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(57) Rezumat:

Inventia se referd la un procedeu de obtinere a unei linii
criorezistente de pesti ornamentali guppy (Poecilia
reticulata), aceasta linie fiind utild in crescatoriile de
pesti ornamentali, pentru reducerea costurilor de cres-
tere 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,
dacd sunt crescute la 17...19°C, supravietuiesc cateva
ore la 10...12°C, cateva zile la 14...16°C, si sunt tole-
rante la variatia temperaturii, iar masculii criorezistenti

Examinator. biochimist BABALIGEA IRINA

hemizigoti de pesti guppy obtinuti prin acelasi procedeu
ating dimensiunea de vanzare de 1,8...2,0 cm SL la
varsta de 65...67 zile, daca sunt crescuti la 17...19°C,
supravietuiesc cateva ore la 10...12°C, céteva zile la
14...16°, si sunt toleranti la variatia temperaturii, iar linia
de pesti guppy formata din aceste femele si masculi pot
da nastere unei descendente criorezistente pure din
punct de vedere genetic.

Revendicari: 1
Figuri: 1

Orice persoand are dreptul sd formuleze in scris si motivat,
la OSIM, o cerere de revocare a brevetului de inventie, in
termen de 6 luni de la publicarea mentiunii hotararii de
acordare a acesteia
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Inventia se refera la un procedeu de obtinere a unei linii criorezistente homozigote
de pesti ornamentali guppy (Poecilia reticulata), bazat pe sex-likage, tratamente hormonale,
incrucisare si retroincrucisare, cu aplicabilitate in guppycultura. Guppy este o specie de
interes economic, comercial si stiintific. Importanta lui se referd atat la numarul mare in care
este cerut pe piata acvariofila, cat si la faptul c& el este un organism model in ecologie,
etologie, ecotoxicologie, filogenie si genetica. Procedeul prezentat in cele ce urmeaza poate
fi folosit cu succes pentru obtinerea unei linii de guppy rezistente la temperaturi scazute ale
apei in doar doua generatii, fiind util crescatorilor de pesti ornamentali pentru reducerea
costurilor de crestere si intretinere a stocurilor cu destinatie acvariofila.

LPestele milionar", cum mai este numit guppy, are un determinism al sexelor de tip
Drosophila (Winge 1922a, 1922b) cu heterogametie mascula (XY) si homogametie femela
(2XX). Acelasi autor a aratat ca, rareori, apar in populatie masculi falsi (¢XX) sau femele
false (2 XY). Majoritatea genelor de culoare sunt localizate pe cromozomii 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 decét atat, frecventa recombinarii de pe X pe Y difera
semnificativ de cele mai multe ori fatd de cea de pe Y pe X.

in 1947, Nybelin descria gena Nigrocaudatus | ca fiind o gend mutanta, X-linkata,
dominanta, care determind un melanism intens in regiunea posterioara a corpului. Aceasta
descriere a ramas valabila pana azi in ciuda unor pareri conform carora gena ar trebui sa
existe si in forma Y-linkata (Lindholm & Breden 2002). O altd forma a genei, numita si
Nigrocaudatus 11, mult mai frecventa astazi decéat prima, a fost descrisa pentru prima data
de Dzwillo (1959). Ea era descrisa tot ca o gena dominanta si X-linkata. Ulterior, Nayudu
(1979) constata ca gena Nigrocaudatus |l poate exista si in forma Y-linkata, dar ca ea este
semiletald, determinand o mortalitate ridicata si o rata de crestere foarte slaba. Totusi, din
rezultatele acestor autori rezulta o frecventa de recombinare de pe Y pe X de 4,00%, iar de
pe X pe Y de 0,00%, ceea ce denotad faptul cd gena poate fi folositd pentru markarea
cromozomului X - lucru confirmat de cercetarile noastre ulterioare (Mag et al. 2006). Pe
langa observatiile lui Nybelin, s-au mai constatat inca doua 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 ornamentald, o problem& importantd o constituie relatia dintre
cheltuielile de intretinere si randamentul la vanzare, deoarece de acestea doua depinde
profitul unei crescatorii. Cresterea pestilor guppy in conditii optime se face la temperaturi
cuprinse intre 22 si 26°C (72-78°F). Problema tehnica pe care isi propune sa o rezolve
inventia consta in obtinerea unei linii de pesti de guppy criorezistente, care sa aiba aceleasi
performante de crestere la temperaturi mai scazute decat temperatura optima de crestere,
fara ca mortalitatea si rata de crestere a acestora sa difere semnificativ fata de cele obtinute
la temperatura optima.

