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lostrita pentru cresterea in acvacultura si reintroducerea in mediul natural
Acronim: ACVALOSTEH

Etapa Il. Obtinerea stocului de descendenti de lostrita cu parametri morfo-productivi
superiori si elaborarea tehnologiei de crestere a acestora in conditii de acvacultura.
Activitatea Il.1. Recoltarea, transportul si conservarea de probe biologice de la descendentii de
lostritd obtinuti In urma incrucisarilor selective.

Activitatea I1.2. Obtinerea primelor linii de descendenti de lostritd cu parametri morfo-productivi
superiori utile atdt pentru cresterea in acvacultura, cat si pentru activitati de repopulare a
habitatelor naturale.

Activitatea 11.3. Caracterizarea geneticdi a descendentilor de lostrita cu ajutorul markerilor
moleculari.

Activitatea 11.4. Selectarea descendentilor avand caracteristici morfo-productive superioare si
grad ridicat de adaptabilitate in vederea obtinerii unui stoc valoros de lostrita.

Activitatea I1.5. Elaborarea unei noi tehnologii de reproducere si crestere a lostritei in conditii de
acvacultura specifice tarii noastre.

Activitatea 11.6. Diseminarea rezultatelor prin prezentarea la conferinte nationale si/sau
internationale, publicarea de articole stiintifice si completarea paginii web a proiectului.

REZUMAT

Cresterea lostritei In captivitate a demarat initial in ferme piscicole dedicate altor specii de salmonide, dar
cu timpul, In urma acumularii graduale de experientd privind conditiile de crestere a lostritei, s-a
demonstrat cd este nevoie totusi de unele cerinte aparte, speciale pentru punerea in practicd a unei
tehnologii eficiente.

Metodele de identificare a variabilitatii genetice din cadrul populatiilor de pesti au fost imbunatatite pe
misura inregistririi unor noi progrese in domeniul markerilor moleculari. In ultimii ani, datoriti mai
multor avantaje, markerii nucleari (diferite secvente repetitive, gene) au devenit markerii preferati pentru
analiza variabilitatii genetice in cadrul speciilor si/sau populatiilor, respectiv in vederea evaluarii
caracterelor morfo-productive in cadrul stocurilor din acvacultura.

Descrierea morfologica si analiza morfometrica au fost primele metode utilizate pentru a defini speciile,
dar tehnicile de biochimie si biologie moleculara si-au gésit rapid locul in astfel de cercetari. Pe baza
rezultatelor obtinute, putem afirma cé utilizarea markerilor moleculari in scopul evaluarii si caracterizarii
structurii genetice a genitorilor si descendentilor de lostrita din acvaculturd este necesard deoarece este
esentiald obtinerea unor linii de descendenti cu adaptabilitate si caractere morfo-productive superioare,
daca intentionam ca aceastd specie fanion a fluviului Dundrea sa nu dispara definitiv. Generatiile de
descendenti selectionati pe criterii morfologice si genetice, cu caracteristici superioare, pot fi utilizate
ulterior atat in acvaculturd, pentru a reduce presiunea asupra populatiilor din sélbaticie, cat si pentru
repopularea habitatelor naturale, ocupate traditional de lostrita.

Tehnologia de reproducere artificiald si crestere a lostritei cuprinde mai multe etape, dupd cum urmeaza:
selectarea unui lot de genitori caracterizati din punct de vedere morfologic si genetic, evaluarea starii
reproductive a acestora, transportul, stationarea si cresterea genitorilor, recoltarea produselor sexuale (icre
si lapti), fecundarea, incubarea in incinte special amenajate si obtinerea generatiilor de descendenti. In
contextul perfectiondrii tehnologiilor de crestere intensive, actualul proiect a reusit sa clarifice ntr-o
anumitd masurd numeroasele aspecte tehnologice legate de obtinerea, adaptarea si cresterea lostritei in
conditii de captivitate.



Activitatea I1.1. Recoltarea, transportul si conservarea de probe biologice de la descendentii de
lostrita obtinuti in urma incrucisarilor selective.

Pentru recoltarea probelor de tesut de la descendentii de lostrita obtinuti in prima generatie se
recolteaza o portiune mica din inotatoarea codala cu ajutorul unor foarfece sau a unui bisturiu.
Persoana care colecteazd probele trebuie sd poarte manusi care se dezinfecteaza cu spirt
medicinal intre doud recoltari succesive. De asemenea, foarfecele trebuie sa fie bine dezinfectat
intre doud colectari. Marimea portiunii de inotdtoare trebuie sa fie foarte redusa, pentru a nu
afecta exemplarele care sunt incd intr-un stadiu incipient de viata si nu au dimensiunile unor
adulti. Ulterior, fiecare proba de inotatoare va fi stocata separat in tuburi de centrifuga care contin
etanol de concentratie superioara (96-100%). Intreaga portiune de tesut trebuie si fie complet
imersata 1n alcool si sd nu fie expusa contactului cu aerul. Etanolul permite pastrarea tesutului la
temperatura camerei si nu este necesar ca recipientul cu proba sa fie refrigerat. Fiecare tub se
eticheteaza corespunzator iar informatiile trecute pe etichetd se refera la specia de la care s-a
colectat proba, localitatea, numarul probei, data colectarii probei. Depozitarea probelor se face la
-20°C. Izolarea ADN genomic se realizeaza avand la baza un procedeu clasic de extractie care se
desfagoara in mai multe etape: i. omogenizarea tesutului prin procedee chimice; ii. indepartarea
membranelor lipidice utilizdnd detergenti; iii. Indepartarea proteinelor (cu proteaze §i prin
precipitare cu solventi organici) si ARN (cu ribonucleazd); iv. precipitarea ADN in solutie
alcoolica concentrata (izopropanol).

