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Kurzfassung  

Störe - die Lieferanten des teuer gehandelten Kaviars f sind lebende Fossilien, die die Erde 

seit etwa 250 Millionen Jahren bevölkern. Durch den Verlust von Lebensräumen und 

Überfischung gehören sie mittlerweile zu den weltweit am stärksten gefährdeten Fischarten. 

Ihr Rückgang ist besonders deutlich in der Donau und im Schwarzen Meer zu beobachten. 

Die dort heimischen Populationen des Sternhausens (Acipenser stellatus), des Donaustörs 

(A. gueldenstaedtii), des riesigen Hausen (Huso huso) und des Sterlets (A. ruthenus) stellen 

die letzten, sich selbst erhaltenden Störbestände in Europa dar. Aber auch sie sind akut 

gefährdet, obwohl oder auch weil sie noch bis vor 10 Jahren befischt wurden. Für effektive 

Schutzmaßnahmen dieser Wildbestände sind u.a. Kenntnisse ihrer genetischen Diversität 

und Strukuren erforderlich. Um diese Wissenslücken zu schließen, wurden im DASTMAP-

Projekt mit Partnern aus Deutschland, Rumänien und der Türkei abgestimmte, genetische 

Analysemethoden entwickelt. Darauf aufbauende Untersuchungen zeigten, dass in der 

Unteren Donau vom Sterlet noch mindestens zwei und vom Hausen drei Subpopulationen 

vorkommen. Als Warnsignal ist zu werten, dass bei beiden Arten schon ein hoher Grad an 

Vermischung nachweisbar ist. Vergleichbare Ergebnisse werden auch für den Sternhausen 

erwartet. Besonders dramatisch ist die Situation bereits beim Donaustör, bei dem es wegen 

seiner extremen Seltenheit nicht gelang, eine ausreichende Anzahl an Proben zu 

beschaffen. Aus den gewonnenen genetischen Daten lassen sich Schlussfolgerungen für 

das Bestandsmanagement der vier Arten ableiten: Oberste Priorität hat die 

Wiederherstellung der Wandermöglichkeiten und der Funktionalität ehemaliger Laichplätze. 

Dadurch könnte die beobachtete Vermischung genetischer Linien innerhalb der Arten 

vermieden und die Erhaltung ihrer genetischen Integrität gewährleistet werden. Als zeitlich 

begrenzte Zwischenlösung können ex situ Laichfischbestände dienen, die jedoch 

repräsentativ für die Wildpopulationen sein müssen, um für Besatzzwecke geeignet zu sein. 

Solche Maßnahmen sind Teil des aktuellen Aktionsplans für die europäischen Störarten, für 

den das Projekt wesentliche Grundlagen erarbeitet hat. Die Umsetzung dieser Strategie ist 

unumgänglich, um das Aussterben der Arten in Europa zu verhindern.  
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Summary 

Sturgeons f the producers of the high priced caviar f are living fossils inhabiting Earth for 

approx. 250 million years. Today, they are among the most endangered fish species 

worldwide due to habitat loss and overfishing. Their decline becomes highly evident in the 

Danube River and the Black Sea. In these regions the native populations of the stellate 

sturgeon (Acipenser stellatus), the Russian sturgeon (A. gueldenstaedtii), the giant beluga 

sturgeon (Huso huso), and the sterlet sturgeon (A. ruthenus) represent the last self-

sustaining sturgeon stocks of Europe. Despite the fact (or because) they were heavily fished 

until 10 years ago they are critically endangered today. Effective conservation measures for 

the few remaining wild populations require, among other immediate measures, knowledge 

on their genetic diversity and structures. In order to close these knowledge gaps the 

DASTMAP project partners from Germany, Romania and Turkey developed harmonized 

methods of genetic analyses. Subsequent studies have shown that at least two sub-

populations of sterlet sturgeon and three sub-populations of beluga sturgeon are still existing 

in the Lower Danube River. The observed high degree of admixture between the sub-

populations of both species must be interpreted as a warning signal. Comparable results are 

also expected for stellate sturgeon. The status of Russian sturgeon is particularly dramatic 

because a suitable number of samples from this species could not be acquired due to its 

extreme scarcity. From the genetic data obtained the following conclusions are drawn for the 

management of the four sturgeon species: The restoration of migration routes and 

functionality of historic spawning grounds has highest priority resulting in avoidance of the 

observed intraspecific admixture of distinct genetic lineages and ensuring their genetic 

integrity. Ex situ broodstocks should be established as an interim solution. These must 

represent the genetic diversity of the wild populations in order to be suitable for (re)stocking. 

Such measures are part of the Pan-European action plan for sturgeon species, to which the 

project provided essential prerequisites. The implementation of this strategy is inevitable to 

prevent the extinction of these species in Europe. 
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1. Beitrag des Ergebnisses zu den förderpolitischen Zielen, auch zwecks Evaluierung von 

Förderprogrammen. 

Das Vorhaben DASTMAP wurde im Rahmen des ERA-Net COFASP gefördert. Eines 

der Hauptziele von COFASP war die Schaffung der Basis für eine nachhaltige Nutzung 

fischereilicher Ressourcen entsprechend des Vorsorgeprinzips. Dafür ist die Kenntnis 

der Bestände, die einer Nutzung und dem Management unterliegen, vor allem 

hinsichtlich ihrer genetischen Diversität und Strukturen, erforderlich. Von besonderer 

Bedeutung ist dieser Aspekt für Fischarten, die in ihrer Existenz bedroht sind, da hier 

etwaige Stützungsmaßnahmen auf die relevanten Managementeinheiten auszurichten 

sind. Zu diesen gefährdeten Arten zählen auch die Störe der Unteren Donau und des 

Schwarzen Meeres.  

Das internationale Konsortium bestehend aus deutschen, rumänischen und türkischen 

Partnern leistet mit den Ergebnissen des DASTMAP Vorhabens einen Beitrag zu diesen 

Zielen, indem: 

� genetische Marker (Mikrosatelliten-Loci und mitochondriale DNA-Sequenzen) für 

die vier Störarten Acipenser stellatus, Acipenser ruthenus, Acipenser 

gueldenstaedtii und Huso huso entwickelt wurden, 

� diese Marker für die Untersuchung der genetischen Diversität und der 

Populationsstrukturen der Störarten eingesetzt wurden, und 

� darauf aufbauend Empfehlungen für ein verbessertes Management und 

Artenschutzmaßnahmen abgeleitet wurden. 

