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7 Rezumat;

Inventia se refera la un procedsu pentru cresterea
dimensiunilor corporale la masculii speciei de pesti
ornamentali quppy (Poecifia reficufata), prin utilizarea
valeratului de estradiol ca -hormon feminizant. Loturile
de masculi- corpolenti din specia Foecilia reticulata,
obtinuti prin procedsul conforminventiel, au dimensiuni
corporale care le depdsesc cu -20..40% pe cele ale
rmasculilor din loturile martor, netratate hormonal; n
primele 2...3 luni de viatd se dezvoltd morfologic macro-
scopic asemenea ferelelor; iar momentui diferentierii
sexuale, mai precis colorarea intenséd, ‘aparitia gono-
podiumului si a comportamentului de- curtare pot fi
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hotérate de crescator, acestea trei din urmé manifes-
tandu-se la masculii fratati in circa 8...20-de zile dela

‘hcetarea tratamentului hormonal indiferent de varie-

tatea sau linia lor, incep a se diferentia sexual la véarste
ontogenice tarzu, adica la 2,5..3,5 Iunl fapt care per-
mite dezvoltarea unei jumatati posterioare a corpului si
2 unui peduncul caudal robust,. specific femelelor, cu
30...40% mai groase decét in cazul loturilor netratate
hormonal.
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Inventia se refera la un procedeu pentru cresterea dimensiunilor corporale la masculii
speciei de pesti ornamentali guppy (Poecilia reticulata). Aplicabilitatea procedeului are sanse
foarte mari de succes in cadrul industriei pestilor ornamentali, mai precis in crescatoriile de
pesti guppy. Mentionam ca Poecilia reticulata este consideratd numarul unu in topul
vanzarilor cu scop acvariofil a pestilor de apa dulce si una dintre cele mai populare si
decorative specii (Tamaru & Ako 2000; Turan et al 2006).

Poecilia reticulata este o specie cu un determinism al sexelor de tip Drosophila
(Winge 1922a, 1922b), cu masculul heterogametic (XY) si femela homogametica (XX).
Studiile efectuate in vederea imbunatatirii performantelor de forma si culoare a pestilor nu
sunt o noutate in guppyculturd (Schmidt 1920; Blacher 1927, 1928; Goodrich 1944;
Nybelin 1947; Winge & Ditlevsen 1947; Haskins & Haskins 1951,1948; Haskins et al
1961; Haskins et al 1970; Dzwillo 1959; Schroder 1969a, 1969b; Horn 1972; Nayudu
1979; Farr 1983; Phang et al 1989a, 1989b, 1990, 1999; Phang & Fernando 1991;
Fernando & Phang 1990; Khoo et al 1999a, 1999b, 1999c; Houde 1992; Brooks 2000;
Brooks & Endler 2001; Karino & Hajima 2001). Pe |anga acestea, marimea corpului
(Reynolds & Gross 1992; Yamanaka et al 1995; Brooks & Endler 2001) sau a inotatoarei
caudale (Dzwillo 1959; Schroder 1969a; Nayudu 1979) au fost multé vreme alti parametri
vizati de catre specialisti in vederea aducerii pe piatad a unei marfi de calitate inalta. Datorita
dimorfismului sexual al speciei, masculii sunt mult mai viu colorati decét femelele, ceea ce
atrage dupa sine o cerere mai mare pe piata si o valorificare mai eficientd a masculilor decat
a femelelor. Modificarea raportului dintre sexe prin variatia factorilor de mediu a fost una din
solutiile gasite de cercetatori si crescatori (Mag-Muresan & Bud 2004; Mag & Bud 2005;
Karayucel et al 2006). Mult mai eficientd s-a dovedit, insad, inducerea artificialda a
masculinizarii prin tratarea cu androgeni a puietului nou nascut (Turan et al 2006) sau a
mamelor gestante in vederea masculinizarii embrionilor purtati de acestea (Kavumpurath
& Pandian 1993a; Pifferer & Lim 1997; Mag & Bud 2006). O alta solutie foarte viabila s-a
dovedit a fi utilizarea supermasculilor (masculi cu doi cromosomi Y) in loturile de
reproducatori. Orice femele fertilizate de acesti masculi produceau femele in proportie de
aproape 100% (Kavumpurath & Pandian 1993b). Masculii YY erau obtinuti in urma
incrucisarii pseudofemelelor XY cu masculi normali XY, iar pseudofemelele XY, la randul lor,
erau obtinute prin inversiune sexuald in urma tratamentelor cu estrogeni. Estrogenii utilizati
panain prezent pentru feminizarea completa sau aproape completa a loturilor sunt urmatorii:
dietilstilbestrolul (300 mg kg™"), B-estradiolul (400 mgkg™), 17a-etinilestradiolul (300 mg kg™,
3-benzoat estradiolul (800 mg kg™) si estrona (300 mg kg™") (Yamazaky 1983; Kavumpurath
& Pandian 1993b; a se vedea si US 005314882 A). Ei sunt folositi prin impregnarea cu
hormon a furajului si administrarea acestuia femelelor gestante cu 5-10 zile inainte de
parturitie. Uneori, inversiunea sexuald poate fi incompletd sau reversibila, mai ales atunci
cand hormonul ales are o potentd redusa sau perioada de tratament nu a fost aleasa
corespunzator. Toate aceste cazuri de inversiune sexualad temporara au fost privite ca efecte
secundare/nedorite ale tratamentului, obiectivul cercetatorilor/crescatorilor fiind inversiunea
sexuala permanenta/definitiva.