Activitatea 11.2. Obtinerea primelor linii de descendenti de lostrita cu parametri morfo-
productivi superiori utile atdt pentru cresterea in acvaculturad, cat si pentru activitati de
repopulare a habitatelor naturale. Activitatea 11.3. Caracterizarea genetica a descendentilor de
lostrita cu ajutorul markerilor moleculari. Activitatea I1.4. Selectarea descendentilor avind
caracteristici morfo-productive superioare si grad ridicat de adaptabilitate in vederea obtinerii
unui stoc valoros de lostrita.

Genomul pestilor prezintd multe secvente genetice repetitive, dintre acestea microsatelitii
prezentand cel mai mare interes pentru realizarea testelor pe bazd de ADN. Microsatelifii sunt
secvente repetitive scurte, de 2-9 pb, dispersate in intregul genom si cu un inalt grad de
polimorfism. Acesta din urma reflecta mostenirea genetica si permite detectarea diferentelor intre
diferiti indivizi. Analiza la nivel molecular a descendentilor s-a realizat si cu ajutorul markeri
nucleari de tipul microsatelitilor. Astfel, in urma acestor analize, prin tehnica de genotiparea, este
posibil sd determindm originea acestora, dar si nivelul de heterozigotie al liniilor/stocurilor de
acvacultura si distanta genetica dintre acestea. Analiza markerilor microsateliti s-a realizat n
cazul tuturor descendentilor viabili rezultati in urma incrucisdrilor controlate a reproducatorilor
de lostrita.

Dupa izolarea ADN genomic din fragmentele de Tnotdtoare, puritatea si concentratia probelor
ADN a fost verificata spectrofotometric prin citirea solutiilor de ADN la un spectrofotometru de
tip NanoDrop8000.

Microsatelitii au fost amplificati prin reactii PCR multiplex, iar ulterior, analiza s-a realizat prin
electroforeza capilara cu detectie in fluorescenta. Locii analizati au prezentat la toti indivizii un
profil diploid, ceea ce inseamna ca pentru fiecare individ analizat a fost obtinut un singur semnal
(corespunzator pentru doua alele identice - individ homozigot) sau doua (corespunzatoare pentru
doua alele diferite-individ heterozigot). Marimile alelelor obtinute dupa amplificare sunt
prezentate in tabelul 1.



Tabel 1. Locii analizati, secventa primerilor si marimea alelelor obtinute.

Locus Secventa primerilor (5°-->3’)/ Motiv repetitiv | Numar Marimea
marcator fluorescent de alele alelelor (pb)

GATAS501 | F: HEX-tgacccctcacaggcaaag (GACA), 2 155-159
R: gtactntattgtgattctgcgaatgcc

GACA448 | F: HEX-gaactggtctactgaggaggtg (GACA)17(CA)s | 6 187-259
R: gacgtattcaacttttccaaaccct

GACA142 | F: HEX-gacgtattcaacttttccaaaccct (GATT)y 3 275-287
R: ctccgttcaccgctatcag

GACA5L59 | F: FAM-tgttttgtttggaccagtcaagtaacg (TS)ss 8 206-226
R: aagtctgaatactcaataatcaattgcagg

HLJZ023 F: FAM-caagaggctccgcaggtt (ACA)s 5 262-283
R: ctggcagtttgctcagat

OMM1064 | F: NED-agaatgctactggtggctgtattgtga | (ACAG),(ACA | 5 147-231
R: tctgaaagacaggtggatggttcc G)2(ACAAAC)

(ACAG),

GATA31 F: FAM-acagtgcatccctagccatc (GATA) s 3 216-234
R: gaccaggacccatagggaat

TAR101 F: HEX-cagagcacaccaagcagag (CTTT),, 5 218-238
R: agggcaagtcattccagtc

ONE2 F: FAM-ggtgccaaggttcagtttatgtt (GA)12 6 209-239
R: caggaatttacaggacccaggtt

Locii cu aceeasi temperaturd de hibridizare au fost amplificati in aceeasi reactie de tip PCR
multiplex. Astfel, locii GATA501, GACA448, HLJZ023, OMM1064, TAR101si ONE2 au fost
amplificati intr-o reactie 6-plex, locit GACA142 st GACAS59 au fost amplificati intr-o reactie de
tip 2-plex, iar locusul GATA3L1 a fost amplificat individual.