2. Aufzählung der wichtigsten wissenschaftlich-technischen Ergebnisse des Vorhabens im 

Vergleich zu den ursprünglichen Zielen, die erreichten Nebenergebnisse und die 

gesammelten wesentlichen Erfahrungen. 

Schwerpunkte der deutschen Arbeiten im Vorhaben DASTMAP waren: 

� die Isolierung von artspezifischen Mikrosatelliten-Loci aus Genombibliotheken 

der vier Störarten Acipenser stellatus, Acipenser ruthenus, Acipenser 

gueldenstaedtii und Huso huso durch einen Unterauftragnehmer (WP 2), 

� die Entwicklung von Multiplex-PCR Sets bestehend aus 12-15 Mikrosatelliten für 

jede der vier Störarten (WP 3),  
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� die Anwendung dieser Mikrosatelliten bei der Genotypisierung von Störproben 

aus der Unteren Donau in Zusammenarbeit mit dem rumänischen Projektpartner 

vom Danube Delta National Institute, DDNI (WP 4) und 

� die Mitwirkung an der populationsgenetischen Analyse der gewonnenen Daten 

mit dem Ziel der Definition von Management-Einheiten für eine nachhaltige 

Fischerei und den Artenschutz (WP 8). 

Aufzählung der wichtigsten wissenschaftlich-technischen Ergebnisse: 

� WP 2:  

Vom Unterauftragnehmer (GenoScreen, Lille, Frankreich) wurden geliefert: 

Störart Anzahl der 

DNA-Sequenzen mit 

Mikrosatelliten-Loci 

Anzahl  

validierter PCR-

Primerpaare  

Acipenser stellatus 6.416 253 

Acipenser ruthenus 3.942 161 

Acipenser gueldenstaedtii 5.752 198 

Huso huso 2.898 121 

Damit wurde die ursprüngliche Zielstellung von 100 validierten PCR-

Primerpaaren je Störart in jedem der vier Fälle erreicht und in drei von vier Fällen 

erheblich überschritten. 

� WP 3:  

Aus den in WP 2 gelieferten, validierten PCR-Primerpaaren wurden je Störart 60-

70 potentiell geeignete Paare ausgewählt und an Zuchtfischen aus einer 

deutschen Störfarm getestet. Im Ergebnis konnten die folgenden Multiplex-PCR 

Sets etabliert werden: 

Störart Anzahl der 

Multiplex-PCR Sets 

Gesamtzahl der 

enthaltenen Loci 

Acipenser stellatus 6 18 

Acipenser ruthenus 5 15 

Acipenser gueldenstaedtii 4 12 

Huso huso 5 12 

Damit wurde die ursprüngliche Zielstellung der Entwicklung von Multiplex-PCR 

Sets bestehend aus 12-15 Mikrosatelliten-Loci je Störart erreicht bzw. für A. 
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stellatus überboten. Die DNA-Sequenzen aller de novo isolierten Loci wurden in 

der NCBI GenBank deponiert und sind damit frei zugänglich.  

Wegen mangelnder Variabilität der getesteten artspezifischen Loci musste bei A. 

ruthenus und H. huso jedoch zusätzlich auf Mikrosatelliten zurückgegriffen 

werden, die von verwandten Störarten stammen (s. auch Punkt 4). Für jede der 

vier Störarten wurde ein entsprechender Methoden-Artikel veröffentlicht (s. Punkt 

7 und Kopien im Anhang). 

� WP 4:  

Unter Verwendung der in WP 3 entwickelten Multiplex-PCR Sets konnte die 

folgende Anzahl rumänischer Störproben genotypisiert werden:  

Acipenser gueldenstaedtii: 11 Adulte aus Wildfängen und 20 Juvenile aus einer 

Fischzuchtanstalt. 

Acipenser ruthenus: 151 Individuen. 

Acipenser stellatus: werden vom DDNI genotypisiert (s. unten). 

Huso huso: 183 Individuen. 

Die geringe verfügbare Probenzahl von Acipenser gueldenstaedtii resultiert aus 

der inzwischen extremen Seltenheit dieser Störart in der Unteren Donau. In den 

vergangenen Jahren wurden im Monitoring nur wenige Einzeltiere erfasst, auch 

durch die Kontakte in die Fischerei konnten keine zusätzlichen Proben für das 

Vorhaben beschafft werden. Die in WP 8 geplante Untersuchung der 

Populationsstruktur der Art war damit nicht möglich. Alternativ wurde deshalb ein 

genetischer Vergleich dieser Proben mit Farmstören aus Deutschland, Rumänien 

und der Türkei durchgeführt (s. Ergebnisse WP 8). Da durch das Vorhaben die 

genetischen Untersuchungsmethoden etabliert sind (s. WP 3), ist der rumänische 

Projektpartner in die Lage versetzt worden, die bisher gewonnenen Datensätze 

nach Projektende durch weitere Proben zu ergänzen und das ursprüngliche 

Projektziel doch noch zu erreichen. 

Wegen zeitlicher Verzögerungen bei der Entwicklung der Multiplex-PCR Sets in 

WP 3 (s. Erläuterungen unter Punkt 3) und um weitere Verzögerungen zu 

vermeiden, einigten sich die deutschen und rumänischen Partner darauf, dass 

sämtliche Proben von Acipenser stellatus am DDNI genotypisiert werden sollen 

anstelle der geplanten Typisierung am IGB Berlin. 
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� WP 8: 

Die populationsgenetischen Untersuchungen des Sterlets (Acipenser ruthenus), 

die im Rahmen des Vorhabens realisiert wurden, zeigten für die Wildpopulation 

aus dem rumänischen Abschnitt der Donau genetisch signifikante Unterschiede 

zu einem Zuchtbestand "jHRGZg OT 2HH% '# aus einer deutschen Störfarm, der als 

Vergleichsgruppe herangezogen wurde. Innerhalb der rumänischen Sterlet-

Population konnten mit Hilfe der neu etablierten Mikrosatelliten-Loci drei 

genetisch unterschiedliche Cluster identifiziert werden. Zwei dieser Cluster "jWUYg

ZTJ jMWcTg OT 2HH% '# dominierten, wiesen neben genetiscN jWKOTKTg :TJO[OJZKT

aber auch eine hohe Anzahl an Hybridtieren zwischen diesen beiden Clustern 

auf. Der dritte Cluster "jMKRHg OT 2HH% '# bestand aus nur zwei Individuen, die 

unter Hinzuziehung mitochondrialer DNA-Sequenzen (Cytochrom b und D-Loop) 

als Arthybriden aus weiblichen A. stellatus und männlichen A. ruthenus

identifiziert werden konnten.  

