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“Evaluarea genetica si monitorizarea factorilor moleculari si biotehnologici care influenteaza
performantele productive la speciile de sturioni de Duniire crescute in sisteme intensive
recirculante”- AQUASTUR -

Etapa IV. Identificarea parametrilor biotehnologici optimi in vederea imbunititirii gradului de
adaptabilitate la stres si a obtinerii unor rate superioare de supravietuire si crestere la sturionii din
specia Huso huso destinati acvaculturii.

Activitatea 4.1. Analiza parametrilor biochimici §i a principalelor enzime antioxidante cu rol protector (SOD,
CAT, GR si GPX), glutation, peroxidaza lipidicd din sangele genitorilor de morun cu scopul de a evalua
statusul de sanatate si adaptarea la stres.

Activitatea 4.2. Analiza markerilor ADN 1n vederea identificarii si caracterizarii speciilor pure de sturioni §i a
hibrizilor obtinuti din acestea In acvacultura.

Activitatea 4.3. Testarea modului experimental de crestere in sistem recirculant si de monitorizare a
morunului 1n acvaculturd in scopul imbunatatirii performatelor productive.

Activitatea 4.4. Realizarea primei serii de experimente din cadrul proiectului privind producerea si dezvoltarea
larvara la morunul (Huso huso) de Dunare.

Activitatea 4.5. Completarea bancii de material biologic (recoltarea, transportul si conservarea de probe).
Activitatea 4.6. Identificarea factorilor biotici si abiotici responsabili de inducerea fenomenului de stres si
evaluarea raspunsurilor fiziologice pentru specia Huso huso. Monitorizarea factorilor identificati pe perioada
cresterii experimentale.

Activitatea 4.7. Organizare workshop.

Activitatea 4.8. Completarea paginii web a proiectului cu datele din Etapa IV.

Activitatea 4.9. Diseminare rezultate la conferinte nationale si internationale si publicare de articole stiintifice.

REZUMAT

In ultimii ani in studiile asupra fiziologiei pestilor s-au folosit metode uzuale in evaluarea stirii de sanitate a
animalelor, cu scopul de a evalua starea de sanatate dar si a adaptarii la stres. Astfel, s-a introdus notiunea de
profil metabolic sanguin, care constd in determindri hematologice sanguine si biochimice ale profilului
proteic, glucidic, mineral, energetic, si care ofera informatii despre starea fiziologica a pestilor. Analizele
biochimice pot oferi informatii importante pentru monitorizarea stérii de sandtate a pestilor, prin detectarea
eventualelor perturbari metabolice. In vederea analizei parametrilor biochimici s-au recoltat probe biologice
de sange prin punctie din vena caudala, de la masculii si femelele de morun, atat din mediul natural — pescuti
din Dunare cat si crescuti In mediu controlat de acvaculturd. Au fost cunatificati principalii indicatori
hematologici: numarul de eritrocite, hematocritul, hemoglobina si constantele eritrocitare. Parametri
biochimici plasmatici au fost determinati cu ajutorul Autoanalizorul VETTEST 8008 bazat pe tehnologia
specifica biochimiei uscate si pe reactia colorimetricd care utilizeaza kituri speciale. De asemenea, a fost
analizatd activitatea enzimaticd a principalelor enzime cu rol protector: catalaza, superoxid dismutaza,
glutation-S-transferaza, glutation peroxidaza si glutation reductaza. Valorile activitatilor enzimatice pentru
toate enzimele enumerate s-au mentinut relativ constante, diferentele fiind nesemnificative statistic,
incadrandu-se 1n limitele normale raportate pentru alte specii de sturion.

Analiza la nivel molecular a indivizilor/ liniilor/ stocurilor de sturioni se realizeaza utilizand diferiti markeri
ADN, cum ar fi secventa ADN mitocondrial sau markeri nucleari de tipul microsatelitilor. In vederea
caracterizarii potentialilor genitori selectati pentru reproducerea dirijatd ca apartinand speciei pure sau avand
caracter de hibrid interspecific a fost selectat initial un set de microsateliti, dintre acestia fiind utilizati ulterior
8 microsateliti care functioneaza ca loci disomici (cu cel mult doua alele/individ) in cazul speciilor de sturioni
de Dunire cu 120 de cromozomi, cum ar fi Huso huso. In urma analizei diversitatii genetice cu ajutorul
microsatelitilor, s-a observat ca locii alesi prezinta un grad de polimorfism suficient de mare pentru ca locii sa
fie informativi pentru analiza diversitatii genetice.



Completarea bancii de material biologic initiatd in cadrul proiectului s-a realizat prin adaugarea probelor
constand in fragmente prelevate din Inotatoarea anald de la reproducatorii de morun.

Rezultatele obtinute in urma acestui studiu evidentiazd ca exemplarele analizate prezintd reactii reduse la
stresul indus de densitétile diferite de stocare, sugerdnd o capacitate bund de adaptare la cresterea intensiva.
Observatiile preliminare ale raspunsului fiziologic al organismului sunt similare celor realizate de alti autori
pe exemplare de varstd timpurie la specia morun, supuse stresului acut de manipulare si de captivitate si care
au sugerat ca inregistrarea unor reactii reduse de stres pot fi explicate de istoria lor evolutivd asociatd cu
dezvoltarea adaptativa la factorii stresori din mediul natural.

Desi cercetarile care au examinat raspunsul fiziologic al exemplarelor la actiunea stresului de densitate au dus
la obtinerea unor rezultate originale, datele inregistrate sugereaza o gama largad de varialie fiziologica prin
comparatie cu alte specii de sturioni aceste diferente putind fi atribuite i stadiului de dezvoltare, regimului de
hrana precum si frecventei operatiilor de manipulare.

Analiza parametrilor biochimici si a principalelor enzime antioxidante cu rol protector (SOD, CAT, GR
si GPX), glutation, peroxidaza lipidica din singele genitorilor de morun cu scopul de a evalua statusul
de sanatate si adaptarea la stres.

In ultimii ani in studiile asupra fiziologiei pestilor s-au folosit metode uzuale in evaluarea stirii de sanitate a
animalelor, cu scopul de a evalua starea de sanatate dar si a adaptarii la stres. Astfel, s-a introdus notiunea de
profil metabolic sanguin, care constd in determindri hematologice sanguine si biochimice ale profilului
proteic, glucidic, mineral, energetic, §i care oferd informatii despre starea fiziologicd a pestilor. Analizele
biochimice pot oferi informatii importante pentru monitorizarea stérii de sandtate a pestilor, prin detectarea
eventualelor perturbari metabolice. Date din literatura de specialitate atestd modificari ale indicatorilor
biochimici in functie de specie, varsta, sex sau stare de sanatate (Akrami et al., 2013; Charoo et al., 2013).
Analiza parametrilor hematologici si biochimici plasmatici. In vederea analizei singelui sub aspect
hematologic si biochimic s-au recoltat probe biologice de sange (1 mL) prin punctie din vena caudala de la
juvenili. O parte din sangele integral (200 puL), recoltat cu seringi heparinate in prealabil, a fost folosit pentru
realizarea hemogramei, iar restul a fost centrifugat la 8000 rpm timp de 10 min pentru separarea plasmei de
elementele figurate. Cu ajutorul metodelor standard pentru hematologia veterinard (Svobodova, 2001), s-au
determinat indicii hematologici (numarul de eritrocite - Ex10°cel./ul), hemoglobina - Hb g/dL, hematocritul —
Ht %) Si constantele eritrocitare (volumul eritrocitar mediu — VEM fL, hemoglobina eritrocitara medie —
HEM pg Si concentratia Tn hemoglobind eritrocitard medie — CHEM g/dL) conform metodologiei prezentata
detaliat in raportul etapei 1/2012. Parametri biochimici plasmatici (TP, Glu, Alb, Glob, Chol, Trig, Alt, Ast)
au fost determinati cu ajutorul Autoanalizorul IDEEX VETTEST 8008, a cérui principiu de functionare consta
in utilizarea tehnologiei specifice biochimiei uscate Si a reactiei colorimetrice, utilizand kit-uri speciale
compatibile IDEXX VetTest.

Profilul hematologic. Datoritda functliilor sale, sangele poate evidentia, prin reaclia sa, capacitatea
organismului de a raspunde operativ Si adaptativ prin mecanisme de homeostazie Si alostazie la variatiile Si
modificarile externe (Klontz, 2013) pentru a pastra in limite normale, integritatea, structura Si functionalitatea
organismului peStilor. Reactia hematologica este datd de variatiile hematocritului, hemoglobinei, numarului
de eritrocite, precum si de a constantelor eritrocitare, inregistrate pe parcursul experimentului, prezentate
sintetic in tabelul 1.

Analizand valorile indicilor hematologici si a constantelor eritrocitare prezentate analitic n tabelul 6 si grafic
in figurile 1-6 se desprind urméatoarele observatii:

Tabel 1. Parametri hematologici pe parcursul experimentului si reactia la actiunea stresului de densitate.