Au fost stabilite genotipurile indvizilor analizati. Locusul cu cel mai ridicat grad de polimorfism
a fost reprezentat de GACASS59, cu opt alele identificate in lotul analizat, iar locusul cel mai putin
polimorf a fost GATAS501, cu doud alele. Dupa stabilirea genotipurilor, pentru fiecare dintre
indivizii analizati au fost calculati urmatorii parametri: frecventa alelica, indicele PIC
(Polymorphic Information Content), heterozigotia observata (H,), heterozigotia asteptatd (He)
(Tabel 2). Valorile PIC au fost calculate utilizand resursa online “PIC calculator”
(https://www.liverpool.ac.uk/~kempsj/pic.html), Tn timp ce restul indicilor statistici au fost
determinati cu ajutorul programului Genetix 4.05.2 (Belkhir et al., 2004).

Tabel 2. Indicii statistici care estimeaza variabilitatea genetica la descendentii analizati.

Locus Marimea Frecventa PIC He Ho
alelelor alelici

GATA501 155 0,4402 0,5087 0,5726
159 0,5598 0,3652

GACA448 187 0,1350 0,7750 0,8158 0,9870
199 0,1350
211 0,2300
217 0,0833



https://www.liverpool.ac.uk/~kempsj/pic.html

247 0,2500
259 0,1667
GACA142 275 0,5000 0,4876 0,5897 0,6256
279 0,2500
287 0,2500
GACAS559 206 0,0417 0,8254 0,8682 0,9866
212 0,2500
214 0,1667
216 0,0833
218 0,0417
220 0,1667
222 0,1667
226 0,0833
HLJZ023 262 0,2917 0,6987 0,7623 0,6123
268 0,1667
271 0,2083
277 0,0833
283 0,2500
OMM1064 147 0,2500 0,7454 0,7964 0,6118
165 0,3333
181 0,1250
219 0,2083
231 0,0833
GATA31 216 0,2500 0,5129 0,6058 0,5733
228 0,2500
234 0,5000
TAR101 218 0,1250 0,7214 0,8113 0,8857
222 0,2500
226 0,1250
234 0,2917
238 0,2083
ONE2 209 0,2500 0,8876 0,8439 0,7875
215 0,1250
219 0,1250
231 0,1250
235 0,1250
239 0,2500

Rezultatele obtinute de noi pentru locii analizati demonstreaza ca acesti markeri prezintd un grad
semnificativ de polimorfism si pot fi utilizati pentru caracterizarea descendentilor.

O parte a cercetarilor au urmarit aspecte morfologice ale cresterii indivizilor de lostritd. O noud
abordare in acest sens este studiul unor. Pana in prezent, markeri moleculari asociati cu procesul
de crestere nu au fost analizati la Hucho hucho, ci la alte specii din familia Salmonidae (Salmo
salar, Oncorhynchus mykiss) (Fleming et al., 2002; Salem et al., 2012; Sun et al., 2012; Pefialoza



et al., 2013; Tsai et al., 2014; Nazari et al., 2016). Markerii vizati au fost molecule implicate n
crestere: miostatina, hormonul de crestere sau factorul de crestere insulin-like. Rezultatele au
ardtat cd mutatii punctiforme de tip SNP (Single Nucleotide Polymorphism) in secventa
nucleotidica a genelor ce codifica proteinele amintite pot fi corelate cu rata cresterii indivizilor
analizati. Prin analogie, acesti markeri pot fi studiati si pentru lostrita pentru a putea accelera
ritmul de crestere si de dezvoltare a indivizilor in acvacultura.

Miostatina (MSTN), cunoscuta si ca factorul de diferentiere a cresterii — 8 GDF-8, este exprimata
la pesti in diverse tipuri de tesuturi printre care muschi scheletic, branhii, creier, ovar, avand
astfel functii suplimentare, nu doar in procesul de crestere al muschiului scheletic (Nazari et al.,
2016). Miostatina are rol de reglator negativ in procesul de crestere, mutatiile punctiforme
ducand la inactivarea proteinei prin modificarea procesului de expresie genica sau a splicingului
(Rebhan si Funkenstein, 2008). Au fost descoperite mai multe variante ale genei mstn la pesti,
polimorfismele determinate la nivelul genei demonstrand variabilitatea genei. Aceasta variatie a
nucleotidelor este asociatd cu modificari ale procesului de crestere, ceea ce recomanda studiul
acestui marker pentru imbunatatirea cresterii in acvacultura (Nazari et al., 2016).

La vertebrate, hormonul reglator principal al cresterii este hormonul de crestere (GH — Growth
Hormone), stimuland cresterea scheletica si a muschilor (Fleming et al., 2002). Speciile de
salmonide au dobandit in urma tetraploidizarii (Allendorf si Thorgaard 1984), doud gene diferite
ce codifica pentru hormonul de crestere — GHI si GH2 (Phillips et al., 2004). Studiile pe
salmonide aratd ca GH stimuleaza acumularea de proteine si de lipide, ceea ce duce la o crestere
rapida. Cu toate acestea, nu a fost demonstrat cad administrarea de GH speciilor din acvacultura
conduce la schimbiri ale procesului de crestere a acestora (Fleming et al., 2002). In ceea ce
priveste polimorfismele SNP in genele pentru GH, au fost identificate astfel de mutatii corelate
cu dezvoltarea indivizilor de salmonide la speciile Salvelinus alpinus (Tao et al., 2003), Salmo
salar (Ryynanen si Primmer, 2004), Oncorhynchus mykiss (Gorji et al., 2016).