Abb. 1: Ergebnisse der mikrosatelliten-basierten Clusteranalyse des Sterlets, Acipenser ruthenus

Für die genetische Durchmischung ursprünglich getrennter Linien innerhalb der 

Art Sterlet (= intraspezifische Hybridisierung) kommen mehrere Ursachen infrage. 

So ist eine stromabgerichtete Wanderung der Tiere während ihrer Jugend (vor 

Eintritt in die Geschlechtsreife) typisch. Diese Wanderung führt aktuell zu einer 

Verdriftung über die Stauhaltungen des Eisernen Tores, einem Komplex aus 

Wasserkraftanlagen, die stromab bedingt passierbar sind, aber eine 

unüberwindbare Hürde für den Aufstieg darstellen. Somit findet eine 

Introgression von früher getrennten Beständen statt, die die beobachtete 

Durchmischung bedingen kann. Eine weitere Ursache kann die Einfuhr von 

gebietsfremden und damit genetisch verschiedenen Populationen der Art A. 

ruthenus sein. Zur Klärung dieser Frage sind jedoch weiterführende 

Untersuchungen erforderlich. Schließlich trägt zum Auftreten natürlicher intra- wie 

auch interspezifischer Hybriden auch der Verlust und daraus resultierende 

Mangel an Laichplätzen bei; die verbliebenen Laichplätze werden nun von 
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genetisch differenzierten Linien einer Art und gleichzeitig auch von 

verschiedenen Arten genutzt, was zu den beschriebenen Konsequenzen führt. 

Beide Prozesse (Hybridisierung innerhalb und zwischen Störarten) stellen ein 

ernstes Risiko für die Erhaltung der Wildpopulation des Sterlets dar.  

Diese Ergebnisse wurden GZL JKS (,% A^SVUXOZS j5KRYGX GTJ EKYRGTJXg [US

16.-20. Mai 2018 in Tulcea, Rumänien als Vortrag präsentiert (s. Punkt 7). 

Die auf den Mikrosatelliten-Loci basierenden populationsgenetischen 

Untersuchungen des Hausens, Huso huso, konnten die Individuen aus der 

rumänischen Unteren Donau drei genetischen Clustern zuordnen "jUWGTMKg$

jMKRHg ZTJ jHRGZg OT 2HH% (#. Diese wiesen eine ungleichmäßige Verteilung 

zwischen den Jahren der Probennahme und einen hohen Grad der 

Durchmischung/Hybridisierung auf% :TJO[OJZKT JKX jUWGTMKTg ZTJ jMKRHKTg

4RZXYKWX JUSOTOKWYKT _%3% OS ;GNW (&&,$ \`NWKTJ :TJO[OJZKT JKX jHRGZKTg

Clusters im Jahr 2010 vorherrschten. Die Individuen aus einer deutschen 

AYbWLGWS MKNbWYKT GRRK _ZS jUWGTMKTg 4RZXYKW$ JKW OT JKW CTYKWKT 5UTGZ

insgesamt seltener vorkam. Die wenigen aus türkischen Küstengewässern 

[KWLcMHGWKT ?WUHKT "T1-# MKNbWYKT _ZS jHRGZKTg "T1*# UJKW jUWGTMKTg "T1'#

Cluster bzw. \GWKT jGJSO]KJg "T1(#%

Abb. 2: Ergebnisse der mikrosatelliten-basierten Clusteranalyse des Hausens, Huso huso

Die Arbeitshypothese der Differenzierung des Bestandes des H. huso in vier 

genetisch identifizierbare Untergruppen in Anlehnung an Berg (1936), konnte 

durch die genetischen Untersuchungen nicht bestätigt werden. Ob dies darauf 

zurückzuführen ist, dass über die letzten 50 Jahre bereits eine intraspezifische 

Hybridisierung voranschreitet, ist aktuell noch unklar. Einkreuzungen aus 

streunenden Beständen, die durch massive Besatzmaßnahmen gestützt wurden, 

sind ebenfalls möglich. Dies ist vor allem bedenklich, da auch bei H. huso Tiere 

aus dem Kaspi-Einzugsgebiet für den Besatz genutzt wurden.   
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Die Kombination der Mikrosatelliten- mit den mtDNA-Daten wird momentan durch 

die rumänischen Projektpartner vorgenommen, die eine Verlängerung der 

Projektlaufzeit bis Ende Februar 2019 bei ihrem nationalen Projektträger 

beantragt und bewilligt bekommen haben; Ergebnisse liegen daher noch nicht 

vor. 

Wie bereits erwähnt, konnten die populationsgenetischen Analysen basierend auf 

den entwickelten Multiplex-PCR Sets an Acipenser gueldenstaedtii aufgrund der 

unzureichenden Probenzahl nicht erfolgreich durchgeführt werden. Dennoch 

konnte beim Vergleich der wenigen Wildfänge mit Farm-Individuen gezeigt 

werden, dass die rumänischen Wild- und Farm-Individuen zu einer Gruppe 

gehören, die sich genetisch deutlich von einer zweiten Gruppe, bestehend aus 

deutschen und türkischen Farm-Individuen, unterscheidet (Abb. 3). Damit konnte 

die prinzipielle Eignung der entwickelten Multiplex-PCR Sets für die 

Beantwortung populationsgenetischer Fragestellungen nachgewiesen werden.     

Abb. 3: Neighbor-Joining Dendrogramm der vier untersuchten Acipenser gueldenstaedtii Gruppen    
basierend auf der genetischen Distanz

Die populationsgenetischen Analysen an Acipenser stellatus unter Federführung 

der rumänischen Projektpartner liefen zum Zeitpunkt der Berichtserstellung 

noch, so dass Ergebnisse noch nicht verfügbar waren. 