Densitate DS_30 (V1) DS_45(V2) DS 90 (V3) DS_135 (V4)

Etapa final initial initial initial final final initial final

E (x10° cel./ul) Media 0,78 0,99 0,93 0,96 0,78 0,81 0,92 0,73
St.dev. 0,12 0,14 0,08 0,18 0,11 0,08 0,08 0,15




Min. 0,62 0,88 0,82 0,74 0,64 0,73 0,79 0,56
Max. 0,96 1,23 1,01 1,18 0,89 0,93 1,02 0,93
Media | 5,76 6,14 591 6,37 6,13 5,77 6,05 6,38
St.dev. | 047 0,94 0,42 0,73 0,81 0,41 0,58 0,81
Hb (g/dL)
Min. 5,18 4,63 533 5,74 5,17 531 5,24 531
Max. 6,27 6,84 6,25 7,54 6,98 6,22 6,66 7,55
Media | 16,17 17,97 18,01 18,05 16,25 15,73 16,40 15,53
Stdev. | 1,77 1,57 0,81 1,81 3,17 2,42 221 2,27
Ht (%)
Min. 13,51 16,25 16,90 16,50 13,55 12,20 12,50 13,79
Max. 17,95 | 20,25 18,90 | 2095 | 21,11 18,54 17,70 19,46
Media | 210,03 | 184,68 | 19524 | 192,00 |214,69 | 19493 | 178,01 | 216,92
Stdev. |27,53 30,84 | 21,41 2855 | 67,41 19,40 12,84 | 35,19
VEM (fL)
Min. 182,57 | 145,93 | 167,33 | 164,73 | 169,43 | 16828 | 15924 | 166,14
Max. 24839 | 218,92 | 22622 |[239,86 |332,44 |217,74 | 19239 | 263,78
Media | 74,83 | 62,53 |63,99 | 6754 |8053 |72,15 |6588 |89,14
St.dev. | 920 1033 | 7,03 8,32 18,68 | 7,88 2,79 13,09
HEM (pg) ;
Min. 6564 | 52,87 |52,77 |5568 | 5871 62,74 | 61,51 66,11
Max. 87,86 | 73,91 7136 | 78,84 109,85 | 81,85 | 69,04 | 97,21
Media | 3568 |34,09 [3282 3538 |3830 |3722 |3720 |4185
Stdev. | 1,56 3,92 2,07 3,73 5,78 4,65 3,56 8,77
CHEM (g/dL)
Min. 3420 | 27,54 [30,13 | 3136 |3304 |31,30 [31,97 |3159
Max. 38,31 37,70 | 3548 | 40,85 | 47,68 | 43,51 41,89 | 54,72

O 1n ceea ce priveSte numdrul de eritrocite nu au fost evidentiate modificari semnificative nici fata de
momentul initial (testul T-paired, p>0,05), nici la comparatia mediilor obtinute pentru cele patru loturi
experimentale (ANOVA, p>0,05, p=0,783), valorile obtinute incadrandu-se in ecartul optim pentru sturioni
0,56 +1,23 x 10° celule/pl sange (Ghittino,1983; Dicu, 2013).

O raportat la momentul intial al experimentului, valorile hematocritului prezinta o scadere generala,
semnificativa fiind doar in varianta cu cea mai mare densitate, DS 135 (testul T- paired, p<0,05; p=0,4), unde
se observa o reducere cu o valoare medie de aproximativ 1,80 % la sfarSitul experimentului. Aceste valori
inregistrate la sfarSitul experimentului se situeaza sub limita inferioara raportatd de alti autori pentru puietul
altor specii de sturioni (Knowles si colab., 2006; Docan si colab., 2011; Dicu si colab., 2013). De altfel,
comparand valorile finale inregistrate pentru cele patru loturi experimentale, nivelul hematocritului nu a
inregistrat valori semnificativ diferite (ANOVA, p>0,05; p = 0,959), valorile cele mai scazute fiind obtinute in
lotul DS 30 (15,52 +£2,27 %);

O raportat la momentul initial al experimentului, analiza variatiei cantitatii de hemoglobind evidentiaza o
tendinta de creStere, nesemnificativa, pentru lotul cu densitatea DS 30 Si de scadere pentru celelalte trei loturi
(testul T-paired, p>0,05) la finalul experimentului. De asemenea, comparand, la final, valorile hemoglobinei
intre cele patru loturi, nu au fost observate diferente semnificative (ANOVA, p>0,05; p=0,390), valoarea cea
mai mica fiind Inregistratd in cazul lotului DS 45 (5,75+0,46 g/dl).

O raportat la momentul initial, volumul eritrocitar mediu prezintd o creStere nesemnificativa (testul T-
paired, p>0,05) la sfarSitul experimentului; comparatia valorilor obtinute intre cele patru variante
experimentale nu a evidentiat diferente semnificative la nivelul loturilor experimentale (ANOVA, p>0,05; p=
0,837), densitatea diferitd neafectand volumul ocupat de eritrocite. Aceste valori crescute pentru VEM indica
o rata a sintezei hemoglobinei diferiti de cea a diviziunilor celulare care este mai redusi. in consecinta
componentele citoplasmatice, inclusiv hemoglobina, sunt sintetizate in exces in timpul intarzierii intre
diviziunile celulare, ducand la formarea unor eritrocite de dimensiuni crescute.




O valorile hemoglobinei eritrocitare medii reprezentand continutul mediu de hemoglobina pe eritrocit
prezintd modificari semnificative fatd de momentul initial la nivelul loturilor cu densitatea DS 30 (testul T-
paired, p<0,05; p= 0,021) si D_45 (testul T-paired, p<0,05; p= 0,048), valorile la sfarSitul experimentului
inregistrand o creStere medie de 23,25 pg, respectiv de 10,84 pg fatd de debut. De altfel, creSterea valorilor
pentru aceastd constanta eritrocitard la sfarSitul experimentului este una generald, insd comparatia mediilor
celor patru loturi experimentale pentru densitatile diferite ilustrand diferente nesemnificative (ANOVA,
p>0,05; p=0,209). In majoritatea situatiilor, HEM se coreleaza cu VEM deoarece continutul eritrocitar normal
de Hb este aproximativ 95% din concentratia de Hb maxim posibila aspect caracteristic anemiilor macrocitare.
0 valorile concentratiei eritrocitare medie de hemoglobina (CHEM) care masoara raportul dintre masa de
hemoglobind Si volumul de eritrocite aratd o tendintd generalda de creStere pe parcursul deruldrii
experimentului privind reactia puietului la stresul de densitate. Chiar dacd nesemnificativd din punct de vedere
statistic (ANOVA, p>0,05, creSterea a fost omogena la nivelul celor patru loturi experimentale, astfel incat
analiza statisticd nu a evidentiat diferente notabile determinate de stresul de densitate.

Profilul biochimic sanguin. Cuantificarea modificarilor cantitative ale profilul biochimic sanguin, prin
analiza parametrilor biochimici implicali in evaluarea starii de sanatate sau in evidentierea unor disfunctii
metabilice, este utila pentru caracterizarea starii fiziologice sau a eventualelor modificari patologice care pot
surveni ca urmarea a reactiei de aparare a organismului.

Unele studii au evidentiat la pestii crescuti in densitati ridicate o mérire temporara a cantitatii de glucoza din
sange si/sau a concentratiei de cortizol (Barcellos et al., 1999; Ruane et al., 2002), in timp ce altii nu au
observat nici un efect (Vijayan et al., 1990; Kebus et al., 1992; Procarione et al., 1999). Cresterea cortizolului
plasmatic afecteaza metabolismul carbohidratilor prin stimularea productiei de glucoza prin gluconeogeneza,
ducand la cresterea cantitatii de glucoza plasmaticd. Drept urmare, cuantificarea variatiei glucozei din sange a
devenit una dintre cele mai uzuale tehnici de monitorizare a stresului la pesti (Pickering & Pottinger, 1989;
Barton & Iwama, 1991).

In tabelul 2 sunt prezentate valorile parametrilor biochimici atat la inceputul experimentului ct si la final in
cele patru variante de densitate. Din analiza statisticd a parametrilor biochimici din plasma sanguina, a
exemplarelor crescute in densitati diferite de stocare, nu s-au evidentiat diferente semnificative (ANOVA;
p>0.05) in ceea ce priveSte nivelul plasmatic al TP, Glu, Alb, Glob, Chol, Trig, Ast ci doar valoarea enzimei
ALT a inregistrat diferente semnificative (ANOVA; p<0.05) fatd de momentul initial al experimentului.
Concentratia proteinelor plasmatice este afectata, in primul rand, de modificarile volumului plasmatic, care la
pesti a putut fi observata in unele conditii stresante. In studiul nostru valoarea proteinelor plasmatice a variat
intre 1,7 — 2,13 g/dl, si cu exceptia loturilor DS 45 si DS 90 unde s-au inregistrat valori usor mai reduse,
acestea s-au Incadrat in limitele normale pentru puietul de sturioni. Cu toate acestea, diferentele inregistrate
intre cele patru loturi de densitate au fost nesemnificative statistic (ANOVA; p>0.05). In general, un nivel
scazut al proteinemiei indicd aport necorespunzator al proteinelor in hrand care va intensifica astfel
catabolismul proteic ducand in final la epuizarea organismului (Patriche, 2008).