Procedeul de obtinere a unei linii criorezistente homozigote de pesti ornamentali
guppy (Poecilia reticulata) formatd din masculi si femele, conform inventiei, cuprinde
urmatoarele etape:

- administrarea la puietul de o zi din varietatea Half-Black in primele trei zile de viata
de hrana care contine 100 mg Kg”' 17a-metitestosteron, cu obtinerea de femele Half-Black
de tip XX,

- administrarea la puietul de o zi din varietatea Red-Blond in primele trei zile de viata
de hrana care contine 100 mg Kg™' valerat de estradiol, cu obtinerea de masculi Red Blond
de tip XY,
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- supunerea masculilor Red Blond de tip XY la scaderea treptata a temperaturii apei
si selectarea masculilor rezistenti timp de 2-3 h la temperatura de 10-12°C, etapa finalizata
cu obtinerea de masculi Red Blond XY criorezistenti,

- optional, supunerea femelelor Half-Black de tip XX la scaderea treptatd a
temperaturii apei si selectarea femelelor rezistente timp de 2-3 hla 10-12°C, etapa finalizata
cu obtinerea de femele Half-Black XX criorezistente testate,

- incrucisarea masculilor Red Blond de tip XY criorezistenti cu femelele Half-Black
de tip XX testate sau nu pentru criorezistenta, cu obtinerea de indivizi cu fenotip Half-Black,
dintre care o parte sunt masculi criorezistenti sau criosensibili, iar o parte sunt femele cu cel
putin un exemplar de alela a criorezistentei,

- retroincrucisarea femelelor cu cel putin un exemplar de alela a criorezistentei cu
masculii Red Blond de tip XY criorezistenti si eliminarea alelelor recesive de la locusul
criorezistentei cu obtinerea liniei criorezistente homozigote la locusul criorezistentei.

Loturile obtinute prin procedeul conform inventiei fac 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 sa difere semnificativ. Astfel, se poate economisi energie prin reducerea
cheltuielilor de curent electric sau gaz in crescatorii.

in cadrul proiectului CEEX 140/2006 (finantat de ANCS, monitorizat de CNMP-
Biotech, coordonat de USAMV Cluj si condus de Petrescu-Mag I. Valentin), s-au desfasurat
activitati planificate in vederea obtinerii unei linii criorezistente de guppy homozigote la
locusul genei pentru rezistenta la temperaturi scézute ale apei. Pentru aceasta, a fost nevoie
caindivizii folositi sa aiba genotipuri ¢ XX sau 5’XY cunoscute, sa apartina la doua linii diferite
- una dintre ele cu un colorit corporal de tip tuxedo (Half-Black sau Nigrocaudatus), iar
cealaltd de tip hipomelanic. Bineinteles, loturile initiale trebuie sa nu fie exagerat de
consangvinizate, pentru a se avea certitudinea ca gena criorezistentei exista in genofondul
populatei macar cu o frecventa redusa. Astfel s-a ales ca 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 in melanocitele de pe suprafata corpului si este
vizibila doar la ochi si rareori la caudala), iar ca sursa de parinti femeli, am folosit varietatea
Half-Black Black (o varietate hipermelanica, aproape complet neagra atat datorita genei
Nigrocaudatus ||, cét si datoritd unor poligene sau a genei Bep - Black caudal peduncle).