Eine wesentliche Schlußfolgerung aus den bereits vorliegenden und noch zu 

erwartenden populationsgenetischen Daten aller vier Störarten ist die dringende 

Notwendigkeit der Wiederherstellung der Wandermöglichkeiten und die Verifizierug der 

Intaktheit der historischen Laichplätze. Nur durch den ungehinderten Zugang zu diesen 

Laichplätzen f nicht nur in der Donau, sondern auch in türkischen Flüssen f  würden die 

beobachteten Vermischungen/Hybridisierungen genetisch differenzierter Linien innerhalb 
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der Art, aber auch Hybridisierungen zwischen den Arten, vermieden und die Erhaltung 

der genetischen Integrität gewährleistet. 

Als zeitlich begrenzte Zwischenlösung können ex situ Laichfischbestände dienen, deren 

Etablierung und Reproduktion jedoch die genetisch nachgewiesenen Subpopulationen 

berücksichtigen muss. 

3. Darstellung und Erläuterung der Angemessenheit von Aufwand und Zeit 

Die zusätzlich notwendig gewordenen Tests von artfremden Mikrosatelliten-Loci für die 

Genotypisierung von Acipenser ruthenus und Huso huso waren in der ursprünglichen 

Projektplanung nicht vorhersehbar. Sie führten zu einem erhöhten Aufwand an 

Laborarbeiten und Zeit. Um diesen zu kompensieren, einigten sich die deutschen und 

rumänischen Partner darauf, dass sämtliche Proben von Acipenser stellatus am DDNI 

anstelle des IGB Berlin genotypisiert werden sollten. 

Insgesamt kann dadurch der Aufwand und die Zeit für die Erreichung der Projektziele 

des deutschen Partners als angemessen betrachtet werden. Vor dem Hintergrund der 

akuten Bedrohung des Erhaltes der drei wandernden Störarten im Schwarzen Meer und 

insbesondere in der Donau, als letztem Europäischen Gewässer mit selbst erhaltenden 

Populationen dieser Arten und den derzeit geplanten und anlaufenden 

Arterhaltungsmaßnahmen ist die Arbeit im Rahmen des Vorhabens sowohl zeitlich als 

auch inhaltlich zur rechten Zeit gekommen, um Vorsichtsmaßnahmen beim Aufbau der 

Elterntierbestände zu ergreifen. Weitere Klärungen zu Hintergründen der Ergebnisse, 

wie der Abgleich der genetischen Charakteristika zwischen Schwarzem und Kaspischen 

Meer sind dringend geboten, um zielführende Managementmaßnahmen vorbereiten zu 

können. Die Einbeziehung der lokalen Partner hat sich für das Gesamtvorhaben als sehr 

sinnvoll herausgestellt, da nur so eine Methodensicherheit und eine Akzeptanz der 

Ergebnisse sicherzustellen ist. Vor diesem Hintergrund waren die Projektmittel gut 

angelegtes Geld. Nachfolgende Vorhaben zur weiteren detaillierten Aufbereitung der 

Daten und für zusätzliche Unteruchungen sind bereits in internationaler Kooperation 

angelaufen.  
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4. Aufführen von Arbeiten, die zu keiner Lösung geführt haben. 

Wie bereits unter Punkt 2, Ergebnisse des WP 3 ausgeführt, waren die Tests von 60-70 

artspezifischen PCR-Primerpaaren bei Acipenser ruthenus und Huso huso nur zum Teil 

erfolgreich: bei Acipenser ruthenus konnten nur sechs geeignete artspezifische 

Mikrosatelliten-Loci gefunden werden, bei Huso huso war es sogar nur ein Locus. Um 

auf die angestrebte Anzahl von mindestens 12 Mikrosatelliten je Störart zu kommen, 

mussten daher auch artfremde, von verwandten Störarten stammende Loci auf ihre 

Eignung getestet werden. Im Endergebnis konnte dadurch die Zielstellung bei beiden 

Arten dann doch erreicht und die in WP 8 geplanten populationsgenetischen 

Untersuchungen erfolgreich durchgeführt werden (s. Punkt 2)  

5. Darstellung und Erläuterung der wissenschaftlichen und ggf. Anschlussfähigkeit für eine 

mögliche nächste Phase. 

Die vom deutschen Projektpartner für alle vier Störarten entwickelten Multiplex-PCR 

Sets wurden in internationalen, peer-reviewten Fachjournalen veröffentlicht (s. Punkt 7) 

und stehen damit für interessierte Anwender zur freien Verfügung. Neben der 

Untersuchung der Diversität und Struktur der noch existierenden Wildpopulationen der 

vier Störarten f wie im vorliegenden Projekt f könnten diese Mikrosatelliten-Loci auch 

bei Farmbeständen zur Anwendung kommen, z.B. für: 

� die Identifizierung genetisch geeigneter Laichfischbestände für Besatz- oder 

Wiedereinbürgerungsmaßnahmen,  

� die Etablierung von Zuchtprogrammen basierend auf den individuellen 

genetischen Profilen der Laichfische, oder 

� das Monitoring von genetischen Veränderungen im Zuchtbestand (u.a. Verlust 

von genetischer Variabilität durch genetische Drift und/oder Inzucht, 

Domestikationseffekte). 

Die deutschen und rumänischen DASTMAP-Projektpartner haben mit Beteiligung 

französischer Partner erfolgreich ein ERA-Net COFASP Nachfolgeprojekt [Titel: 

Genome-based approaches for improvement of aquaculture in two marine sturgeon 

species: Atlantic sturgeon (Acipenser oxyrinchus) and Beluga (Huso huso)] zur 

Erweiterung des Methodenspektrums und der Anwendung u.a. in der kommerziellen 

Aufzucht eingeworben. Von Seiten der DASTMAP-Projektpartner ist zudem geplant, 

gemeinsam mit italienischen Partnern eine Evaluierung verschiedener Herkünfte von H. 
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huso als Grundlage für die Identifikation genetisch geeigneter Herkünfte für ein 

Wiedereinbürgerungsvorhaben, durchzuführen. 

6. War der Einsatz der Bundesmittel für die Erreichung des geplanten Vorhabenziels 

ursächlich oder wäre dieses Ziel auch ohne Bundesmittel erreicht worden (einschließlich 

Bewertung evtl. Mitnahmeeffekte)? 

Der Einsatz der Bundesmittel war für die Erreichung des geplanten Vorhabenziels 

essentiell. Abgesehen von den Personalkosten und der gerätetechnischen 

Laborausstattung standen keine weiteren institutseigenen Ressourcen oder Drittmittel für 

die Durchführung des Vorhabens zur Verfügung.   