Albuminele si globulinele reprezinta principalele categorii de proteine plasmatice. Albuminele sunt sintetizate
exclusiv in ficat si datoritd implicarii lor in hidratarea intravasculara si in transportul metabolitilor endogeni si
exogeni (Baker M.E., 2002), pot reflecta starea de sanatate metabolicd a pestilor sau existenta unor conditii
stresante. Analiza nivelului albuminelor plasmatice pe parcursul experimentului evidentiaza variatii in ecartul
0,42+0,58 g/dL, fara diferente semnificative (p>0,05; p=0,56) intre cele patru loturi experimentale, insa
valorile inregistrate au fost mai scazute decat cele raportate de literatura de specialitate pentru juvenilii altor
specii de sturioni (0,8-1,7 g/dL). Modificarea valorii proteinelor plasmatice si diminuarea nivelului
categoriilor proteice poate duce la o perturbare a echilibrului homeostatic al organismului crescand
susceptibilitatea la imbolnaviri.

Cuantificarea glucozei din sange a inregistrat valori similare cu cele gésite in literatura de specialitate
(Saeedeh et al, 2008), inregistrandu-se o crestere a valorii glicemice (67 £ 29,11 mg/dl) la lotul DS 90, insa
nesemnificativa statistic (ANOVA; p>0,05). Glucoza este o sursa importantd de energie pentru mentinerea
homeostaziei organismului, in timpul glicolizei anaerobe, glicogenul stocat in ficat Si muSchi putand fi utilizat
in producerea de ATP. Dat fiind faptul cé o creStere a concentratiei de glucoza plasmatica este un raspuns



fiziologic caracteristic pestilor supusi unui stres acut sau cronic, rezultatele obtinute in studiul de fata atesta ca
densitatea de stocare nu a indus modificari fiziologice in metabolismul glucidic.
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Tabel 2. Dinamica parametrilor biochimici ai puietului crescut 1n diferite densitati de stocare.
Parametru Loturile experimentale (Media£St.dev.)
biochimic (U.M.) | INITIAL DS _30 ex DS _45 ex DS_90 ex DS_135 ex
TP(g/dL) 1,98£023 | 2,040,332 1,76+0,27 1,700,80 2,13+0,46
Proteine totale
ALB(g/dL) 044+0,09 | 0,5+0,1 0,42+0,07 0,58+0,19 0,46+0,19
Albumin
GLOB(g/dL) 1,58+0,15 1,56+0,22 1,34+0,22 1,63+0,17 1,6£0,26
Globuline




GLU (mg/dL)

- 37,8+10,27 50,4+11,66 47,2+6,69 67+29,11 49,8+7,10
Glucoza

CHOL (mg/dL)

81,8+10,76 68,8+11,25 67,2+19,39 76+11,93 59,75+15,47
Cholesterol

TRIG(mg/dl)

) . 400+0,00 373+0,00 208+0,00 400+0,00 374+0,32
Triglyceride

ALT (U/L)
Alanin 256+29,95 171+£28,14 168+15,06 170+£22,3 194+14,82
Aminotrasferaza

AST (U/L)
Aspartat 643+70,37 574,2+100,62 609,4+78,25 491,8+246,11 590,8+101,74
Aminotrasferaza

Efectul factorilor de stres asupra unor specii de peSti a fost corelat cu un continut redus de lipide (Svobodova
et al., 2006). In cazul nostru, se remarcd o diminuare a concentratiei colesterolului plasmatic din sange din
lotul DS 135 unde s-au inregistrat valori de 59,75 mg/dl fata de 68,8 mg/dl in DS 30, 67,2 mg/dl in DS_45 si
76 mg/dl in DS_90, insa aceste diferente au fost nesemnificative statistic (ANOVA; p>0.05). Trigliceridele si
colesterolul sunt substante energetice de baza, derivate din absorbtia lipidelor in intestin Si a metabolismului
acizilor grasi in ficat. Vijayan et al. (1990) au raportat o reducere a valorii trigliceridelor in cazul speciei
Salvelinus fontinalis expusa actiunii stresante a densitatii de stocare care a generat astfel, cereri mai mari de
energie.

ALT, AST sunt enzime care pot oferi, indirect, informatii despre buna functionare a ficatului, fiind in stransa
legatura cu metabolismul proteinelor, grasimilor Si carbohidratilor, unele studii indicand c& stresul
influenteaza activitatea enzimelor legatd de metabolismul energetic celular (Zhang et al., 2007). Spre
deosebire de alti parametri biochimici, analizati in acest studiu, activitatea enzimei ALT a inregistrat o
reducere semnificativa statistic (ANOVA; p<0,05, p=0,005+0,01) in toate cele patru variante de densitate
raportat la momentul initial. in ceea ce priveste compararea nivelul enzimei ALT intre loturi se observa o
crestere a valorii ALT in DS 135 inregistrand valori de 194 U/L versus 171 U/L in DS 30, 168 U/L in
DS 45, 170 U/L in DS 90, insa nesemnificativa statistic (ANOVA; p>0,05, p=0,33), rezultat ce sugereaza o
posibild afectare a functiei hepatice.

Evaluarea activitatii enzimatice a superoxid dismutazei (SOD): SOD este o enzimd inductibila, efectul
inductiv al anionului superoxid asupra sintezei acesteia fiind demonstrat la bacterii anaerobe si facultativ
aerobe dar si la mamifere. Masurarea activititii SOD a fost realizatd utilizind metoda spectrofotometrica
descrisd de Paoletti (1986), care se bazeaza pe capacitatea SOD de a cataliza reactia de transformare a
anionilor superoxid 1n oxigen molecular si peroxid de hidrogen. Procesul de oxidare a NADH a fost urmarit
timp de 20 de minute, prin modificarea densitatii optice la 340nm, dupéa o perioada de incubare de 5 minute la
37°C la un multireader TECAN. Mediul de reactie a continut: 20ul EPT, 160 ul TDB (tampon 100mM
trietanolamina — 100mM dietanolamina, pH 7,4), 5ul solutie EDTA 100mM/ MnCl, 50mM, 8ul NADH 7,5
mM. Reactia enzimatica a fost declansata prin adaugarea a 20 pl f—mercaptoetanol. Dupa cele 5 minute de
incubare la 37°C, citirile s-au efectuat fatd de un martor care nu contine EPT. O unitate de activitate SOD este
definitd ca acea cantitate de enzima necesara inhibarii cu 50% a ratei de oxidare a NADH din martor.
Evaluarea activitdtii enzimatice a catalazei (CAT): Majoritatea celulelor aerobe contin catalaza. La animale
este prezentd in aproape toate organele. In celuld, catalaza se gaseste in peroxizomi si in cantititi mult mai
mici n mitocondrie si in reticulul endoplasmatic. Masurarea activitatii CAT s-a realizat conform metodei
spectrofotometrice descrisd de Aebi (1974), urmarind modificarea densitatii optice la 240nm, timp de un
minut. Degradarea H,O, sub actiunea catalazei existente in EPT a fost urmarita dupa adaugarea a 50 ul EPT in
amestecul de reactie care continea 600 puL de tampon fosfat de potasiu, 0,1M pH 7,1 si 350 uL H,0, 0,059 M.
Citirile au fost realizate fatd de un martor in care nu a fost adaugat peroxidul de hidrogen. O unitate
enzimatica descompune 1pmol de H,O, Intr-un minut la 25°C si pH 7,AE (k / min) = 2,3/1min x log E1/E2,
unde E1 este valoarea ADO,4p,,/min initiald si E2 este valoarea ADO240nm/min finald. Determinarea
activitatii catalazice a fost realizata utilizdnd spectrofotometrul Jasco V-530.

Evaluarea activitatii enzimatice a glutation reductazei (GR): GRcatalizeaza reducerea legaturii disulfurice a
glutationului oxidat GSSG rezultand doua molecule de glutation redus. GR este o0 FAD-enzimad homodimera



cu o structurd inalt conservatd in toate regnurile, fiind indusa in conditii de stres oxidativ. Rolul sau in
apdararea antioxidantd este acela de a reface GSH, un important antioxidant celular (Mannervik, 1987).
Evaluarea activitatii GR a fost realizatad utilizdnd metoda descrisa de Goldberg si Spooner (1983). Metoda de
determinare a activitdtii enzimatice se bazeazad pe capacitatea GR de a cataliza reactia de reducere a
glutationului oxidat cu participarea NADPH. Oxidarea NADPH a fost urmaritd spectrofotometric timp de 5
minute pe baza scaderii densitatii optice la 340nm. Reactia enzimatica catalizatd de GR a fost declansata prin
adaugarea a 25ul EPT in amestecul de reactie care contine 855 pL H,O, 50 puL tampon fosfat de K 0,1 M, pH
7,7, 50 pl NADPH 2mM si 20 pL. GSSG 33mM. Citirile au fost efectuate fatd de un martor in care nu s-a
adaugat solutie 33 mM GSSG. Activitatea enzimatica a fost calculatd ca nmoli NADPH oxidat/min/mg
proteina, folosind coeficientul de extinctic molara al NADP" 6,22 x 10° M c¢m™. Evaluarea activititii
glutation reductazei a fost realizata utilizand spectrofotometrul Jasco V-530.