In ceea ce priveste factorul de crestere insulin-like IGF1 (Insulin-like Growth Factor 1), acesta
este o proteind mediator a efectelor GH, producerea lor fiind stimulatd de GH (Moriyama et al.,
2000; Tsai et al., 2014). Gena IGF1 este conservata la salmonide cu o identitate de secventa de 93
— 98% si poate fi consideratd un marker de crestere la pesti datoritd rolului sdu In sistemul de
reglare GH (Moghadam et al., 2007; Tsai et al., 2014). Asadar, studiul IGF1 ar putea duce la
imbunitatirea performantelor cresterii salmonidelor in acvacultura. In cadrul acestei gene au fost
observate polimorfisme asociate cresterii la specia Salmo salar (Tsai et al., 2014).

Probele de inotatoare au fost prelevate de la juvenili de lostrita separati si crescuti in doud loturi:
Lotul 1 — indivizi cu o crestere lenta si Lotul 2 — indivizi cu o crestere rapida. Au fost utilizate
patru perechi de primeri pentru amplificarea unor fragmente genice posibil implicate in
influentarea ratei de crestere.

Pentru regiunea SaMSTNb23 s-a observat amplificarea unui fragment de 600 pb, pentru regiunea
SaMSTND33 s-a obtinut tot un fragment de 600 pb, pentru regiunea GH1_intl_3 s-a obtinut un
fragment de 900 pb, pentru regiunea IGF_Pex1 s-a obtinut un fragment de 700 pb. Ampliconii au
fost purificati cu protocolul kitului Wizard SV Gel (Promega) din produsul de PCR. Elutia
fragmentelor s-a realizat in 50 pl apa ultrapura si ampliconii purificati au fost introdusi in reactia
de secventiere. Secventele obtinute au fost editate manual cu BioEdit, verificate prin BLAST cu
secvente de referintd si aliniate unele fata de altele pentru a observa prezenta unor posibile
polimorfisme. Dupa descarcarea secventelor de referinta identificate pentru fiecare fragment
amplificat in parte, secventele obtinute in laborator au fost aliniate fatd de acestea pentru
identificarea unor posibile polimorfisme de secventa la nivel inter-specific (Figurile 1-4).



Analizand aliniamentul secventelor proprii amplificate cu SaMSTNb23 si SaMSTNb33, pot fi
identificate urmatoarele mutatii punctiforme: 3T>A,65A>T,101G>T,104C>T,6 114G >
A, 453 T > C si 492 C > G, in cadrul secventelor amplificate cu SaMSTNb23, respectiv 491 A >
G, in cadrul secventelor amplificate cu SaMSTNb33. Aceste polimorfisme nu sunt caracteristice
tuturor indivizilor dintr-un lot. Avand in vedere aceste rezultate, polimorfismele evidentiate la
nivelul genei pentru miostatind nu pot fi asociate cu cresterea indivizilor si dirijarea selectiei In
acvaculturd. Desi lostrita face parte din aceeasi familie cu specii precum Salmo salar sau
Oncorhynchus mykiss, avand o identitate de secventa in raportul BLAST pentru miostatina de
94-96% cu aceste doud specii, se pare ca semnalizarea cresterii este controlatd diferit Tn cazul
lostritei. Asadar, markerii SaMSTNb23 si SaMSTNb33 nu sunt adecvati pentru analiza genetica a
cresterii diferentiate a lostritei. Analiza BLAST ofera informatii cu privire la regiunile genice cu
care secventele studiate prezinta similaritate. Astfel, secventele amplificate cu SaMSTNb23 au
similaritate cu regiunea promotor a miostatinei 1b de la Salmo salar. Secventele amplificate cu
SaMSTNDb33 au similaritate cu regiune reglatoare a secventei JN990753.1 (Salmo salar),
regiunea 3" a intronului 1 si regiunea 5° a exonului 2 ale secventei AJ316006.2 (Salmo salar) si
cu exonul 2 al secventei DQ138300.1 (Oncorhynchus mykiss). Comparand secventele analizate si
cele de referinta, regiunile identice numeroase confirma identitatea secventelor proprii cu grupul
genelor pentru miostatind, dar polimorfismele observate nu oferd informatii cu privire la
diferentele intre specii.