7. Präsentationsmöglichkeiten für mögliche Nutzer f z.B. Anwenderkonferenzen (soweit die 

Art des Vorhabens dies zulässt) und Darstellung der erfolgten und geplanten 

Veröffentlichungen des Ergebnisses. 

Die Projektergebnisse wurden bisher in Form von 5 Präsentationen auf internationalen 

Konferenzen und 4 Veröffentlichungen in internationalen, peer-reviewten Fachjournalen 

für mögliche Nutzer zur Verfügung gestellt. 

Konferenzbeiträge als Vortrag (V) bzw. Poster (P): 

� 5K[WOS =KSOm$ 5KTO_ 5K[WOS BUXZT$ 8cTKm FGSGTKW$ 8bQNGT BZTaKRRO, Jörn 

Gessner, (V): Recent status of sturgeon in the Sakarya River in Turkey. 8th

International Symposium on Sturgeon. Wien, Österreich, 10.-16. September 

2017. 

� Radu Suciu, Marian Paraschiv, =OYOIn 4OUWVGI$ 5GROG >TnWn$ 6RKTG BGLRGT$

Daniela Holostenco, Stefan Hont, Marian Iani, Katarina Tosic, Jörn Geßner, 

Klaus Kohlmann, (P): A molecular and ecological approach to Lower Danube 

Beluga Sturgeon offspring during the last two decades. 8th International 

Symposium on Sturgeon. Wien, Österreich, 10.-16. September 2017. 

� <RGZX <UNRSGTT$ =OYOIn 4OUWVGI$ ?KYWG <KWXYKT$ ;bWT 8KdTKW$ 6RKTG BGLRGT$

Katarina Tosic, Daniela Holostenco, Radu Suciu, (V): Genetic assessment of 

sterlet (Acipenser ruthenus) from a Lower Danube wild population using nuclear 
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and mitochondrial DNA markers. 26th Symposium hDeltas and Wetlandsh. Tulcea, 

Rumänien, 16.-20. Mai 2018. 

� Klaus Kohlmann, Petra Kersten, Jörn Geßner, Oguzhan Eroglu, Sirin Firidin, 

=OYOIn 4OUWVGI$ 6RKTG BGLRGT$ @GJZ AZIOZ, (P): Validation of 12 species-specific, 

tetrasomic microsatellite loci from the Russian sturgeon, Acipenser 

gueldenstaedtii, for genetic broodstock management. 26th A^SVUXOZS h5KRYGX

and WetlGTJXh% Tulcea, Rumänien, 16.-20. Mai 2018. 

� Jörn Geßner, ?KYWG <KWXYKT$ =OYOIn 4OUWVGI$ 6RKTG BGLRGT$ <RGZX <UNRSGTT, (V): 

Prerequisites and practical implications for ex situ measures in the Danube 

Region. European Sturgeon Conference. Wien, Österreich, 8.-10. Juli 2018. 

Erfolgte Veröffentlichungen: 

� Klaus Kohlmann, Petra Kersten, Jörn Geßner, Dalia >TnWn, Elena Taflan, 
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Darüber hinaus sind weitere 3 peer-reviewte Artikel in internationalen Fachjournalen 

geplant, die sich mit der genetischen Diversität und den Populationsstrukturen der drei 

Störarten A. ruthenus, A. stellatus und H. huso in der Unteren Donau befassen. Ein 

vierter peer-reviewte Artikel soll zusammenfassend die Schlussfolgerungen und 

Empfehlungen des DASTMAP- Projektes für Schutzmaßnahmen und ein nachhaltiges 

Management der Stör-Populationen in Rumänien und der Türkei zum Inhalt haben. 
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Weitere Präsentationen auf wissenschaftlichen Konferenzen sind ebenfalls geplant, ihre 

Anzahl sowie Zeit und Ort geeigneter Konferenzen kann aber momentan noch nicht 

genauer benannt werden. 



Anhang 

Kopien der bisher aus dem DASTMAP Vorhaben hervorgegangenen Publikationen 
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Abstract The stellate sturgeon, Acipenser stellatus, is a crit-

ically endangered fish species. Knowledge on its genetic di-

versity and population structure is urgently needed to enable

the identification of management units in order to prevent

extinction. Therefore, 18 species-specific, polymorphic mi-

crosatellite loci have been isolated using GS-FLX Titanium

pyrosequencing, arranged into 6 multiplex PCR sets, and

characterized in 52 individuals (20 farmed and 32 wild). The

total number of alleles per locus varied between 3 and 36 with

an average of 8.44. The wild individuals were more diverse

with an average number of 8.17 alleles per locus than the

farmed ones with 3.28 alleles per locus. Observed heterozy-

gosities ranged from 0.050 to 0.950 in the farmed and from

0.094 to 0.969 in the wild individuals. Significant deviations

from Hardy-Weinberg equilibrium were found at 3 loci of the

farmed and 5 loci of the wild individuals. The two sturgeon

groups were significantly differentiated (FST = 0.118). The

high sensitivity and discriminatory power of the 18 loci were

proven by a very low overall probability of identity for sib-

lings (PIsib = 8.73 × 10!6) and a high accuracy of self-

classification (98%). Thus, these newly developed markers

represent a valuable genetic toolbox to identify management

units for species conservation and sustainable fisheries.

Keywords Conservation genetics . Fisheries management .

Microsatellite . Multiplex PCR . Stellate sturgeon

The stellate sturgeon, Acipenser stellatus Pallas 1771, is an

anadromous species of the genus Acipenseridae endemic to

the Ponto-Caspian region. It is highly valued for its roe which

is marketed as Sevruga caviar. Intensive legal and illegal fish-

eries, dramatic habitat loss due to dam construction, and nav-

igation facilitation as well as decreased water quality contrib-

uted to the drastic decline of its populations. The IUCN

(International Union for Conservation of Nature) Red List of

Threatened Species classified the stellate sturgeon as

Bendangered^ in 1996 but increased the threat level to

Bcritically endangered^ in 2010 (Qiwei 2010).

