02 0.27 0.29 0.25 0.02 0.29 0.02
14 Ipo/C 052% 0.03 0.59° 0.06 0.58° 0.03 0.43° 0.02
15 Im/C 0.22° 0.02 0.21° 0.03 0.172 0.02 0.21° 0.02

Pentru evaluarea morfometrica au fost masurate 16 caractere biometrice si 3 caractere meristice
cuantificate pentru ambele parti ale corpului in vederea evaludrii ulterioare a gradului de asimetrie.
Toate masuratorile au fost efectuate in vivo dupa ce pestii au fost anesteziati cu MS222.Valorile medii
relative pentru caractere biometrice cuantificate la hibrizii bester si bestbeluga sunt redate in tabelul 4.
Caracterele masurabile la nivelul corpului s-au exprimat in procente din lungimea totala a corpului (L),
in timp ce caracterele masurabile la nivelul capului au fost exprimate in procente din lungimea capului
(LC).S-au observat diferente semnificative statistic intre valorile relative ale majoritatii caracterelor
masurabile pentru cei doi hibrizi si speciile parentale (Tabelul 3). Cele mai mari diferente s-au
observat in caracterele capului. Lungimea relativa a capului a fost mai mare cu 4% la BB fata de bester,
rostrul acestor pesti a fost mai scurt cu aproximativ 7%, iar latimea capului la nivelul gurii a fost mai
mare cu 3% fata de hibridul bester.

Morfologic, hibridul Best Beluga seamana destul de bine cu hibridul bester iar in cazul de fata
majoritatea caracterelor meristice, demonstreaza mostenirea patroclinala si apropierea de morun
(Tabelul 4).

Tabel 4. Valorile medii ale caracterelor meristice evaluate pentru hibrizii best si Best Beluga

Min-max MediatSD  Min-max MediatSD
Numarul de scuturi dorsale 10-11 10.8£0.44  10-13 11.33+0.98
Numarul de placi laterale stanga 36-40 38.4+1.51  33-46 39.91+3.60
Numarul de placi laterale dreapta 37-41 39.2+1.48  35-45 39.83+2.72
Numarul de scuturi ventrolateral stanga 9-11 9.8+0.83 8-11 9.75+1.05
Numarul de scuturi ventrolateral dreapta 9-10 9.4+0.54 9-11 9.91+0.90

'L-Lungimea totald; Ls - Lungime standard; Lf - Lungimea la furca; Lra - Lungimea de la vérful rostrului pand la
marginea anterioard a anusului; Lrad - Lungimea de la varful rostrului pana la marginea anterioard a dorsalei; Lrap-
Lungimea de la varful rostrului pdna la marginea anterioard a pectoralei; LC- Lungimea capului; Dpo - Distanta
preorbitala; Lp - Lungimea inotdtoarei pectoral;, Do - Distanta intre ochi, IC - Latimea maxima a capului, Lg-Lungimea
gurii, ICg - Ldtimea capului la nivelul gurii; ICm - Ldtimea capului la baza mustatilor; Ipo -Lungime preorala, Im-
Lungime mustati, Sd-Numdrul de scuturi dorsal.



Nivelul de similitudine al hibrizilorcu speciile parentale a fost estimat pe bazavalorile indicelui hibrid
(HI) determinat deecuatia sugerata de Verigin si Makeeva (1972):HI = 2 [100 (Mh - Mf) / (Mm - Mf) -
50],unde Mh este valoarea medie a unui caracter la forma hibrida, Mf este valoarea sa medie la specia
materna siMm este valoarea sa medie la specia paterna. Valori negative ale HI indica faptul ca hibridul
a deviat sprespecia materna si valoarea pozitiva indica deviatia spre specia paterna. Astfel, daca pentru
bester proportiile Lrap/L, Lp/L, LC/L, ICg/Csunt mostenite de la mama, in cazul hibridului Best Belugasunt
mai degraba mostenite de la tata (la morun si BB pectoralele sunt mai lungi, capul mai scurt si mai lat
la nivelul gurii).
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Figura 1. Diagrama distributiei indexului hibrid (pe abscisa (X), caracterele; pe ordonata (), valorile
corespunzatoare indexului hibrid)
Pentru evaluarea performantelor tehnologice s-au comparat cele doua linii hibride in conditiile cresterii
atat in sisteme recirculante cat si in sistem deschis. Astfel, in conditiile cresterii in sistem deschis, in
primele 70 de zile de crestere, hibrizii Best Beluga au prezentat rate de crestere zilnice usor superioare
hibridului bester, pentru toate clasele de talie testate.