Pentru a se avea certitudinea ca femelele false nu vor apareain lotul genitorilor Half-
Black si ca masculii falsi 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 trata-
mente hormonale ugoare. A urmat identificarea genitorilor criorezistenti prin studiul fenoti-
pului lor. Lotul de masculi Red Blond s-a supus scaderii treptate a temperaturii apei (2-
4°C/zi). Aceasta s-a continuat pana cand indivizii criosensibili au manifestat semne de
,oboseald", moment in care ei au fost mutati 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 criorezistenti si au fost readusi treptat la temperatura de confort. Desi nu este
necesara, operatiunea s-a aplicat si femelelor Half-Black Black, pentru o si mai mare precizie
a tehnicii de lucru.

Masculii criorezistenti Red Blond XY, au fost incrucigati cu femelele Half-Black X_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) - aproximativ jumatate
fiind masculi (criorezistenti sau criosensibili) si cealalta jumatate fiind femele cu cel putin un
exemplar al alelei criorezistentei.
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incrucisarile au pornit cu indivizii criorezistenti identificati anterior. Desi lotul initial de
reproducatori a fost mai mare, din aceste loturi de indivizi s-au 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 facut prin hrénirea de
trei ori pe zi ad libitum cu hrana vie (Artemia spp, Tubifex spp) si furaj de buna calitate - Tetra
Rubin si Tetra Discus. lluminarea s-a facut dupa modelul ciclului noapte-zi, aproximativ
jumatate din 24 h bazinele fiind iluminate cu lampi Sun Glo si Power Glo. Bazinele de
intretinere au fost plantate cu Cryptocorine spp, iar calitatea apei a fost monitorizata 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 alti dezinfectanti utilizati.

Incrucisarea s-a facut simultan si panmictic pe cale naturald, prin pastrarea in acelasi
bazin de crestere a tuturor indivizilor Red Blond masculi si 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 1, Half-Black
sau tuxedo. Acest caracter este probabil singurul care igi face aparitia inca de la faza de
puiet, restul aparand mult mai tarziu in ontogenia indivizilor la pestii guppy.

Puietul din generatia F, a fost crescut in aceleasi conditii de viatd care au fost
descrise mai sus pentru generatia 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) a conferit pestilor spatiu la discretie si un volum
mare de apa/individ. Dezvoltarea lor a fost rapida, atingand maturitatea la aproximativ 60 zile
de la nastere/eclozare. Indivizii au fost sexati timpuriu, imediat ce caracterele sexuale
secundare si-au facut aparitia. Masculii au fost scosi unul cate unul, in fiecare zi, pentru
evitarea fecundarii femelelor de catre alti masculi decét cei prevazuti 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. Aceasta etapa a avut ca scop
homozigotarea alelei criorezistentei la indivizii femeii X X, ai generatiei Fb si obtinerea unui
lot nou de masculi criorezistenti hemizigoti XY, (figura).

Din generatia F, s-a ales un numar de 40 femele virgine pentru incrucisarea cu forma
parentald de masculi Red Blond (20 indivizi). Tntre’;inerea si imperecherea s-a desfasurat
conform celor descrise la incrucisarea initiala. in urma retroincrucisarii 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 a indicat o segregare conform legilor mendeliene
si a confirmat valabilitatea proiectului de procedeu propus in cadrul acestui program de
ameliorare. Astfel, 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 salbatic. Modul de segregare a fost verificat prin testul x° (tabelul 1). Pentru x?
=0,924, la4-1=3 grade libertate, valoarea P arata ca 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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Utilizarea testului x* pentru verificarea ipotezei modului de transmitere ereditara a
tiparului coloristic tuxedo

Fenotipuri Observate Calculate/ | Deviatia d? d’e
experimental asteptate (d=0-e)
(0) (e)
Masculi tuxedo 150 158 -8 64 405
Masculi cu colorit salbatic 158 158 0 0 0
Femele tuxedo 157 158 -1 1 0,006
Femele cu colorit sdlbatic 167 158 9 81 0,513
Pentru x*=0,924, la 3 grade libertate,
valoarea P arata c3 diferentele sunt nesemnificative (0,90>P>0,80)

Deci monitorizarea genei criorezistentei, mai precis a modului in care ea este
transmisa descendentilor, este facilitatéd de prezenta genei Nigrocaudatus Il (Ni), gena X-
linkata care va servi drept gena de culoare marker. Procedeul elaborat prevede un numar
de patru etape.