As has been described in several sturgeon species

A. stellatus populations comprise up to four types (historically

called Braces^) which differ in behavior (timing and distance

of spawning migrations) and do not or only little overlap

reproductively (Berg 1935). As a result of reproductive isola-

tion and local adaptation to different spawning grounds, the

four types may also differ genetically. However, this hypoth-

esis has not been verified yet. Moreover, it is highly probable

that some of these types are affected by anthropogenic alter-

ations to a higher degree than others: long distance migrants,

for example, face a higher probability of encountering migra-

tion barriers, thus reducing their reproductive success and in-

creasing the risk of intraspecific hybridization. Therefore,

such types or Braces^ should be prime targets for conservation

measures. Attempts to preserve their historic genetic variabil-

ity and differentiation require knowledge of the genetic sub-

structure of the species based on suitable genetic markers.

Microsatellite loci are a popular marker type in a wide

variety of genetic investigations in fishes (Liu and Cordes

2004) and already demonstrated their usefulness in other
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sturgeon species, e.g., to study the evolution of ploidy and

functional diploidization (Rajkov et al. 2014), to identify spe-

cies and hybrids (Barmintseva and Mugue 2013), and to esti-

mate genetic diversities, the degree of spatial population struc-

turing (DeHaan et al. 2006), or effective population sizes

(O#Leary et al. 2014). The aim of the present study was to

isolate and characterize polymorphic loci in stellate sturgeon,

which is considered as functionally diploid (Ludwig et al.

2001), to provide a genetic toolbox for conservation measures

and sustainable fisheries. To the best of our knowledge, these

are the first 18 microsatellites described from this species.

Fin clips were collected from 20 juvenile stellate sturgeons

at a German fish farm to isolate total genomic DNA using the

DNeasy Blood & Tissue Kit (QIAGEN) according to manu-

facturer#s protocols. A pool of ten DNA isolates was sent to

GenoScreen, Lille, France (www.genoscreen.fr), where 1 !g

of the pooled DNA was used for the development of

microsatellite libraries through 454 GS-FLX Titanium pyro-

sequencing as described in Malausa et al. (2011). The bioin-

formatics program QDD (Meglécz et al. 2010) was used to

analyze sequences. QDD treats all steps from raw sequences

until obtaining PCR primers: removing adapters and vectors,

detection of microsatellites, redundancy and possible mobile

element association, selection of sequences with target

microsatellites and primer design by using BLAST (ftp://ftp.

ncbi.nih.gov/blast/executables), Clustal W (Larkin et al. 2007)

, and Primer3 (Rozen and Skaletsky 2000) programs. Among

6416 sequences containing a microsatellite motif, 253

bioinformatically validated primer pairs were designed.

All sequences with validated primer pairs were ranked ac-

cording to motif type (penta- > tetra- > tri- > di-nucleotide

repeats), number of repeats (the higher the better), and PCR

product size (> 100 bp) considering only sequences with per-

fect repeats. From this list, the 60 top ranking primer pairs

were selected for the identification of suitable microsatellites

(consistent amplification, ease to score, sufficient variability).

Amplification protocols were developed for future use of PCR

multiplex kits (QIAGEN) and a peqSTAR 96X Universal

Gradient thermocycler (Peqlab). PCR primers were

multiplexed (grouped) by the software MultiPLX, version

2.1 (Kaplinski et al. 2005). Three different dye labels (Atto

680, Cyanine 5, and DY-751) were assigned to forward

primers. Genotyping of microsatellite loci was performed on

an eight-capillary sequencer CEQ 8000 (Beckman Coulter)

using the Fragment Analysis module of the GenomeLab™

GeXP Genetic Analysis System, version 10.2 (Beckman

Coulter).

The microsatellite variability was initially examined in 20

farmed individuals but later on extended to 32 wild stellate

sturgeons originating from the Romanian part of River

Danube. All microsatellite genotypes were examined with

the Micro-Checker software, version 2.2.3 (van Oosterhout

et al. 2004), for scoring errors due to null alleles, stutter bands,

and/or large allele dropout. Then, general parameters of mi-

crosatellite loci variability (number of alleles, number of pri-

vate alleles, observed and expected heterozygosity) were cal-

culated, and tests for significance of deviations from Hardy-

Weinberg equilibrium and linkage disequilibrium were per-

formed using GENEPOP 4.0 (Rousset 2008). The discrimina-

tory power of loci (probability of identity = PI) was estimated

with GENECAP version 1.4 (Wilberg and Dreher 2004) ap-

plying the more conservative measure of PI for siblings PIsib

(Waits et al. 2001). Genetic differentiation between farmed

and wild stellate sturgeons was tested by calculating the FST-

value using FSTAT, version 2.9.3.2 (Goudet 2002).

Additionally, the sensitivity of the microsatellite loci was ex-

amined by self-classification using the Bayesian method and

Bleave one out^ procedure of the GeneClass software

(Cornuet et al. 1999).

Out of the 60 PCR primer pairs, 54 (90%) amplified suc-

cessfully using the following protocols: each PCR reaction

mix consisted of 5.0 !l of master mix, 1.5 !l Q-solution,

1.0 !l DNA isolate, primers with concentrations as stated in

Table 1, and PCR-grade water up to a final volume of 10.0 !l.

The PCR program based on QIAGEN recommendations in-

cluded an initial denaturation at 95 °C for 15 min followed by

30 cycles of denaturation at 94 °C for 30 s, annealing at 57 °C

(multiplex sets 1 and 2) or 60 °C (multiplex sets 3 to 6) for

90 s, and extension at 72 °C for 60 s. A final extension at

60 °C lasted for 30 min. Among the 54 successfully amplified

loci, 36 were either monomorphic, expressed only 2 alleles or

displayed more than 2 peaks, and, therefore, were excluded

from further analyses (basic information on the 42 discarded

loci is provided in a supplementary Table S1).