Cateva exemple de astfel de polimorfisme ar fi: 14 T>C,86 C>A,93G>T,129G>T, 135C
>T,156 T>C,162A>T,175T>G,176 G>C,218 A>G,252T>C,257A>C, 2711 A > G,
299 T > G, 305 T > A, 332 A>T, 380 G > C din secventa AJ316006.2, referinta pentru
SaMSTNDb23, si 86 G > C (DQ138300.1), 99 T > A (DQ138300.1), 112 A > G (DQ138300.1),
65, 129, 135 A > T (AJ316006.2, DQ138300.1, JN990753.1), 132 G > T (DQ138300.1), 71, 135,
141 G > C (AJ316006.2, DQ138300.1, JN990753.1), 81, 145, 151 A > G (AJ316006.2,
DQ138300.1, JN990753.1), 83, 147, 153 G > T (AJ316006.2, DQ138300.1, JN990753.1), 103,
173 C > A (AJ316006.2, JN990753.1), 110, 174, 180 T > A (AJ316006.2, DQ138300.1,
JN990753.1), 114, 178, 184 T > G (AJ316006.2, DQ138300.1, JN990753.1), 180 T > C
(DQ138300.1), 114, 214 A > G (AJ316006.2, JN990753.1), 160, 224, 230 A > C (AJ316006.2,
DQ138300.1, JN990753.1), 181, 251 G > A (AJ316006.2, JN990753.1), 207, 277 C > G
(AJ316006.2, JN990753.1), 304 C > G (DQ138300.1), 263, 333 G > C (AJ316006.2,
JN990753.1), din cadrul secventelor de referintd pentru SaMSTNb33. Se poate observa ca in
cazul markerului SaMSTNDb33, apar multe diferente intre secventele proprii si cele de referinta.
Acestea ar putea sta la baza neconcordantei rezultatelor studiilor anterioare si rezultatele
prezentate.

Aceleasi perechi de primeri (SaMSTNb23 si SaMSTNDb33) au fost folosite pentru prim data de
Pefialoza si colab. la specia Salmo salar, si au observat ca polimorfismul 1086 C > T din regiunea
reglatoare a miostatinei este asociat cu modificari in procesul de crestere. De asemenea, Salem et
al., au realizat un studiu ce a presupus secventierea transcriptomului tesutului muscular provenit
de la indivizi din specia Oncorhynchus mykiss cu crestere rapida si crestere lentd. Acestia au
observat cd majoritatea polimorfismelor ce afecteaza cresterea se regasesc in regiunea reglatoare.
Astfel, se poate spune cd localizarea polimorfismelor joacd un rol important in dezvoltarea
indivizilor.

Analizand aliniamentul secventelor proprii amplificate cu perechea ce primeri GH1 intl_3, au
fost identificate urmatoarele polimorfisme: 56 G>T, 116 G> A, 165T>A,314 A>T, 419C>
T,425T>C,467C>T,536 C>A,558C>T,625A>T,644 A>T,647T>C,655T>C,
659 T>C,660C>G,672C>G,734T>G,744C>A 751 T>A, 7711 A>T, 771 C>T, 772



G >T, 772 A > T. Nici in acest caz nu se poate trage o concluzie cum ca aceste polimorfisme ar
fi implicate in procesul cresterii. Asadar, markerul GH1 intl 3 nu este unul potrivit pentru
analiza diferentelor de crestere la specia Hucho hucho. in literatura, gena pentru hormonul de
crestere GH1 a fost identificatd la alte specii, in special Salmo salar, ca fiind un marker al
cresterii prin detectarea polimorfismelor de secventa (Ryynanen si Primmer, 2004).

Raportul BLAST confirma identitatea secventelor studiate, acestea avand similaritate cu secventa
dintre regiunea 3" a intronului 1 si regiunea 5 a intronului 3 al genei pentru hormonul de crestere
la speciile Coregonus lavaretus (AB001865.1) si Salmo salar (M21573.1). Comparand
secventele analizate si cele de referintd au fost identificate o serie de polimorfisme: 5 A > T
(AB001865.1), 7 A> G (AB001865.1), 50 G > T (M21573.1),22 C > T (AB001865.1),80C>T
(M21573.1), 64, 96 T >A (M21573.1, AB001865.1), 67, 99 G > A (M21573.1, AB001865.1),
100 T > G (AB001865.1), 109 T > C (AB001865.1), 187 T > C (M21573.1), 191 C > T
(M21573.1), 168 C > T (AB001865.1), 169 A > C (AB001865.1), 182 A > G (AB001865.1), 218
T > A (M21573.1), 188 G > A (AB001865.1), 221 T > A (M21573.1), 205, 237 T >
C(M21573.1, AB001865.1), 211 T > C (AB001865.1), 246 G > A (M21573.1), 249 G > T
(M21573.1), 220 C > A (AB001865.1), 221 T > C (AB001865.1), 228 A > T (AB001865.1), 233,
265 T > G (M21573.1, AB001865.1), 272 A > T (M21573.1), 308 T > C (AB001865.1), 321 G >
T (AB001865.1), 338 A > G (AB001865.1), 371, 391 C > T (M21573.1, AB001865.1), 394 G >
A (M21573.1), 402 A > C (AB001865.1), 435 > 455 C > T (M21573.1, AB001865.1), 449 A>T
(AB001865.1), 489 C > T (M21573.1), 502 C > G (M21573.1). Similitudinea de secventa este de
93% (M21573.1), respectiv 90% (AB001865.1), iar diferentele date de polimorfisme au un grad
destul de ridicat.