Tabel 5. Indicatori de performanta tehnologica pentru hibrizii bester si Best Beluga, diferite clase de talie,
crescuti in sisteme deschise

CM1-BB CM2-BB | CM3-BB | CM1-B CM2-B CM3-B
Greutatea initiala medie (g/ex) 40.80 19.72 3.05 40.06 22.58 4.14
Greutatea finala medie (g/ex) 253.50 227.08 85.41 244.63 216.41 78.76
SGR (% BW/zi) 2.61 3.49 4.76 2.58 3.29 4.27
Rata zilnica de crestere - (9/kg/zi) 3.04 2.96 1.18 2.92 2.91 1.02
FCR (9/9) 0.61 0.58 0.61 0.62 0.58 0.77

Apoi, rata de crestere a hibrizilor bester a incetinit, iar pand la varsta de 9 luni,diferenta de greutate dintre
specimenele de sturioni Best Beluga si besters-au ridicat la peste 23% (Tabelul 6) in ambele variante de densitate

testate (D1-10kg/m?® si D2 -20 kg/m®).

Tabel 6. Indicatori de performanta tehnologica pentru hibrizii bester si Best Beluga in diferite densitati de
stocare in conditiile cresterii in sisteme deschise

BB
D1 D2 D1 D2
Masamedieinitiala (g) 161.56 165.50 180.11 183.86
Masamediefinala (g) 466.20 405.63 351.33 314.95
Spor individual de crestere(g) 304.64 240.13 171.22 131.09
Rata de crestere (%) 188.56 145.09 95.06 71.29
SGR (% BW/zi) 2.789 2.614 1.758 1.416
Rata conversieFCR (g/g) 0.737 0.723 0.842 0.850
Densitatea de stocare (kg/m2) 10.36 20.69 10.74 20.55




Monitorizarea cresterii hibridului BB in sisteme recirculante a evidentiat un ritm de crestere usor
accelerat pentru hibridul BB, dupa 9 luni de crestere masa medie a acestuia depasind 600 g pentru
densitatea de 18 kg/m? (Tabel 7).

Tabel 7. Indicatori de performanta tehnologica pentru hibridul Best Beluga in diferite densitati de stocare in
conditiile cresterii in sisteme recirculante

Variante experimentale D1 D2 D3 D4
Indicatori de crestere 3 luni 6 luni
Masa medie initiala (g) 10.00 30.00 22.00 41.00
Masa mediefinala (g) 22.00 41.00 224.00 310.00
Spor individual de crestere (g) 12.00 11.00 202.00 269.00
Rata de crestere (%) 120.00 36.67 918.18 656.10
Rata conversieFCR (g/g) 0.78 0.60 0.75 0.90
Densitatea de stocare (kg/m2) 1.00 2.40 21.00 36.00
9 luni
Masa medie initiala (g) 335.21 334.73 333.93 337.12
Masa medie finala (g) 613.46 556.09 541.82 544.97
Spor individual de crestere (g) 278.25 221.36 207.89 207.85
SGR (% BW/zi) 1.59 1.34 1.27 2.26
Rata conversieFCR (g/g) 0.85 0.91 0.97 0.97
Densitatea de stocare (kg/m2) 8 12 15 18

Pe langa evaluarea performantei tehnologice la hibrizii bester (B) si Best Beluga (BB), in conditiile
cresterii in diferite densitati de stocare s-a evaluat, prin cuantificarea parametrilor biochimici si a
markerilor specifici,si raspunsul fiziologic la stresalacestora. Astfel, pentru BB s-au testat densitati
cuprinse intre 8 si 18 Kg/m? (pentru talia de 335g/ex). La finalul studiului in care s-a urmarit influenta
densitatii de stocare asupra indicatorilor de crestere, inclusiv greutatea medie finala, cresterea in
greutate si rata de crestere specifica au prezentat valori mai bune la densitati mai mici; cu toate acestea,
eficienta hranei, raportul de eficientd a proteinelor, indicele hepato-somatic si indicele viscero-somatice
nu au diferit In mod semnificativ Intre densitatile testate (p> 0,05). Stresul s-a manifestat prin cresterea
hemoglobinei si a numarului de de eritrocitela stocurile mentinute la densitate ridicata. Nivelul MDA
(malondialdehida, marker de stress oxidative) si alcortizolului nu a fost semnificativ (p <0,05) diferit
intre densitatile testate. Pentru compararea performantei de crestere si a raspunsului fiziologic la stres
a celor doi hibrizi s-a realizat un experiment in care s-au testat 2 densitati de stocare anume, 20 kg/m?
si 30 kg/m? (Tabel 8 si Tabel 9). Evaluarea rezultatelor a evidentiat faptul ca hibrizii B au avut un nivel
sensibil mai mare al cortizolului comparativ cu hibrizii BB, in ambele densitati. De asemenea, in ceea
ce priveste performanta de crestere putem spune ca hibridul BB a avut o performanta mai buna decat
hibridul B si, in ceea ce priveste raspunsul la stres, hibridul BB a avut o tolerantd usor mai mare la
densitatea de stocare (Tabel 9).