The remaining 18 suitable loci could be arranged into 6

multiplex PCR sets (Table 1). Tests with the Micro-Checker

software did not reveal any evidence for scoring errors due to

stutter bands or large allele dropout. However, analyses indi-

cated homozygote excess at locus Ast57 in the farmed and at

loci Ast22 and Ast25 in the wild stellate sturgeon meaning that

null alleles might be present at these three loci. The total ob-

served number of alleles per locus ranged between 3 and 36

with an average of 8.44. The wild individuals were more di-

verse with an average number of 8.17 alleles per locus than the

farmed ones with 3.28 alleles per locus. Consequently, private

alleles were almost exclusively found in the wild stellate stur-

geons (Table 2). Significant linkage disequilibrium across all

stellate sturgeons was detected for three pairs of loci: Ast6 and

Ast30 (P = 0.037), Ast25 and Ast44 (P = 0.038), and Ast48 and

Ast57 (P = 0.029). Observed heterozygosities ranged from

0.050 at loci Ast14, Ast53, and Ast57 to 0.950 at locus Ast25

in the farmed and from 0.094 at locus Ast14 to 0.969 at locus

Ast30 in the wild individuals (Table 2). Significant deviations

from Hardy-Weinberg equilibrium were found at three loci in

farmed and five loci in wild stellate sturgeon (Table 2). Three

out of these eight deviations were due to the possible presence
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of null alleles. However, only one locus (Ast57) deviated in

both groups and should therefore be used with caution in

Table 2 Variability of 18 polymorphic Acipenser stellatus

microsatellite loci in two test panels of 20 farmed and 32 wild-caught

individuals (NA = number of alleles; NAp = number of private alleles;

HO = observed heterozygosity; HE = expected heterozygosity;

PHW = exact P value of the Hardy-Weinberg probability test:

*P < 0.05, **P < 0.01, n.s. non-significant)

Locus Parameter Farmed A. stellatus Wild A. stellatus

Ast3 NA 2 8

NAp 0 6

HO 0.250 0.719

HE 0.481 0.627

PHW n.s. n.s.

Ast6 NA 5 8

NAp 0 3

HO 0.850 0.719

HE 0.754 0.785

PHW n.s. n.s.

Ast14 NA 2 3

NAp 0 1

HO 0.050 0.094

HE 0.050 0.092

PHW n.s. n.s.

Ast17 NA 6 15

NAp 1 10

HO 0.900 0.906

HE 0.767 0.892

PHW n.s. n.s.

Ast20 NA 4 6

NAp 0 2

HO 0.150 0.313

HE 0.191 0.337

PHW n.s. n.s.

Ast22 NA 7 15

NAp 0 8

HO 0.700 0.781

HE 0.656 0.922

PHW n.s. *

Ast25 NA 5 17

NAp 2 14

HO 0.950 0.656

HE 0.733 0.923

PHW n.s. **

Ast26 NA 4 11

NAp 0 7

HO 0.500 0.875

HE 0.594 0.837

PHW ** n.s.

Ast30 NA 5 34

NAp 2 31

HO 0.400 0.969

HE 0.601 0.964

PHW n.s. **

Table 2 (continued)

Locus Parameter Farmed A. stellatus Wild A. stellatus

Ast34 NA 2 4

NAp 0 2

HO 0.100 0.375

HE 0.097 0.455

PHW n.s. n.s.

Ast36 NA 2 3

NAp 0 1

HO 0.700 0.313

HE 0.467 0.395

PHW * n.s.

Ast39 NA 2 3

NAp 0 1

HO 0.150 0.437

HE 0.142 0.411

PHW n.s. n.s.

Ast43 NA 3 5

NAp 0 2

HO 0.800 0.531

HE 0.672 0.624

PHW n.s. n.s.

Ast44 NA 2 3

NAp 0 1

HO 0.600 0.500

HE 0.492 0.438

PHW n.s. n.s.

Ast48 NA 2 3

NAp 0 1

HO 0.600 0.125

HE 0.508 0.177

PHW n.s. *

Ast51 NA 2 3

NAp 0 1

HO 0.300 0.531

HE 0.492 0.458

PHW n.s. n.s.

Ast53 NA 2 3

NAp 0 1

HO 0.050 0.156

HE 0.050 0.148

PHW n.s. n.s.

Ast57 NA 2 3

NAp 0 1

HO 0.050 0.533

HE 0.224 0.569

PHW * *
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subsequent studies. On the other hand, the relatively small

sample sizes of both groups might also be a reason for the

observed deviations. The probability of identity for siblings

at single microsatellite loci ranged from 0.3012 at locus Ast30

to 0.9273 at locus Ast14 (Table 1); the overall PIsib value was

8.73 × 10!6. Genetic differentiation between farmed and wild

stellate sturgeons was significant (FST = 0.118; P < 0.05). A

high sensitivity of the 18 microsatellite loci was also demon-

strated by self-classification: 51 out of 52 individuals (98%)

were correctly identified; only one farmed stellate sturgeon

was classified into the wild group.

In conclusion, the newly described 18 microsatellite loci

provide sufficient variability and discriminatory power and

are thus suitable to assess the genetic diversity and structure

of the remaining wild populations of stellate sturgeon, to aid

the development of both in situ and ex situ conservation mea-

sures, and to establish appropriate breeding schemes for sup-

portive stocking programs.
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M[X fgXe_Xg fgheZXba %-7=B9@D9C CFE<9@FD E\aaTXhf& \f T
eX_Tg\iX_l f`T__ cbgT`bWeb`bhf fcXV\Xf g[Tg eTeX_l eXTV[Xf
,)-` \a gbgT_ _XaZg[) Bg \f aTg\iX gb ge\UhgTe\Xf bY g[X abeg[Xea
;_TV^ LXT TaW <Tfc\Ta LXT' TaW gb L\UXe\Ta e\iXef) P[\_X g[X
fgXe_Xg \f baX bY g[X YXj >heTf\Ta fgheZXba fcXV\Xf g[Tg fg\__ [Tf
fX_Y(fhfgT\a\aZ cbch_Tg\baf \a `bfg bY \gf [\fgbe\V eTaZX' g[X
cbch_Tg\ba f\mXf [TiX UXXa WeTfg\VT__l eXWhVXW' `bfg_l WhX gb
[lWebVbafgehVg\ba TaW biXeY\f[\aZ %@XfaXe Xg T_) -+,+&)

DXl Vb`cbaXagf bY T eXfcbaf\U_X TccebTV[ gb fgbV^
Xa[TaVX`Xag cebZeT`f [TiX UXXa \WXag\Y\XW TaW W\fVhffXW Ul
;_Ta^Xaf[\c TaW EXUXe %,440& TaW hcWTgXW Ul EbeXamXa Xg T_)

%-+,+&) M[Xl \aV_hWX %T`baZ bg[Xef& fcXV\Xf `TaTZX`Xag c_Taf
g[Tg \aV_hWX ZXaXg\V bU]XVg\iXf' ZXaXg\V eXfbheVX `TaTZX`Xag gb
Tib\W WX_XgXe\bhf ZXaXg\V XYYXVgf' TaW \WXag\Y\VTg\ba bY eX_XTfXW
[TgV[Xel Y\f[ hfXW Ybe fhccbeg\iX fgbV^\aZ)