In ceea ce priveste analiza markerului IGF Pex1, nu a fot determinat niciun polimorfism n
cadrul secventelor. Si in cazul sau, analiza nu este una informativa cu privire la rata de crestere
pentru lostrita, desi acest marker a fost folosit cu succes in alte studii. Tsai et al., au identificat 3
SNP: 5763G > T, in regiunea promotor, 7292 C > T, in intronul 1, 4671 A > C, in intronul 3,
primul si ultimul fiind asociate cu cresterea si calitatea carnii. Raportul BLAST, cu un scor de
identitate de 99% (XM_021577177.1), respectiv 96% (AF063216.1), indica un grad ridicat de
similitudine de secventd a factorului de crestere insulin-like intre lostritda si speciile
Oncorhynchus mykiss, respectiv Oncorhynchus keta.
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Figura 1. Aliniament pentru fragmentul genic SaMSTNb23.
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Figura 2. Aliniament pentru fragmentul genic SaMSTNb33.
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Figura 3. Aliniament pentru fragmentul genic GH1_intl_3.
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Figura 4. Aliniament pentru fragmentul genic IGF_Pex1.



Mutatiile punctiforme prezente nu oferd informatii cu privire la modificarile din secventa lostritei
ce duc la aparitia diferentelor de crestere: 47 C > A (AF063216.1), 50 C>T (XM_021577177.1),
123 T > C (AF063216.1), 149, 120 G > A (AF063216.1, XM_021577177.1), 179 A > T
(AF063216.1), 199, 170 G > A (AF063216.1, XM_021577177.1), 196 T > A
(XM_021577177.1), 313, 284 A > T (AF063216.1, XM_021577177.1), 407, 377 C > T
(AF063216.1, XM_021577177.1), 470 T > C (AF063216.1), 498 A > G (AF063216.1), 538 A >
C (AF063216.1), 569 C > G (AF063216.1), 574 T > G (AF063216.1), 591 T > A (AF063216.1),
601 C > A (AF063216.1), 620 T > C (AF063216.1).

Activitatea I1.5. Elaborarea unei noi tehnologii de reproducere si crestere a lostritei in conditii
de acvacultura specifice tarii noastre.

Cresterea lostritei in captivitate a demarat initial in ferme piscicole dedicate altor specii de
salmonide, dar cu timpul, in urma acumularii graduale de experienta privind conditiile de crestere
a lostritei, s-a demonstrat ca este nevoie totusi de unele cerinte aparte, speciale pentru punerea in
practica a unei tehnologii eficiente. Conform lui Georgescu et al., 2018, cresterea in captivitate a
lostritei trebuie sa respecte o serie intreaga de cerinte, dupa cum urmeaza:

Conditii climaterice si hidrologice

Alegerea corectd a amplasamentului de constructie pentru ferma piscicold este un factor decisiv
care influenteazd mult rata de succes in cresterea lostritei. Pentru lostrita, regiunile cele mai
propice sunt acelea unde oscilatiile puternice ale temperaturii apei, n special in timpul
primaverii, sunt minore sau lipsesc. De asemenea, sunt de preferat zone in care temperaturile din
sezonul rece sa fie blande, cu valori minime ale apei de aproximativ de 1°C, deoarece ele pot
afecta comportamentul de hranire al indivizilor si gradul de utilizare a hranei. Este foarte
important ca temperatura apei sa nu scada sub valori de 4-5°C in special in lunile martie-aprilie
pentru ci ar putea cauza un nivel ridicat de mortalitate n cazul puietului. In ceea ce priveste
conditiile hidrologice, sursa de apa trebuie sa prezinte un debit constant, o calitate superioara si sa
fie lipsitd de contaminanti, deoarece este bine cunoscut faptul cd apa si calitatea ei reprezinta
factorii decisivi in succesul sau esecul reproducerii salmonidelor, in general. Apa din ferma
trebuie sa contind o concentratie cat mai scazutd de compusi organici, care pot avea un efect
negativ in procesul de dezvoltare a icrelor si in etapa de eclozare a puietului (Georgescu et al.,
2018).

Amplasamentul crescdatoriei

Este ideal ca o viitoare crescatorie de lostrita sa fie amplasata pe un teren plan sau cu un unghi de
inclinare foarte redus si sa asigure o concentrare buna a bazinelor si elementelor constituente ale
acesteia. Terenul crescatoriei trebuie sa fie impermeabil pentru a permite construirea bazinelor
naturale, mai eficiente din punct de vedere economic si biologic (Georgescu et al., 2018).
Componentele crescdtoriilor de lostritd

Pentru a beneficia de o functionalitate normala, orice ferma de crestere a salmonidelor, inclusiv
crescatoria de lostritd, are nevoie de o serie de instalatii: priza de apa, canalul de alimentare,
canalul de evacuare sau de drenare a apei, casa incubatoarelor, bazinele de distributie si decantare
a apei, diversele bazine de crestere, sistemul de reglare a apei si diversele spatii de depozitare. In
cazul fermelor mixte, pe langa elementele enumerate mai sus, este nevoie si de alte instalatii
auxiliare cum ar fi spatiul de pregatirea hranei sau instalatia frigorifica (Georgescu et al., 2018).
Hranirea lostritei in crescatorie



Produsele folosite la hranire precum si modul de hranire sunt factori decisivi in privinta
succesului si a calitatii acvaculturii lostritei. Produsele utilizate in hranirea lostritei sunt:

- produsele secundare rezultate din procesul de abatorizare.