Valeratul de estradiol, folosit in cadrul prezentei inventii, nu a mai fost utilizat pana in
prezentla pesti, decat cu scopul inducerii artificiale a inversiunii sexuale la guppy (Petrescu-
Mag 2007) sau al observarii efectelor secundare generate de administrarea Iui pe termen
lung la femelele adulte ale aceleiasi specii (Mag et al 2006).

Singurele procedee de crestere a dimensiunilor corporale la masculii de guppy
cunoscute, panain prezent, sunt: procedeul selectiei empirice (care nu necesita niciun fel de
descriere, intrucat nu a fost descris stiintific) si cel al selectiei artificiale care are la baza
folosirea ca reproducatori masculii corpolenti si femelele mai mari, acestia fiind identificati in
urma unor masuratori (morfometrie).
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in prezent, pentru participarea la expozitii si competitii ale guppycultorilor, se aleg
aproximativ 5% din loturile marilor crescétori, pesti cu calitati estetice deosebite, acesti pesti
avand preturi de vanzare exorbitant de ridicate.

Masculii de guppy prezinta un singur neajuns estetic si comercial, acesta fiind dimen-
siunea corporald redusa (lungime standard SL: 26 mm). Au existat, de-a lungul timpului,
eforturi in cresterea dimensiunii acestora prin metodele genetice ale selectiei clasice, eforturi
justificate daca ne gandim la faptul ca dimensiunile corporale sunt caractere cantitative, deci
determinate in mare parte poligenic. Rezultatele nu au intarziat sa apara, insa dimensiunile
masculilor nu au crescut spectaculos prin aceasta metoda.

Un fapt neobservat sau cel putin nevalorificat de lumea stiintifica este acela caindivizii
masculi ai speciei au dimensiuni la maturitate cu atadt mai mari cu céat diferentierea sexuala
intervine mai tarziu in ontogenia individului. Astfel, problema tehnica pe care isi propune sa
o rezolve prezenta inventie este de a améana pe o duratad cat mai lunga aceasta diferentiere,
dar suficient de scurtd, pentru ca indivizii s& nu ramana femele pentru totdeauna.

Procedeul pentru cresterea dimensiunilor corporale la masculii speciei de pesti
ornamentali guppy (Poecilia reticulata), conform inventiei, cuprinde administrarea, la puietul
de o zi, de hrana care contine 300-500 mg kg™ valerat de estradiol, timp de 2-3 luni de zile.

Prin procedeul conform inventiei, rezulta o proportie de 15-45% masculi in lotul tratat
care, la maturitate, prezintd dimensiuni corporale cu 20-40% mai mari decat loturile
varietatilor respective in starea netratata hormonal, la maturitate.

Inventia realizatad consta in cresterea dimensiunilor corporale ale masculilor tuturor
varietatilor speciei Poecilia reticulata, prin folosirea valeratului de estradiol (figura), ca hormon
feminizant, sub forma produsului farmaceutic Cyclo-Progynova® (Schering AG, Germania;
doar drajeurile albe), in vederea amanarii momentului in care juvenilii masculi din punct de
vedere genotipic (XY d) devin adulti anatomic, morfologic, fiziologic $i comportamental. Prin
administrarea orala a concentratiilor/dozelor cuprinse intre 300 si 500 mg valerat de
estradiol/kg furaj (adica 300-500 mg kg™”), rezultd o proportie de 15-45% masculi, care, la
maturitate, prezinta dimensiuni corporale cu 20-40% mai mari decét loturile varietatilor
respective in starea netratatd hormonal, la maturitate. Evident, valeratul de estradiol se poate
administra si sub forma altor produse farmaceutice, atata timp cat acestea pot fi solubilizate
in etanol concentrat si nu includ alte substante hormonale. 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 sticld, la care se adauga cantitatea
corespunzatoare cantéritad de valerat de estradiol pur (figura). in cazul in care hormonul
folosit se afla sub forma de tablete sau drajeuri, acestea se mojareaza cu atentie ca bucatile
s& 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 spald peretii mojarului. Se adauga 20 g furaj de buna calitate, marunt
granulat (diametrul granulelor trebuie s& 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 lasa
s& se evapore alcoolul timp de 3 h. Hrana astfel impregnata cu hormon se impacheteaza si
se pastreaza laloc uscat, racoros si ferit de lumina solara. Pentru obtinerea unor cantitati mai
mari de furaj tratat cu hormon, se utilizeazd 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 crestere plante
de consistentd moale, care pot servi pestilor ca hrand alternativa si care pot diminua efectul
tratamentului.
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Prin administrarea orala a furajului astfel impregnat cu hormon, la puietul de o zi -
pana la varsta de 2-3 luni, in functie de viteza de crestere a varietatii/liniei, precum si de
dimensiunile urmarite a fi obtinute la masculi, rezulta o proportie de 15-45% masculi, care,
la maturitate, prezintd dimensiuni corporale cu 20-40% mai mari decat masculii loturilor
varietatilor respective in starea netratata hormonal, la maturitate. Diferentierea sexual&, mai
precis coloritul, gonopodium-ul si comportamentul de curtare vor aparea la masculii tratati in
circa 8-20 zile de la incetarea tratamentului hormonal. De-a lungul tratamentului aplicat,
indivizii genotipic masculi se dezvolta fenotipic, cel putin morfologic/macroscopic, similar
femelelor, dimensiunea corporalda mare fiind un caracter sexual secundar feminin, care
persista dupa incetarea tratarii cu estrogen. Dupa 30-40 zile de la incetarea tratamentului
hormonal, indivizii masculinizati inceteaz& a mai creste semnificativ in dimensiuni corporale
propriu-zise. Totusi, inotatoarele dorsala si caudalé continua sa creasca la toate varietatile
cu inotatoare in forma de voal, in special la cele care prezintd gena codificatoare a
caracterului pigmentiert caudalis.