Evaluarea activitatii enzimatice glutation—S—transferazei (GST): Glutation S-transferazele sunt enzime
implicate in metabolismul xenobioticelor. GST pot constitui pand la 10% din proteinele citosolice in unele
organe de la mamifere (Boyer, 1989) si catalizeazd conjugarea glutationului redus (la nivelul gruparii
sulfhidril) la centrele electrofile ale unei mari varietati de substrate (Douglas, 1987). Dozarea activitatii GST a
fost realizata cu ajutorul metodei descrise de Habig (1974). GST catalizeaza reactia in care este utilizat GSH
si un substrat electrofil. Reactia enzimatica a fost urmarita spectrofotometric prin cresterea absorbantei la
340nm. Metoda foloseste un substrat electrofil de tipul clor dinitrobenzenului. Cresterea absorbantei la 340
nm a fost urmaritd timp de 5 minute, la 25 °C, dupd adaugarea a 50 pl EPT in amestecul de reactie care
continea 630 pl H,O, 200 pL tampon fosfat de K 0,1 M, pH 7,1, 20 pL solutie alcoolica 1-clor, 2,4—
dinitrobenzen (CDNB) 25 mM si 100 pL GSH 20 mM. Reactia enzimatica a fost urmarita fatd de o proba
martor in care nu a fost addugat extractul proteic total cu activitate GST. Activitatea enzimatica specifica a
fost calculati ca nmoli GS, folosind coeficientul de extinctie molard 9,6 x 10° M cm™. Evaluarea activittii
glutation—S—transferazei a fost realizata utilizand spectrofotometrul Jasco V-530.

Evaluarea activitatii enzimatice a glutation peroxidazei (GPX): GPX face parte dintr-o familie de enzime ce
catalizeaza detoxifierea hidroperoxizilor organici rezultati din procesele metabolice normale prin conjugarea
acestora cu GSH. Existd mai multe izoenzime codificate de gene diferite. Pana in acest moment, la om, s-au
descoperit opt izoforme diferite de GPX. GPx1 este cea mai des Intalnita, gasindu-se in citoplasma la aproape
toate mamiferele si al carei substrat este H,O,. GPX4 are o afinitate mai mare pentru hidroperoxizii lipidici,
fiind exprimata in celulele mamiferelor dar in cantitati mai mici. Functia biochimica a glutation peroxidazei
extracelulare, prima fiind gasitd si in intestin, iar cea de-a doua este abundentd la nivelul plasmei sangvine.
Determinarea activitatii GPX a fost realizata folosind metoda descrisd de Beutler (1984), bazata pe capacitatea
GPX de a cataliza reactia de reducere a peroxidului de hidrogen si a altor peroxizi in prezenta GSH. Metoda
aleasd pentru determinarea activitatii enzimei se bazeaza pe monitorizarea formarii GSSG, care este redus
continuu prin adaugarea unui exces de glutation reductaza, generand un nivel constant de GSH. Determinarea
cantitativd a GSSG format se face indirect, prin masurarea oxidarii concomitente a NADPH la A=340 nm, in
conformitate cu reactia catalizatd de glutation reductaza. Procesul de oxidare a NADPH a fost urmarit timp de
5 minute, la 25°C, dupa adaugarea a 10 pL tert butil hidroxiperoxid 7mM intr-un amestec de reactie care
continea 798 pl H,O, 100 L. tampon Tris/HCI 1M, EDTA 5 mM, pH 8, 20 uL. GSH 0,1 M, 1uL glutation
reductaza, 60 ul NADPH 2 mM, 10uL EPT, care a stat in repaus la temperatura camerei 5 minute. Activitatea
enzimatica a fost calculatd ca nmoli NADPH oxidat/min/mg proteind, folosind coeficientul de extinctie
molard 6,22 x 10° M' x cm’. Evaluarea activititii glutation peroxidazei a fost realizati utilizind
spectrofotometrul Jasco V-530. In cazul nostru valorile activititilor enzimatice pentru toate enzimele
enumerate s-au mentinut relativ constante, diferentele fiind nesemnificative statistic, incadrandu-se in limitele
normale raportate pentru alte specii de sturion.

Analiza markerilor ADN in vederea identificarii si caracterizarii speciilor pure de sturioni si a
hibrizilor obtinuti din acestea in acvacultura

Analiza la nivel molecular a indivizilor/ liniilor/ stocurilor de sturioni se realizeaza utilizand diferiti markeri
ADN, cum ar fi secventa ADN mitocondrial sau markeri nucleari de tipul microsatelitilor. Prin genotiparea



indivizilor este posibil sd determindm originea acestora, dar si nivelul de heterozigotie al liniilor/ stocurilor de
acvacultura si distanta genetica dintre acestea. Inaintea realizarii experimentelor de reproducere dirijata, au
fost caracterizafi din punct de vedere molecular genitorii de morun. Analiza markerilor ADN s-a realizat in
cazul reproducatorilor de morun ce au atins maturitatea sexuala si care au fost considerati a fi apti din punct de
vedere fiziologic pentru a fi implicati in reproducerea asistatid. Acestia au fost reprezentati de femele si
masculi caracterizati prin mijloace ecografice, care au atins maturitatea sexuala si care au capacitatea
fiziologica de a se reproduce. Posibilii genitori au provenit atat din mediul natural, fiind pescuiti in Dunare,
cat si din acvaculturd. De la indivizii respectivi au fost prelevate probe biologice au constat in fragmente de
inotatoare fixate in etanol. Probele respective pot fi stocate in aceastd forma pentru o perioada indelungata,
fara a fi afectata calitatea ADN extras din acestea.

Izolarea de ADN genomic din fragmentele de inotatoare prelevate a fost realizata utilizdnd un protocol clasic
cu fenol-cloroform—alcool izoamilic, avand la baza un proces de extractie care se desfagoara dupa urméatoarele
etape: i) omogenizarea tesutului prin procedee mecanice sau chimice (in cazul tesuturilor solide); ii)
indepartarea membranelor lipidice utilizdnd detergenti; iii) indepartarea proteinelor (cu proteaze si prin
precipitare cu solventi organici) si ARN (cu ribonucleazd); iv) precipitarea ADN 1in solutie alcoolica
concentrata. Puritatea §i concentratia probelor ADN a fost verificatd spectrofotometric prin citirea solutiilor de
ADN Ia un spectrofotometru de tip NanoDrop8000.

Sapte dintre cei 11 loci microsatelitari selectati au fost amplificati prin doud reactii multiplex. Pentru Huso
huso a fost efectuatd o reactie 5-plex (pentru LS19, LS34, LS54, LS68, Aox45), respectiv 2-plex (pentru LS57
si Aox23). Ulterior, analiza s-a realizat prin electroforeza capilara cu detectie in fluorescenta. Ceilalti loci au
fost amplificati prin reactii monoplex si analizati prin electroforeza in gel de poliacrilamida.

Caracterizarea microsatelitilor selectati si genotiparea indivizilor

Locusul 1.S19 a prezentat la toti indivizii un profil diploid, ceea ce Tnseamna ca pentru fiecare individ analizat
a fost obtinut un singur semnal (corespunzator pentru doud alele identice - individ homozigot) sau doua
(corespunzitoare pentru doud alele diferite - individ heterozigot). Locusul LS19 a fost caracterizat la specia
Acipenser fulvescens, la care a si fost identificat initial (May et al., 1997). Acest locus prezintd un motiv
repetitiv trinucleotidic (TTG), si acest aspect a permis, In cazul nostru, discriminarea intre alelele reale si
artefactele de amplificare. Pentru specia Huso huso au fost identificate 9 alele cu marimea de 133, 136, 139,
148, 151, 154, 157, 160, respectiv 163pb. Frecventa alelica a fost calculata cu ajutorul programului Genetix
(Belkir et al., 2002) si rezultatele obtinute au fost prezentate in tabelul 3.

Locusul L.S34 a prezentat la toti indivizii un profil diploid, prezentind pentru fiecare individ una sau doua
alele (Figura 1). Locusul LS34 a fost caracterizat pentru prima data la specia Acipenser fulvescens (May et al.,
1997) si prezinta un motiv repetitiv trinucleotidic (GTT),. Luand in considerare acest aspect, a fost facilitata
discriminarea intre alelele reale si artefacte. Locusul LS34 a prezentat o aleld unica de 142 pb.