- séngele (se poate utiliza proaspat sau conservat, in amestec cu splina sau ficatul, in special
pentru hrana puietului).

- pestele (se administreaza fie intreg, pentru reproducatori si adulti, fie tocat marunt si amestecat
cu deseuri de carne si fainuri vegetale, pentru puieti. Pestii vii constituie unul din cele mai
valoroase alimente pentru lostritele de peste doi ani care se hranesc aproape exclusiv cu peste.
Dintre speciile utilizate in acest scop se numara obletele, boisteanul, scobarul etc.

- faina de carne si faina de peste (contin aproape in Intregime substantele necesare cresterii, fiind
alimente complexe mai ales atunci cand se prepara din materii prime proaspete).

- fainurile vegetale: servesc de obicei ca liant pentru alte alimente cu care se administreaza in
amestec.

- hrana granulata (se utilizeaza doar ca supliment in primii ani de viata ai lostritei).

In procesul de hranire pot fi utilizate furaje suplimentare (peste tocat) in timpul primului si celui
de-al doilea an de viata, dar, odata cu cel de-al doilea an, este necesara hrana vie. Frecventa de
hranire trebuie sa fie calculata astfel incat sd furnizeze lostritelor cantitatea maxima posibila de
alimente pe care acestea sunt capabile sd le consume. De asemenea, in procesul de hranire pot fi
utilizate atat automate, cat si hranirea manuala. Cantitatea de hrana trebuie calculata in functie de
temperatura apei si de numarul, respectiv varsta pestilor din bazine (Georgescu et al., 2018).
Cauzele mortalitatii lostritei in captivitate

Primele pierderi apar incd din timpul timpul incubdrii, chiar daca procesul de fertilizare a avut loc
cu succes. Pentru a minimiza pierderile din aceasta perioada este important ca temperatura apei
din incubator sa fie strict controlata, variatiile mari cauzand rate superioare ale pierderilor.
Mortalitatea ulterioarda are loc intre perioada de incubatie si momentul in care modalitatea de
nutritie devine exogena. In aceastd perioada, atat posibilele boli, cat si calitatea apei sunt factori
decisivi. Pierderile suferite In timpul recrutarii indivizilor pentru crestere si, mai tarziu pentru
reproducere, sunt reduse si prin urmare, neglijabile (Georgescu et al., 2018).

Selectia si sortarea indivizilor pentru crestere

Selectarea exemplarelor pentru crestere este un proces foarte important caruia ii trebuie acordat
maximum de atentie din moment ce tocmai acesti indivizi vor forma baza viitorului stoc de
genitori i, prin urmare, reprezinti conditia de baza pentru o crescitorie de lostrita de succes. In
afara de ritmul de crestere, In procesul de selectie sunt de asemenea importante aspectul exterior
general precum si forma corporalda a pestilor. Indivizii care prezintd anomalii sunt exclusi.
Principalele criterii de selectie a exemplarelor raman prin urmare marimea, greutatea si ritmul de
crestere (Georgescu et al., 2018).

Transportul lostritelor

Tn momentul transportului lostritelor trebuie respectate cateva principii de baza, indiferent de
varsta sau marimea exemplarelor. Transportul fara pierderi este conditionat de urmatorii factori:
I. starea de sanatate a pestilor; ii. statusul nutritional; iii. distanta pe care vor fi transportati; iv.
marimea si tipul containerelor de transport; v. calitatea si puritatea apei.

Transportul icrelor se poate realiza imediat dupd inseminare folosind recipiente speciale cu
vacuum sau tdvi de transportare. Alevinii de lostritd pot fi transportati in relativa sigurantd doar
dupa ce au absorbit continutul sacului embrionar si sunt capabili sd se ridice la suprafata si sa
fnoate. Pentru transportul puietilor se utilizeaza containere fabricate din fibre speciale prevazute
cu mijloace de aerare si oxigenare. Se recomanda ca puietul sa fie transportat pe intuneric pentru
a preveni canibalismul si pentru a limita miscarea exemplarelor (Georgescu et al., 2018).