Explicatia acestui fenomen de inversiune sexuala temporara este aceea ca valeratul
de estradiol nu este atat de potent precum alti estrogeni utilizati in manipularea sexelor, iar
perioada postnatala de tratament a puietului nu este cea mai potrivita pentru inducerea unei
inversiuni sexuale definitive si complete.

Cele mai evidente imbunatatiri fenotipice ale masculilor tratati se constata la nivelul
jumatatii posterioare a corpului $i pedunculului caudal unde grosimea creste cu 30-40%
comparativ cu masculii loturilor netratate. In timp ce masculii loturilor netratate, care prezinta
caudale cu crestere continud, intdmpina problema de a purta caudala ca pe o povara de la
varsta adulta péna la senescenta, masculii de acelasi tip, dar tratati hormonal prin procedeul
expus, detin forta necesara unui inot elegant, datoritéd grosimii corpului si pedunculului
caudal.

Trei doze/concentratii hormonale (din multele concentratii testate de noi) au dus la
rezultatele descrise, acestea fiind: 300, 400 si 500 mg kg™'. Folosirea oricarei doze/concen-
tratii din cele trei mentionate duce la aceleasi rezultate, fara diferente semnificative.

Aplicabilitatea tehnologiei la nivel industrial este evidenta: prin ineditul procedeu
prezentat se pot obtine, in industria pestilor ornamentali, masculi cu performante fenotipice
(nu neaparat si genetice) calitative deosebite si care pot fi valorificati la preturi mult mai mari
decét pretul pietei. Potentialii cumparatori sunt, de aceasta daté, nu doar amatori pasionati,
ci profesionisti interesati de participarea la competitii si expozitii internationale ale
guppycultorilor sau posesorii unor acvarii de lux interesati de raritdti. Femelele supra-
numerare (55-85% din total) rezultate inevitabil in loturile tratate cu dozele mentionate, nu
sunt simple rebuturi, ci sunt femele care detin potentialul producerii unor stocuri preponderent
mascule in descendenta, ca urmare a faptului ca 5-35% din acestea sunt din punct de vedere
genotipic masculi (XY ?) si doar functioneaza ca femele.

Fatd de procedeul ameliorarii speciei, din punctul de vedere al dimensiunilor
corporale, prin procedeele empirice sau ale selectiei clasice, procedeul de fatd aduce
avantajul ca indivizii de dimensiuni mari pot fi obtinuti direct, intr-o singuré generatie,
comparativ cu selectia artificiala care presupune un numar mai mare de generatii, incrucisari
sau retroincrucisari. Al doilea argument al utilitatii procedeului propus aici este acela ca
selectia artificialda a indivizilor de dimensiuni mari nu poate fi decat complementara
procedeului nostru: aplicand tratamentul prezentat unei linii ameliorate de guppy pentru
dimensiunea corporald, dimensiunile masculilor tratati vor fi cu 20-40% mai mari decat
masculii aceleiasi linii de pesti netratati hormonal - martor.
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Revendicare 1

Procedeu pentru cresterea dimensiunilor corporale la masculii speciei de pesti 3
ornamentali guppy (Poecilia reticulata), caracterizat prin aceea ca acesta cuprinde

administrarea, la puietul de o zi, de hrana care contine 300-500 mg kg™ valerat de estradiol, 5

timp de 2-3 luni de zile.
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Valerat de estradiol

estra-1,3,5(10)-trien-3,17-diol(17P)-,17-pentanoat
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