Etapa | - Alegerea genitorilor de tip Half-Black 2XX si Red Blond XY

Pentru a se avea certitudinea ca femelele false nu vor apareain lotul genitorilor Half-
Black si ca masculii falsi nu vor aparea in lotul genitorilor Red Blond, se va efectua o deviere
intentionatd cu aproximativ 3% de la procentajele normale ale celor doua sexe prin
tratamente hormonale usoare. Astfel, puietul de o zi din varietatea Half-Black va fi tratat oral
in primele trei zile de viata cu 17a-metiltestosteron (Sigma), de trei ori pe zi ad libitum, dupa
care se creste in conditii standard pana la varsta adulta. La fel se procedeaza cu puietul de
o zi al varietatii Red Blond, cu deosebirea c& tratamentul hormonal se face cu valerat de
estradiol - Cyclo-Progynova® (Schering AG, Germania; doar drajeurile albe). Doza/concen-
tratia aplicata in cazul ambilor hormoni este de 100 mg valerat de estradiol/kg furaj (adica
100 mg kg™). Reteta de preparare si administrare a furajului tratat cu hormon este redata in
paragraful urmator.

Se pun 2 ml alcool etilic 96% intr-un mojar de sticl, la care se adauga cantitatea
corespunzétoare cantaritad de hormon pur. in cazul in care hormonul folosit se afl& sub forma
de tablete sau drajeuri, acestea se mojareaza cu atentie ca bucatile sa nu sara din mojar in
timpul zdrobirii lor. Se mojareaza 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 si se omogenizeaza cu pistilul.
Se goleste continutul din mojar pe o hartie de filtru dubla si se lasé s& se evapore alcoolul
timp de 3 h. Hrana astfel impregnata cu hormon se impacheteaza si se pastreaza la loc
uscat, racoros gi ferit de lumina solara. 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. Hranirea se
va face ad libitum de trei ori pe zi, fara administrarea altor tipuri de furaj, suplimente sau orice
fel de hrana vie. Nu se amplaseaza in acvariile de cregtere 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 ,contaminari cromozomiale”,
putinii indivizi labili sexual fiind impingi spre sexul care nu va servi ca genitor pentru obtine-
rea generatiei F,. Ca urmare: toti masculii Red Blond obtinuti sunt de tip XY si toate femelele
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Half-Black obtinute sunt de tip XX. Acestea din urma trebuie ferite de masculi si pastrate in
stare virgina, deoarece o singurd inseminare poate face femela inutilizabila pentru
incrucisare, datoritd stocarii spermatozoizilor in receptaculum seminis.

Etapa Il - Identificarea genitorilor criorezistenti prin studiul fenotipului lor

Lotul de masculi Red Blond se supune scaderii treptate a temperaturii apei (2-4°C/zi).
Aceasta se va continua pana 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 confort. 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 si 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 linkage-ul
acestei gene exclusiv cu cromozomul X, singurul cromozom X al acestor masculi poseda
gena criorezistentei.

Etapallll -incrucigarea masculilor criorezistenti Red Blond identificati cu femele
Half-Black

in aceasta etapa, masculii criorezistenti Red Blond X,,Y,, vor fi incrucisati cu femelele
Half-Black X\, X, - In urma acestei incrucisari vor rezulta din punct de vedere coloristic
indivizi cu un singur fenotip: Half-Black (figura) - aproximativ jumatate fiind masculi (crio-
rezistenti sau criosensibili) si cealalta jumatate fiind femele cu cel putin un exemplar al alelei
criorezistentei.

Etapa 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 Fg si obtinerea unui lot nou de masculi criorezistenti hemizigoti X,Y, in Fg
(figura). Femelele utilizate in retroincrucisare trebuie sa fie in mod obligatoriu virgine. Indivizii
femeii homozigoti criorezistenti si masculii hemizigoti criorezistenti prin imperechere libera
produc un numar consistent de indivizi care constituie o linie pura de guppy criorezistent.