Locusul 1.S54 a fost caracterizat la specia Acipenser fulvescens (May et al., 1997) ca fiind un locus cu un
motiv repetitiv tetranucleotidic (GATA),. Acest locus prezintd un profil diploid pentru populatiile de sturioni
apartinand speciei Huso huso (Figura 7).

Locusul LS54 a manifestat un nivel ridicat de polimorfism in cadrul populatiei analizate. Pentru H. Auso au
fost identificate 8 alele: 152, 212, 220, 224, 232, 236, 240, 244, 248 si 252.

Locusul LS57 a fost identificat la 4. fulvescens si s-a constat cd prezintd un motiv repetitiv de tipul (GAA),.
In cazul fiecarui individ analizat au fost identificate cate 2 pani la 4 alele pentru locusul respectiv.

Analiza electroforegramelor obtinute a confirmat ca alelele observate constituie alele reale, si nu artefacte de
amplificare. In sprijinul acestei afirmatii vine faptul ci semnalele observate corespund unor marimi ale
alelelor care respecta motivul repetitiv de 3 pb, caracteristic locusului LS57. Aparitia unui profil poliploid in
cazul acestui locus readuce in discutie gradul de ploidie al sturionilor. Pana in prezent nu existd programe
statistice care sa permiti analiza datelor poliploide. In plus, este foarte dificil de estimat genotipul real in cazul
locilor poliploizi. De aceea, locusul LS57 a fost eliminat din calculul statistic si ne-am limitat la identificarea
alelelor obtinute pentru fiecare populatie analizata.

Locusul LS68 prezintd un motiv repetitiv tetranucleotidic (GATA), si a fost caracterizat pentru prima data la
specia Acipenser fulvescens (May et al., 1997). Acest locus prezinta un profil diploid pentru Huso huso si
totodata a fost observat un nivel mic de polimorfism, fiind evidentiate doar trei alele: 144, 148 si 152 pb.
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Figura 7. Profilele obtinute pentru sapte microsateliti la morun.

Locusul Aox23 prezintd un motiv repetitiv complex, de tipul (ATT)(ACT),(AAT), care a fost izolat si
caracterizat la specia Acipenser oxyrhinchus (King et al, 2001). Acest locus a prezentat un profil diploid
pentru morun (Figura 7). In cazul populatiei analizate au evidentiate 4 alele: 91, 106, 118 si 136.

Locusul Aox45 prezintd un motiv repetitiv trinucleotidic de tipul (AAT), si a fost caracterizat initial la A.
oxyrhinchus (King et al., 2001). Acest locus prezintd un profil diploid pentru Huso huso. Toti indivizii
analizati au fost homozigoti, caracterizdndu-se prin prezenta unei alele fixe de 154 pb.

Locusul L1.S39 a fost caracterizat initial la sturionul de lac nord-american, Acipenser fulvescens, observandu-
se ¢d prezintd un motiv repetitiv de tipul (GTT), (May et al., 1997). In cadrul populatiei de morun din Dunire
au fost identificate patru alele: 105, 108, 111 si 114. Au fost calculate frecventele alelice cu ajutorul
programului Genetix (Belkir et al., 2002).

Locusul AnacE4 a fost izolat initial la sturionul adriatic Acipenser naccarii, fiind caracterizat de o repetitie
dinucleotidica (CA), (Forlani et al., 2008). Locusul a prezentat un profil diploid. in cadrul populatiei de
morun studiata au fost identificate alelele 332, 334, 336, 338, 358 si 360.

Locusul AnacCl11, similar locusului AnacE4, a fost izolat §i caracterizat pentru prima datd la specia 4.
naccarii §i prezintd un motiv repetitiv tetranucleotidic (TCTA), (Forlani et al., 2008). Pentru populatiile din
Dunaire, apartinand speciei Huso huso s-a observat un profil diploid pentru acest locus microsatelitar, ceea ce
a permis genotiparea tuturor indivizilor. Au fost identificate trei alele: 145, 165 si 173 pb.




Locusul AoxD234 a fost izolat la specia Acipenser oxyrhinchus si se caracterizeaza printr-un motiv repetitiv
tetranucleotidic (TAGA), (Henderson-Arzapalo et al., 2002). Acest locus prezintd un profil diploid pentru
speciile cu ~120 de cromozomi, considerate functional diploide. In cazul populatiilor de morun au fost
identificate 10 alele: 199, 207, 211, 215, 219, 227, 239, 243, 247 si 251 pb.

Analiza statistica a datelor si interpretarea rezultatelor

Estimarea diversitatii genetice a fost realizatd prin calcululul unor indici statistici cu ajutorul programului
Genetix (Belkir et al., 2002).

Tabel 3. Alele observate si frecventele alelice calculate la exemplarele din specia Huso huso.

Alele LS19 Alele LS54 Alele LS68 Alele Aox23 Alele AnacE4 Alele AoxD234
133 0.0093 152 0.0100 144 0.1389 91 0.0500 332 0.1296 195 0.0093

136 0.0278 212 0.0400 148 0.6111 106 0.4400 334 0.5278 199 0.0185
142 0.1111 220 0.0400 152 0.2500 118 0.3500 336 0.0093 207 0.0278

148 0.0278 224 0.0200 136 0.1600 338 0.0185 211 0.0185
151 0.1019 232 0.0200 358 0.1759 215 0.2130
154 0.2130 236 0.2300 Alele AnacCll Alele LS39 360 0.1389 219 0.0093
157 0.1019 240 0.0400 145 0.4444 105 0.2500 227 0.2500
160 0.3333 244 0.3600 165 0.2037 108 0.6111 239 0.0370
163 0.0741 248 0.0600 173 0.3519 111 0.1204 243 0.0648
252 0.1800 114 0.0185 247 0.1111

251 0.2407

Astfel, au fost calculate valorile medii ale heterozigotiei estimate (Hg), heterozigotiei observate (Hp) si
deviatiile lor standard, precum si numarul mediu de alele per locus (Tabel 4). Se considerd cd markerii
moleculari sunt utili Tn studii de variatie genetica daca prezinta o heterozigotie medie intre 0,3 si 0,8 (Takezaki
& Nei, 1996). Heterozigotia reprezinta unul dintre parametrii cei mai importanti care ne poate da informatii
despre diversitatea si chiar istoria unei populatii. Valorile heterozigotiei pot varia intre 0 (absenta
heterozigotiei) si 1 (in cazul existentei unui numar mare de alele cu aceeasi frecventa). Ambele situatii au fost
observate in cadrul analizei noastre. Astfel, pentru locusul LS34 au fost obtinute valori ale heterozigotiei egale
cu 0, acesta fiind caracterizat de prezenta unei alele fixe In populatie, iar pentru locusul AoxD234 a fost
obtinuti valoarea 1. Valori ridicate ale heterozigotiei medii semnifici un nivel crescut de variatie genetica. In
schimb, daca heterozigotia medie este redusa diversitatea genetica este de asemenea redusi. In cazul analizei
efectuate de noi, heterozigotia observata este mai micd decdt cea estimatd, ceea ce poate sugera existenta
cosangvinizarii intre indivizi.

Tabel 4. Heterozigotia observata (Ho), estimata (Hg) si numarul mediu de alele per locus.

Locus Hg Ho Medie
LS19 0.8033 0.6667
LS34 0.0000 0.0000
LS39 0.5492 0.3889
LS54 0.7758 0.4800
AnacE4 0.6540 0.3889
AnacCl11  0.6372 0.4259
AoxD234 0.8146 0.9815
Medie 0.6049+ 0.2843 0.4760+0.2989 6.2857

Echilibrul Hardy-Weinberg a fost testat cu ajutorul programului GenePop v1.2. (Raymond & Rousset, 1995).
Toti locii au aratat deviatii de la echilibrul H-W. Deviatiile de la valorile asteptate pot avea mai multe cauze,
cum ar fi, mdrimea scdzuta a populatiei, existenta fenomenului de cosangvinizare sau prezenta alelelor nule n
populatie, alele care pot conduce la un exces fals de homozigoti. Analiza unui numar mai mare de loci poate
oferi o imagine corectd a diversitdtii genetice deoarece fiecare locus va contine o istorie independenta a
populatiei care depinde de proportia mutatiilor sau de deriva genetica.



Datele obtinute de noi vin in completarea datelor de evaluare si monitorizare a populatiilor de sturioni din
Dunirea Inferioara. Ca urmare a unor factori antropici, printre care cel mai recent il constituie pescuitul intens
si necontrolat in perioada 1990-2004, populatiile de sturioni care se reproduc in Dunare au atins un prag critic.

Testarea modului experimental de crestere in sistem recirculant si de monitorizare a morunului in
acvacultura in scopul imbunatitirii performatelor productive. Realizarea primei serii de experimente
din cadrul proiectului privind producerea si dezvoltarea larvara la morunul de Dunare. Identificarea
factorilor biotici si abiotici responsabili de inducerea fenomenului de stres si evaluarea raspunsurilor

fiziologice pentru specia Huso huso. Monitorizarea factorilor identificati pe perioada cresterii
experimentale.