Reproducerea artificiald

In crescitorii, cel mai bun mod de a verifica daca pestii au ajuns la maturitate consta in aplicarea
unei presiuni usoare pe cavitatea abdominald. Dacd aceasta conduce la o eliberare de produsi
sexuali Tnseamna ca exemplarele sunt gata pentru reproducere si, implicit, pentru recoltarea
icrelor sau laptilor. Cand gradul de maturizare este determinat corect, produsii sexuali pot fi
obtinuti de la toti pestii Incd de la prima prelevare manuala. Procesul de prelevare manuald a
produselor sexuale trebuie organizat si realizat cat mai atent deoarece lostrita este un peste masiv,
dar foarte sensibil la ménuire (Georgescu et al., 2018). Icrele sanatoase, viabile, sunt galben-
portocalii, usor lipicioase, translucide si nu isi schimba aspectul, cu exceptia maririi volumului
atunci cand au fost fertilizate. Materialul seminal ’sanatos” seamana ca aspect si consistenta cu o
crema subtire, are culoare albad si o consistentd viscoasd. Laptii care coaguleaza imediat dupa
prelevare, fie contin urme de sange, fie nu sunt suficient maturizati, prin urmare sunt nepotriviti
pentru fertilizare si pot fi aruncati. Laptii nematurati se extrag greu, iar procentul de fecundare a
icrelor de catre acestia este foarte redus (Georgescu et al., 2018).

Dupa ce icrele au fost amestecate cu materialul seminal, o cantitate mica de apa este adaugata
deasupra pentru a accelera fertilizarea si pentru a induce dilatarea lor. Aceasta umflare este destul
de rapida si intensa. Icrele fertilizate se intaresc iar suprafata lor devine elastica si ferma. Dupad un
scurt repaos, ele trebuie curatate de resturile de lapti prin clatire usoara cu apa, li se masoara
diametrul, volumul si numarul, iar apoi sunt plasate in incubator (Georgescu et al., 2018). Icrele
fecundate si spalate bine cu apd sunt plasate in incubatoare, la nivelul tavilor de eclozare. Icrele
provenite de la femele de lostritd avand diferite dimensiuni au diametre destul de diferite, iar de
aceea este recomandat sa nu se amestece intre ele si sa se incubeze separat. La fel ca si incubarea,
eclozarea este de asemenea influentatd de temperatura apei. De obicei, eclozarea decurge cel mai
intens in primele trei zile, restul de ovocite eclozand in decursul altor trei zile. La timpul
respectiv este necesar sa se Indeparteze nu doar ovocitele sterile, dar si invelisurile icrelor
eclozate, pentru a preveni blocajul fluxului de apa. Un factor vital pentru succesul procesului de
eclozare il reprezinta aprovizionarea suficienta cu apa de buna calitate (Georgescu et al., 2018).
Cresterea juvenililor de lostrita

Imediat dupa procesul de eclozare a icrelor fecundate, alevinii rezultati trebuie separati astfel
incat sa nu depaseasca numarul de 7000 pentru fiecare incubator in parte. Puietii vor fi mentinuti
de preferat in apa de izvor, iar punga vitelind se resoarbe intr-un timp mult mai scurt decét la
pastravul indigen sau curcubeu, indivizii incepand sa-si caute hrana mai repede. Ulterior,
jgheaburile sunt folosite pentru cresterea alevinilor pana la dimensiuni de 9-10 cm lungime. Apoi
se trece la cresterea acestora in bazine speciale. In cazul cresterii in bazine, succesul depinde de
calitatea, cantitatea si disponibilitatea hranei naturale (Georgescu et al., 2018).

Obtinerea si cresterea genitorilor de lostritd

Un numdr suficient de mare de genitori sandtosi reprezintd baza unei pisciculturi reusite. Pentru o
fermad piscicold, cel mai avantajos este sd 1si creascd la un moment dat proprii genitori direct din
juvenilii aflati la dispozitie. Pentru o selectie de buna calitate sunt necesari initial cel putin cateva
zeci de juvenili pentru a selecta un genitor corespunzator. Accentul se pune pe selectarea in
scopuri reproductive a indivizilor cu cea mai mare ratd de crestere si cea mai buna forma
fiziologica. De asemenea, selectia trebuie facutd pentru fiecare generatie in parte, astfel incat sa
se creeze grupuri de genitori care s nu difere prea mult in dimensiuni. Pestii cu ritm de crestere
rapid sunt transferati in bazine separate (Georgescu et al., 2018).

Pentru reproducere este avantajos sa se foloseasca genitorii care prezinta cel mai ridicat potential
de furnizare a unor produse sexuale de cea mai inalta calitate. Acesti pesti sunt cuprinsi In grupa
de varsta 6-12 ani, in cazul masculilor, respectiv 7-14 ani in cazul femelelor. Calitatea produselor



sexuale furnizate poate fi verificatd microscopic, iar genitorii necorespunzatori trebuie eliminati
din timp. In conditiile in care spatiul de crestere si hranirea genitorilor nu reprezinti o problema,
este ideal un raport intre sexe de 1:1, dar in conditiile unei ferme piscicole moderne, axate pe
profit, ar trebui mentinut un raport de 1:2 in favoarea femelelor (Georgescu et al., 2018).

Activitatea I11.6. Diseminarea rezultatelor prin prezentarea la conferinte nationale si/sau
internationale, publicarea de articole stiintifice si completarea paginii web a proiectului.
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