Exploatarea liniei criorezistente in crescatorii aduce beneficii producatorilor de pesti
guppy odata cu scaderea costurilor de incalzire a apei si previne mortalitatea in masa
cauzata de racirea exagerata a apei in timpul transportului pestilor. Precizam ca linia
criorezistenta nu intdmpina 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 niciun procedeu biotehnologic de amelio-
rare a pestilor guppy pentru rezistenta la temperaturi scézute ale apei. Varietatea Red Blond
din descrierea noastrad poate fi, in lipsa, inlocuitd cu orice varietate care nu prezinta
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, unde: P = parinti, G =
gameti, F, = prima generatie rezultata in urma incrucisarii, F; = generatie rezultatd in urma
retroincrucisarii.

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, incluzand cel mai frecvent nuante de rosu, albastru iridescent,

6
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galben, verde, negru si uneori alb metalizat. Acesta aduce mult cu tiparele coloristice obser-
vate la guppy sélbatic. inotdtoarele caudala 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 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 o dimensiune corporala (SL) la maturitate de 5,0 cm.

Cele maiimportante trasaturi ale liniei sunt aspectele legate de toleranta la frig, astfel:
linia este homozigota la locusul pentru criorezistentd, se dezvolta si se inmulteste fara
probleme la temperaturi de 17-19°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,
neintampinand probleme de crestere sau reproducere la 28°C sau chiar mai mult.

Daca formele parentale, crescute la 22-24°C, ating dimensiunea de vanzare (1,8-
2,0 cm SL masculii si 2,5-3,0 cm SL femelele) la varsta de 61-62 zile, linia criorezistenta
crescutd la 17-19°C atinge aceeasi dimensiune de vanzare la varsta de 65-67 zile.
Specificam ca efectul heterozis se observa la indivizii din Fg5 doar daca ii comparam cu
formele parentale pure initiale si nu daca se compara cu femelele mame din generatia F,.
Restul caracteristicilor nu difera fatéd de majoritatea varietatilor comune de pesti guppy, asa
cum nici cerintele lor fatd de parametri optimi de crestere nu difera.

Trebuie mentionat ca temperatura apei trebuie ridicata obligatoriu la 28°C in 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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Revendicare

Procedeu de obtinere a unei linii criorezistente homozigote de pesti ornamentali
guppy (Poecilia reticulata), formata din masculi si femele, caracterizat prin aceea ca acesta
cuprinde urmatoarele etape:

- administrarea la puietul de o zi din varietatea Half-Black, in primele trei zile de viata,
de hrana care contine 100 mg kg” 17a-metitestosteron, cu obtinerea de femele Half-Black
de tip XX,

- administrarea la puietul de o zi din varietatea Red-Blond, in primele trei zile de viata,
de hrana care contine 100 mg kg™ valerat de estradiol, cu obtinerea de masculi Red Blond
de tip XY,

- supunerea masculilor Red Blond de tip XY la scaderea treptata a temperaturii apei
si selectarea masculilor rezistenti timp de 2-3 h la temperatura de 10-12°C, etapa finalizata
cu obtinerea de masculi Red Blond XY criorezistenti,

- optional, supunerea femelelor Half-Black de tip XX la scaderea treptatd a
temperaturii apei si selectarea femelelor rezistente timp de 2-3 hla 10-12°C, etapa finalizata
cu obtinerea de femele Half-Black XX criorezistente testate,

- incrucisarea masculilor Red Blond de tip XY criorezistenti cu femelele Half-Black
de tip XX testate sau nu pentru criorezistentd, cu obtinerea de indivizi cu fenotip Half-Black
dintre care o parte sunt masculi criorezistenti sau criosensibili, iar o parte sunt femele cu cel
putin un exemplar de alela a criorezistentei,

- retroincrucisarea femelelor cu cel putin un exemplar de alela a criorezistentei cu
masculii Red Blond de tip XY criorezistenti si eliminarea alelelor recesive de la locusul
criorezistentei, cu obtinerea liniei criorezistente homozigote la locusul criorezistentei.
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