Implementarea tehnologiilor de crestere a sturionilor s-a realizat in mai multe tipuri de sisteme tehnologice,
extensiv cu valorificarea superioard a hranei trofice naturale, semiintensiv in monoculturd si policultura
interspecifica, cu specii de ciprinide asiatice cu valorificarea bazei trofice naturale i administrarea de furaje,
insa cel mai des sistem tehnologic uzilizat a fost cel intensiv recirculant.

Cresterea sturionilor in sistemul de acvaculturd intensiv recirculant este in dependenta absoluta fatd de hrana
artificiald. Hranirea sturionilor in perioada de pui este consideratd o perioada critica. O multitudine de studii si
cercetari au evidentiat rolul determinant al hranirii, faptul cd aceasta este unul dintre cei mai importanti
factorii in etapa de crestere, cu impact asupra ritmului de crestere, a ratei supravituirii, a mentinerii unui
biomediu de calitate, a minimizarii stresului $i maximizarii eficientei economice. Deci, hranirea reprezinta o
conditie esentiala a succesului in cresterea acestor specii. O hranire neadecvatd sub aspect calitativ si
cantitativ, o perioada scurtd de privare de hrana, reprezintd un potential factor stresant care poate avea
repercursiuni in plan comportamental, instalarea canbalismului, morfologic, prin manifestarea fenomenului
de degenerare la nivelul aparatului digestiv si la nivelul tesutului muscular.

Pentru punerea in evidentd a efectului indus de privarea de hrana asupra indicatorilor bioproductivi ai
puietului crescut in sistem de acvacultura intensiv recirculant a fost initiat un experiment pe o duratd de 30 de
zile. Cercetarile experimentale s-au desfasurat in perioada 15.07.2015 — 05.11.2015, in doua ecotipuri de
bazine de crestere din cadrul sistemului de acvaculturd intensiv recirculant apartinand partenerului P3 — S.C.
OSETRA FARM S.R.L. Materialul biologic a fost reprezentat de puiet rezultat in urma reproducerii artificiale
efectuate in cursul anului 2015 in cadrul Statiei sturionicole apartinidnd partenerului P2 - S.C. Kaviar House
S.R.L. Materialul sturionicol a fost populat in sistem la data de 15.07.2015.

Caracteristicile tehnice §i funcionale ale sistemului de acvaculturd intensiv recirculant

Sistemul intensiv de crestere este realizat pe o platformd betonatd in suprafatd de 1845,47 mp si are in
componenta sa: hala productie I in suprafatd de 199,93 mp, hala de productie II in suprafata de 929,47 mp,
spatiu multifunctional in suprafatd de 196,42 mp si casa pompe cu suprafata 24,94 mp. Unitatea este racordata
la o retea de energie electrica si este dotatd cu un sistem de rezerva pentru producerea curentului electric, de
tipul generatoarelor. Cele doua incinte de tip hald sunt realizate din BCA §i panouri metalice, izolate bine din
punct de vedere hidric si termic, In care sunt amplasate urmatoarele sisteme necesare cresterii intensive a
sturionilor: sistemul de alimentare cu apa proaspata ; modulele de crestere a sturionilor

Sursa de apé este asiguratd din panza de apa freatica avind calitatea corespunzatoare cerintelor fiziologice ale
speciei de cultura. Sistemul de alimentare cu apa proaspata din panza freatica este compus din put forat de
medie adancime, doud bazine de stocare din beton, un bazin din fibra de sticla, electropompa submersibila.
Necesarul zilnic de apa proaspitd introdus in sistem este de 10% din volumul total al apei din bazinele de
crestere (165 m’).

Modulele de crestere sunt in numar de 26 si se compun din: un bazin de crestere, instalatia de alimentare cu
apa proaspata, un sistem de pompare al apei tehnologice, un sistem de filtrare al apei tehnologice, conducta de
evacuare a apei uzate.

Caracteristicile bazinelor. Primul ecotip de bazin este reprezentat de un bazin circular, construit din panza
caucicatd amplasatd pe un cadru metalic, avand diametru de 3,05 m si o suprafata utila de 7,3 mp, adancimea
apei din acest bazin fiind de 30 cm si un volum de exploatare tehnologicad de 2,19 mc. Cel de al doilea ecotip
este reprezentat de patru bazine de forma rectangulara, fabricate din inox, cu dimensiuni de (3,5 x 1,96 x 0,6
m) si un volum de exploatare tehnologici 2,05 m’. Fiecare bazin de crestere are in componenta un filtru si o



pompa de recirculare a apei. Sistemul de filtare al apei tehnologice, cu rol de conditionarea apei recirculate,
este compus din trei compartimente supraetajate realizate din material plastic. Apa tehnologica uzata este
pompata in compartimentul superior al filtrului, care are rolul de a asigura o distributie uniforma pe intreaga
suprafatd a compartimentului imediat inferior. Acest al doilea compartiment are rol de filtrare a apei,
operatiunea realizdndu-se in doua trepte: pe o prima treapta are loc o filtrare mecanica prin intermediul unor
bureti din material poros (MP) in grosime de 30 de cm, la nivelul caruia sunt retinute particulele grosiere, cea
de-a doua treapta, filtru biologic propriu-zis, alcdtuit dintr-o succesiune de materiale filtrante (agregate
minerale de diferite marimi §i diverse materiale ceramice in cantitate de 10 kg/unitate de filtrare) in care are
loc retinerea compusilor cu azot.

Organizarea experimentului. Un lot de 250 exemplare cu o masa individuald de 20g obtinut prin reproducere
artificiald 1n cursul anului 2015 de Partenerul P2 - S.C. Kaviar House S.R.L a fost preluat la data de
15.07.2015. Lotul a fost distribuit intr-o prima faza intr-un bazin circular cu un volum de 2,19 mc pentru
aclimatizare la noile conditii tehnologice de cregtere. Inainte ca bazinul de crestere sa fie populat, a fost
dezinfectat cu albastru de metil si in fiecare filtru s-a adaugat 50 ml solutie de Sera Nitrivec pentru formarea
culturilor de bacterii nitrificatoare.

Conditiile de temperaturd si chimism a biomediului acvatic nu au variat in limite mari si s-au incadrat in
parametrii prezentati in tabelul 5.

Tabel 5. Chimismul si termica biomediului acvatic din cadrul sistemului de acvacultura intensiv recirculant.

Oxigen mg/1 Temperatura -’C- pH -UpH- NO * -mg/I- NO * mg/l

8 17,2-17,5 72-8 1-13 13-19

Lotul a fost crescut in conditiile mai sus mentionate pe o perioada de 42 de zile pana la inceperea testelor de
privare de hrana. Hranirea s-a realizat cu furaj tip COPPENS de 2 mm. Numarul meselor a fost stabilit la 8
mese/ 24 h. Cantitatea de hrand administratd a fost de 2,2% din masa lotului. Ritmul mediu de crestere
inregistrat in aceastd perioada a fost de 145,51g/exemplar, ceea ce raportat la perioada de crestere reprezinta
3,46g/zi spor crestere. Supravietuirea inregistrata a fost de 90%.

Experimentul propriu-zis a demarat in luna septembrie, lotul a fost distribuit in cinci bazine, 45 de ex/bazin,
exemplarele au fost atent selectionate, loturile constituite au fost omogene ca talie. Durata experimentului a
fost de 30 de zile, variantele experimentale fiind organizate dupa schema din tabelul 6.

Tabel 6. Schema experimentald aplicata.

Lot martor Neinfometat
Nr. exemplare — 45

Masa medie individuala — 187,1g/ex.
Masa totala — 8420g

V1-17 Lot infometat 7 zile - hranit 7 zile $i monitorizat pind la
Nr. exemplare — 45 atingerea masei medii initiale

Masa medie individuala — 159g/ex.
Masa totala -7160 g

V2-14 Lot infometat 14 =zile — hranit 14 zile si monitorizat pina la
Nr. exemplare — 45 atingerea masei medii initiale

Masa medie individuala — 108g/ex.
Masa totala -4860 g

V3-21 Lot infometat 21 zile — hranit 21 zile si monitorizat pana la
Nr. exemplare — 45 atingerea masei medii initiale

Masa medie individuald — 132 g/ex
Masa totala — 5940 g

V4 -28 Lot infometat 28 zile — hranit 28 zile si monitorizat péna la
Nr. exemplare — 45 atingerea masei medii initiale

Masa medie individuala — 132 g/ex
Masa totala — 5940 g




Conditiile de biomediu acvatic pe perioada de derulare a experimentului de privare de hrana au fost
monitorizate zilnic pentru temperaturd, oxigen, pH, nitritii i nitratii si sdptamanal pentru ceilalti parametrii.
Valorile inregistrate sunt prezentate in tabelul 7.

Tabel 7. Valorile de biomediu acvatic pe perioada deruldrii experimentului.