Tabel 8. Indicatori tehnologici pentru evaluarea performantei de crestere a hibrizilor bester si Best Beluga la
diferite densitati in sisteme recirculante
BB B
D1 D2 D1 D2
Greutatea initiala medie (g/ex) 493.38 948.18 488.43 941.18
Greutateafinalamedie (g/ex) 746.15 1295.82 724.85 1209.55

SGR (% BW/zi) 092  0.69 088 056
FCR (g/g) 141 184 185  2.37
PER 145 111 110  0.86
Productia kg/m2 2156 31.68  20.94 29.57

Tabel 9. Indicatori hematologici si biochimici pentru evaluarea raspunsului fiziologic la stresul de densitate a
hibrizilor bester si Best Beluga in conditiile cresterii in sisteme recirculante
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BB B

D1 D2 D1 D2
average stdev average stdev  average stdev  average stdev
Nr. Eritr. (eritr./pl sangeX 106) 0.62 0.14 044 0.06 0.43 0.10 0.58 0.13

Hematocrit (%) 20.87 330 2252 3.90 29.16 3.12 29.10 2.09
Hemoglobina (g/dL) 5.86 051 5.96 0.98 6.57 0.57 6.17 0.60
VEM (um) 351.07 8535 52456 11493 707.65 136.77 520.59 94.39
HEM (pg) 98.12 16.00 139.14 2959 159.39 29.31 11029 21.17
CHEM (g/dL) 28.55 3.27  26.63 2.56 22.68 2.43 21.18 0.79
MDA (g/dL) 1.13 0.70 1.35 0.16 1.77 0.48 1.87 0.49
Proteine (g/dLser) 3.39 031 3.60 0.25 4.00 0.24 3.86 0.34
Glucoza (mg/dLser) 88.93 1.74  86.06 2.62 88.78 0.97 91.07 1.66
Lizozim (U/mL) 7.12 0.77 7.49 0.71 8.45 0.61 8.38 0.71
Cortizol (ng/mL) 43.18 0.49 4359 0.54 43.89 0.49 44.30 0.55

In conditiile cresterii industriale a hibridului Best Beluga in regim de temperatura optima,

rata de supravietuire din momentul ecolzarii pana la juvenili de 5-10 g este de aproximativ 50-55%.
Indicele cresterii in greutate a hibrizilor BB a fost mai mare decat cel al hibrizilor cu medie de 22%.
La varsta de 1,5 ani media greutatii hibridului BB a fost de 2673.33 kg in timp ce media greutatii
hibridului B a fost de 2081.5. In cazul hibridului BB insa variabilitatea a fost considerabil mai mare
(CV=30.4%) fata de hibridul bester (CV a fost de numai 18.6%).

In ceea ce priveste talia maxima BB a ajuns la 4,5 kg pana la varsta de 1,5 ani fata de numai 3 kg
pentru bester la aceeasi varsta.

Hibridizarea dintre speciile anadrome si potamodrome sugereaza un efect considerabil de heteroza in
prima generatiec (bester F1). Retroincrucisarea acestuia cu specia parentala Huso huso (mascul)
demonstreaza o ratd de crestere mai mare decat cea a hibridului bester. Prin urmare, hibridul Best
Beluga poate fi evaluat ca un hibrid promitator pentru industria sturionicola.

Activitatea 111.6 Diseminarea rezultatelor prin prezentarea la conferinte nationale si/sau
internationale, publicarea de articole stiintifice si completarea paginii web a proiectului.
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