Limite
Parametru chimic - ; - : .
Minime Optime Maxime Valori medii
pH —upH 6,9 7-17.8 8-8.,5 7,65
0, solvit — mg/1 6 7-12 14 8
Ca® - mg/l 30 90-120 160 76,20
Mg** - mg/l 5 10-40 50 114
CI" ( cloruri )- mg/1 6 30 40 147
NO; - mg/l 1 2,5-4 30 78,3
NO; - mg/l - lipsa 0,002 0,027
SO4™ - mg/l 0-15 20 - 40 70 — 80 235
NH," - mg/l 0,05-0,5 0,5-1 2 0,077
Alcalinitate ml HCL/1 0,2 2-4 6 11,00
Duritate (° D) 8 12-18 20 44,10

Zilnic, pe parcursul derularii experimentului si pe perioada de monitorizare, pand la atingerea masei medii
initiale, materialul sturionicol a fost cantarit. Evaluarea rezultatelor s-a realizat prin calcularea si reprezentarea
grafica a indicatorilor biotehnologici realizati (Tabel 8 si Figura 8).

Tabel 8. Indici biotehnologici inregistrati la

puietul privat de hrana.

Numar varianta Lot Varianta 1 | Varianta 2 | Varianta 3 | Varianta 4
martor

0 1 2

Privare de hrand — zile - 7 14 21 28

inceputul experimentului

Nr. exemplare 45 45 45 45 45

Biomasa initialda — g - 8420 7160 4860 5940 5940

Masa medie individuald —g - 187,1 159 108 132 132

Sfarsitul experimentului

Nr. exemplare 37 29 37 29 37

Supravietuire % 82 64 82 64 82

Biomasa finald — g- 6990 6490 4480 5780 4980

Masa medie individuala finala — g - 189 1443 99,5 128,5 110,75

Indici biotehnologici la finele experimentului

Pierderi de masa individuale inregistrate — g - 19 (-) 14,7 (-) 8,5 (-) 3,7 (-) 21,25

Pierderi de masa totale inregistrate -g- (-) 1430 (-) 670 (-) 380 (-) 160 (-) 960

Rata zilnica de pierdere masa g/zi (+) 0,06 2,1 0,61 0,18 0,76

Indici biotehnologici dupa inceperea furajarii

Nr. zile furajare dupa privarea de hrana - 7 14 21 28

Biomasa finala — g- 8040 5530 3833 4856 5220

Masa medie individuala finald — g - 211,2 145 110,88 153,8 140,3

Sporul individual de crestere — g - 0,1 0,8 1,2 1,05

Nr. de zile de furajare pentru a atinge greutatea 52 45 38 31

initiald

Cantitate de furaje consumati — g- 13503 2407 2721 2519 2168




Din analiza datelor primare ale experimentului, in prima etapa, cele 250 de exemplare avand o masd medie
inividualad de 20 g/ex. si o biomasa totald de 5000g au inregistrat un ritm bun de crestere. Hrana zilnica a fost
reprezentatd de un furaj granulat de 2 mm, cu un continut proteic de 50%. Ratia, distribuitd in 8 mese a
reprezentat 2,2% din masa totald a lotului. Pestii au avut in permanenta un comportament activ §i se apreciaza
cd materialul sturionicol s-a adaptat la conditiile de biomediu ale sistemului. Pierderile in perioada de
acomodare au fost de 10% din efectiv. in cea de a doua etapi, a experimentului propriu-zis, cea prin care s-a
dorit sa se evidentieze comportamentul puietului la privarea de hrana, factorul alimentar a actionat relativ
puternic producand scaderi de masd medie corporald evaluate intre 8g, la exemplarele lotului V1-7 i de 4g la
exemplarele lotului V28. Exemplarele lotului V2-14 au inregistrat scaderii a masei medii de 3g iar cele din
lotul V3-21 au inregistrat o crestere a valorii mesei medii cu 2g. Este cunoscut faptul ca in procesul
schimbarilor conditiilor de viata, modificarile morfofiziologice au un caracter individual, in sensul cd unele
exemplare slabesc iar alte cresc, in functie de baza lor ereditara.

250
500

i 7) l} = LOT MARTOR
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Z 5 LOT2
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Figura 8. Evolutia masei medii a exemplarelor pe perioada experimentului.

Pierderi de material sturionicol nu au fost inregistrate in primele 7 zile de la demararea experimentului,
acestea s-au instat imediat dupa aceea. Ulterior, dupa 14 zille de infometare, comparand rezultatele se constata
de asemenea o scadere a valorii medii a masei cu 2-4 g. Evaluat in procente, sciderea de masa este 2-7% fata
de masa initiald. In etapa a treia a experimentului, cAnd materialul sturionicol a fost hranit o perioada de timp
echivalentd cu cea de infometare, se constatd ca acesta se reabiliteazd Si Inregistreaza un usor spor de
crestere. Perioada de timp in care lotul ajunge la masa medie de la inceputul infometarii este cuprinsa intre 31
6i 52 de zile. Scaderea de masa semnalatd la exemplarele private de hrana intr-o perioada cuprinsa intre 7 si
28 de zile si cresterea compesatorie ulterioara, pe o perioada de hranire echivalentd, se apropie de rezultatele
raportate in literaturd. Analiza rezultatelor confirmd cd puietul se poate reabilita intr-un interval de timp
echivalent cu perioada de infometare, dar procesul este greoi si conversia furajului nu are un randament optim.

Cuantificarea indicatorilor biotehnologici si ai eficientei utilizarii nutrien ilor precum si a diferitilor
parametrii biochimici si fiziologici cu variabilitate specifica la stres

In tara noastra, in ultimii ani, dezvoltarea Si promovarea tehnologiilor sturionicole a fost realizata simultan cu
implementarea sistemelor moderne de productie (sisteme recirculante), ambele directii reprezentand obiective
strategice de dezvoltare a sectorului de acvaculturd din Romania. In acest context, elaborarea unor tehnologii
in vederea obtinerii unor linii de descendenti cu parametri productivi superiori este oportund si, totodata,
necesara pentru rentabilizarea activitatii de sturionicultura.

Densitatea de stocare este considerata principalul factor implicat in determinarea productivitatii si rentabilitatii
fermelor sturionicole si nu numai. In general, suprapopularea este considerata un factor de stres cronic, comun
in sistemele superintensive de acvacultura, ce poate induce o crestere prelungitd a nivelului de cortizol
plasmatic (Pickering & Pottinger, 1989), cu consecinte nefaste la nivelul biomasei de culturd. Stresul cronic
poate induce modificari ale activitatii enzimatice (Falahatkar et al., 2009), a indicatorilor hematologici si
biochimici (Ghomi et al., 2010) dar si a performantei de crestere a pestor (Ruchin, 2007), acestea rezultate
putand fi utilizate pentru optimizarea conditiilor de creStere a biomesei de cultura (Zarejabad, 2009).



Design experimental

Experimentul s-a desfasurat in perioada 20 Octombrie 2015-18 noiembrie 2015 in cadrul sistemului
recirculant pilot al Departamentului de Acvacultura, Stiinta Mediului Si Cadastru, Universitatea Dunarea de
Jos din Galati, prevazut cu patru unititi de creStere cu un volum de 500 litri fiecare Si unitdtile de
conditionare a calitatii apei. Materialul biologic folosit in experiment a fost reprezentat de 300 buciti puiet, cu
masa medie initiala de 78,02+21,06 g, provenit de la ferma apartinand partenerului P2.

Astfel, cele 300 exemplare au fost distribuite in cele 4 unitati de crestere ale sistemului recirculant astfel incat
sd se creeze 4 densitdti de stocare diferite (30, 45, 90 Si respectiv 135 ex/bazin), respectiv 4 variante
experimentale (V1:DS 30, V2:DS 45, V3:DS 90, V4:DS 135). Pestii au fost hraniti cu furaj TROCO PRE
GROWER cu un continut de 50% proteina si 18% lipide. Frecventa hranirii a fost de trei ori pe zi (9:00,13:00,
17:00), iar ratia zilnica a variat Intre 1 Si 2% din masa corporald. Principalii parametri fizico-chimici ai apei
(temperatura si oxigenul dizolvat) au fost masurati zilnic cu ajutorul echipamentului WTW Multi 3410, iar
pH-ul cu ajutorul echipamentului WTW model 340. CompusSii azotului au fost determinati saptamanal cu
ajutorul spectofotometrului Spectroquant Nova 400, folosind kituri compatibile Merk.

La finalul experimentului dupa ce pestii au fost cantariti si masurati s-au calculat urmatorii parametrii: sporul
de crestere (W) = Masa finala (Wt)—Masa initiala (WO0) (g), Factorul de conversie a hranei (FCR)=Cantitatea
totala de furaj (F)/Spor de crestere (W) (g/g), rata specifica de crestere (SGR)=100 x (In Wt - In WO0) / t (%
BW/zi), Factorul alometric de conditie s-a calculat conform ecuatiei: K=W*100/Lb unde b este un coeficient
estimat cu ajutorul ecuatiei de regresie lungime/masi:W=a*L", coeficientul de variatie (CV) = deviatia
standard/media masei corporale. De asemenea, la debutul experimentului cat Si la finalul acestuia au fost
efectuate masuratori biometrice individuale (£1 mm) pentru toli pestii din unitatile de creStere. Analiza
statistica a datelor obtinute Si inregistrate a fost realizata cu ajutorul programului SPSS versiunea 17.
Normalitatea distributiei a fost verificatd cu ajutorul testului Kolmogorov-Smirnov Z. Diferentele statistice
intre variabile au fost analizate prin folosirea testelor ANOVA si T-paired test. Omogenitatea variantei a fost
testatd cu ajutorul testului Levene. Testarea post-hoc pentru stabilirea subseturilor s-a realizat cu ajutorul
testelor Duncan si Tukey’s-B.

Calitatea apei. Pe parcursul experimentului parametrii de calitate ai apei au fost situati in ecartul optim pentru
cresSterea sturionilor. Temperatura apei (20.75+0.70°C), oxigenul dizolvat (7.46+£0.30 mg/l) Ssi pH-ul
(7.54+0.04 unit.pH) au inregistrat valori constante, fara diferente semnificative intre cele patru variante
experimentale. De asemenea, compuSii azotului au fost mentinuti in ecartul optim creSterii sturionilor,
valorile medii ale nitritilor, amoniului Si nitratilor fiind de 0.14+0.03 mg/l, 0.52+0.33 mg/l, 33.38+0.21 mg/I.
Performanta cresterii. In tabelul 11 sunt prezentate masuritorile biometrice realizate la momentul initial Si
final al experimentului. Analiza statistica a parametrilor biometrici a evidentiat diferente nesemnificative intre
cele patru loturi experimentale (Anova, p>0.05; p=0.918). Omogenitatea loturilor a fost verificata Si
confirmata cu ajutorul testului Levene (p>0.05, p=0.748).

Tabel 9. Caracteristici somatice la debutul Si la finalul experimentului.

Etapa Densitate de stocare N Minim Maxim Media Ab.std.
Initial DS 30 G 30 46 116 74.47 18.649
Ls 30 17 24 20.82 1.732
Lf 30 19.5 27.4 23.687 1.9765
Lt 30 22.2 31.0 27.287 2.1373
DS 45 G 45 38 114 70.91 16.096
Ls 45 17 24 20.63 1.610
Lf 45 20.0 27.5 23.573 1.6993
Lt 45 23.2 31.3 27.138 1.9784
DS 90 G 90 36 140 83.56 22.583
Ls 90 17 27 21.74 2.101
Lf 90 19.0 29.6 24.921 2.2497
Lt 90 21.4 34.5 28.668 2.7598

DS 135 G 135 36 170 77.50 21.232



Ls 135 17 27 21.21 1.938

Lf 134 18.6 30.2 24.235 2.0740

Lt 135 21.9 34.8 27.826 2.4888

Final DS_30 G 29 46 160 114.90 31.594
Ls 29 20 34 24.36 2.794

Lf 29 21.3 29.8 26.424 2.3712

Lt 29 24.5 34.1 30.217 2.7147

DS_45 G 43 42 182 111.44 31.756
Ls 43 3 29 23.58 3.987

Lf 43 21.6 31.5 26.405 2.5023

Lt 43 24.2 35.9 30.298 2.7821

DS_90 G 86 54 250 130.28 44.757
Ls 86 18 31 25.31 2.837

Lf 86 20.0 34.1 27.843 3.0389

Lt 86 22.8 39.5 31.745 3.5732

DS_135 G 124 50 282 122.40 40.555
Ls 124 17 31 24.28 2.534

Lf 124 20.6 33.6 27.048 2.6678

Lt 124 23.5 38.2 31.062 3.1815

Unde: G-masa individuala medie; Lt-lungimea totald; Lf-lungimea la furcd; Ls-lungimea standard.
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Dupa perioada experimentald, analiza statisticd a masei individuale nu a evidentiat diferente notabile. Masa
corporala a pestilor in cele patru loturi experimentale a fost de 114.90+31.59 g (DS 30), 111.44+£31.75 g
(DS _45), 130.28+44,75 g (DS_90), respectiv de 122.40+40.55 g (DS _135), fara diferente semnificative
pentru pragul de 5% (Anova, p>0.05, p=0.057) (Figura 9). Se remarcd insa cad intre variantele DS 45 si
DS 90 existd cea mai mare distantd intre masele corporale medii, respectiv de aproximativ 18 g/exemplar.
Aceste diferente, ce au condus la obtinerea unei valori p aproape de pragul de semnificatie, sunt datorate unor
diferente semnficative obtinute la comparatia intre mediile variabilei masa individuald” din cadrul celor doua
loturi. De asemenea, Si in ceea ce priveSte lungimea finala, s-au inregistrat diferente semnificative intre cele
patru loturi experimentale (ANOVA, p<0.05, p=0.018) (Figura 10).

La debutul experimentului, coeficientul de variatie (CV) pentru variabila masd corporald a inregistrat o
valoare de 25,12% in V1, 23.33% 1n V2, 27,27% in V3, respectiv 27.25% in V3. La finalul perioadei
experimentale, se observd o accentuare a heterogenitatii loturilor experimentale, coeficientul de variatie
inregistrand o creStere in toate cele patru variante, astfel: 27.49 % in V1, 28.49% in V2, 34.35% in V3,
respectiv 33.13% in varianta V4, aspect subliniat grafic Si prin intermediul histogramelor (Figura 11).
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Figura 11. Histogramele claselor de masa initiale si finale.

In tabelul 10 este redat sintetic tabloul indicatorilor de performanta tehnologicd calculati pentru intreaga
perioada experimentald prin prelucrarea datelor initiale si finale obtinute. Din analiza indicatorilor tehnologici,
se poate observa faptul cd densitatea de populare nu a constituit un factor decisiv de influenta asupra retinerii
nutrientilor Si a conversiei hranei, acest aspect fiind reliefat de valorile apropiate ale principalilor indicatori de
eficienta: FCR si PER. Rezultatele obtinute evidentiaza, totodatd, faptul cid rata specificd de creStere a
inregistrat cele mai bune valori in densitatile mai ridicate, ceea ce conduce la concluzia cé, densitatile ridicate
practicate nu pot fi considerate, pe termen scurt, limitative pentru performanta tehnologica. Rata de
mortalitate a inregistrat insa valori cuprinse intre 3,33 (V1) si 6,67 % (V4), fapt ce impune reluare/continuarea
experimentelor in conditii de densitate mai ridicatd coroborat cu prelungirea duratei experimentale.

Tabel 10. Indicatorii de performanta tehnologica obtinuti la sfarsitul experimentului.

Indicatorul v, V, V3 Vy
Variantele ex

Numarul initial de pesti 30.00 45.00 90.00 135.00
Biomasa initiala (g) 2234.00 3191.00 7520.00 10462.00
Masa initiald medie (g/ex) 74.46 70.91 83.55 77.49
Numarul final de pesti 29.00 43.00 86.00 126.00
Biomasa finala (g) 3332.00 4510.00 11204.00 15178.00
Masa finald medie (g/ex) 114.90 104.88 130.28 120.46
Sporul individual de creStere (g) 40.44 33.97 46.73 42.97
Sporul total de crestere (g) 1098.00 1319.00 3684.00 4716.00
Rata specific de crestere (SGR) (%/zi) 1.55 1.40 1.59 1.58
Rata zilnica de crestere - (g/kg/zi) 1.44 1.21 1.67 1.53
Factorul de conversie al hranei FCR (g/g) 0.95 1.13 0.95 1.04
Factorul de conversie al proteinei PER (g/g) 2.11 1.78 2.10 1.93
Mortalitate (%) 3.33 4.44 4.44 6.67
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Figura 12. Regresia lungime-masa corporala.

Determinarea corelatiei dintre lungimea totala (cm) si masa corporala (g) (Lt-M) s-a realizat in baza datelor
obtinute In urma biometriei efectuate la finalul experimentului, pentru pestii din fiecare lot experimental.
Astfel, datele obtinute au fost procesate in scopul elabordrii unui model de creStere Si determinarii ecuatiilor
de crestere. Estimarea cresterii s-a realizat cu ajutorul regresiei liniare si a ecuatiei logaritmice.

In urma analizei coeficientului de determinare R?, s-a constatat o buni corelatie intre lungimea totald Si masa
corporald a exemplarelor, respectiv a proportiei in care cresterea masei corporale poate fi pusa pe seama
cresterii in lungime. Din analiza coeficientului alometric se poate observa o alometrie negativa (b<3) pentru
toate variantele experimentale, cohorta mentinuta in conditii de micd densitate Inregistand un coeficient
allometric de aproximativ 3, ceea ce indica o crestere aproape izometricd pentru exemplarele din acest lot.
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