Lhccbeg\iX fgbV^\aZ `XTfheXf be XiXa eX(XfgTU_\f[`Xag bY
fgXe_Xg cbch_Tg\baf TeX VheeXag_l UX\aZ TggX`cgXW \a g[X
=TahUX' g[X =ba' TaW g[X DhUTa K\iXef) Ba T iTe\Xgl bY bg[Xe
e\iXe WeT\aTZXf' fgXe_Xg fgheZXba \f fhU]XVg gb eXVbiXel
`TaTZX`Xag' \aV_hW\aZ g[X ceb[\U\g\ba bY W\eXVgXW Y\f[Xe\Xf
TaW g[X XfgTU_\f[`Xag bY 9H D=EF fgbV^f) M[X ceXVThg\baTel
ce\aV\c_X Tcc_\Xf gb `TaTZX`Xag `XTfheXf g[Tg hfX fgbV^\aZ Tf
T eXVbiXel gbb_6 g[\f \aV_hWXf g[X \WXag\Y\VTg\ba TaW hfX bY g[X
\aW\ZXabhf cbch_Tg\baf \a fgbV^\aZ `XTfheXf) M[\f TccebTV[
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;TfXW ba bhe XkcXe\XaVX j\g[ \fb_Tg\ba bY `\VebfTgX__\gX
_bV\ \a gXaV[' 4=@75 E=@75 %Db[_`Taa TaW DXefgXa -++1&' TaW
c\^X(cXeV[' 35@89C >F7=AB9C75 %Db[_`Taa TaW DXefgXa -++3&'
T__ fXdhXaVXf j\g[ iT_\WTgXW ce\`Xe cT\ef jXeX eTa^XW
TVVbeW\aZ gb `bg\Y glcX %cXagT( 9 gXgeT( 9 ge\( 9 W\(ahV_Xbg\WX
eXcXTgf&' ah`UXe bY eXcXTgf %g[X [\Z[Xe g[X UXggXe&' TaW I<K
cebWhVg f\mX %9,++Uc&' gT^\aZ \agb Vbaf\WXeTg\ba ba_l
fXdhXaVXf j\g[ cXeYXVg eXcXTgf) ?eb` g[\f _\fg' g[X 2+ gbc(
eTa^XW ce\`Xe cT\ef jXeX fX_XVgXW Ybe \WXag\Y\VTg\ba bY fh\gTU_X
`\VebfTgX__\gXf %j\g[ Vbaf\fgXag T`c_\Y\VTg\ba' W\fb`\V cTggXea'
XTfX bY fVbe\aZ' fhYY\V\Xag iTe\TU\_\gl&)

Ba TWW\g\ba gb g[X `\VebfTgX__\gX _bV\ W\eXVg_l \fb_TgXW Yeb`
fgXe_Xg fgheZXba Tf WXfVe\UXW TUbiX' a\aX `\VebfTgX__\gXf
be\Z\aTg\aZ Yeb` bg[Xe fgheZXba fcXV\Xf jXeX \aV_hWXW \a g[X
WXiX_bc`Xag bY `h_g\c_Xk I<K fXgf) EbVhf 3B>!$)& jTf \fb_TgXW
Yeb` f[biX_abfX fgheZXba %375B<=C<I@7<FD B>5EACI@7<FD&
fhUZXab`\V _\UeTe\Xf Xae\V[XW Ybe `\VebfTgX__\gXf %FVJhbja Xg
T_) -+++&' TaW fhUfXdhXag_l f[bja gb Vebff(T`c_\Yl cb_l`bec[\V
_bV\ \a fgXe_Xg fgheZXba Ul ?bcc(;TlTg TaW ?heZT!T(LX_Xma\bj
%-+,+&) EbV\ -:F/ '$ TaW -:F/ ($ jXeX \fb_TgXW Yeb` _T^X
fgheZXba %-7=B9@D9C :F>G9D79@D& `\VebfTgX__\gX(Xae\V[XW ZXab`\V
=G: %PX_f[ Xg T_) -++.&6 _bVhf -@%# jTf \fb_TgXW Yeb` T cTeg\T_
ZXab`\V _\UeTel bY g[X :We\Tg\V fgheZXba %-" @5775C==& Xae\V[XW
Ybe @:M: eXcXTgf %STaX Xg T_) -++-&6 _bV\ -AH=,1, TaW
-AH=,10 jXeX \fb_TgXW Yeb` :g_Tag\V fgheZXba %-" AHIC=@7<FD&
`\VebfTgX__\gX(Xae\V[XW ZXab`\V _\UeTe\Xf %AXaWXefba(:emTcT_b
TaW D\aZ -++-&6 TaW T__ Y\iX bY g[XfX _bV\ jXeX fhUfXdhXag_l
f[bja gb Vebff(T`c_\Yl cb_l`bec[\V _bV\ \a fgXe_Xg fgheZXba Ul
;Te`\agfXiT TaW FhZhX %-+,.&) EbV\ 13!$+ %, -:F $+&'
%, -:F!&+& TaW 13!)* %, -:F!)*& jXeX \fb_TgXW Yeb` T _T^X
fgheZXba %-" :F>G9D79@D& ZXab`\V _\UeTel %FTl Xg T_) ,442&' TaW
fhUfXdhXag_l f[bja gb Vebff(T`c_\Yl cb_l`bec[\V _bV\ \a fgXe_Xg
fgheZXba Ul EhWj\Z Xg T_) %-++,&' ?bcc(;TlTg TaW ?heZT!T(
LX_Xma\bj %-+,+&' TaW =hWh Xg T_) %-+,.&)

M[X \a\g\T_ cebVXWheX Ybe fX_XVg\aZ fh\gTU_X _bV\ jTf UTfXW ba
fXcTeTgX ZXabglc\aZ bY f\aZ_X _bV\) AbjXiXe' f\aVX g[X Y\aT_ T\`
jTf gb hfX g\`X( TaW Vbfg(fTi\aZ `h_g\c_Xk I<K fXgf Ybe YhgheX
ebhg\aX ZXabglc\aZ' cebgbVb_f Ybe `\VebfTgX__\gX T`c_\Y\VTg\ba
jXeX WXiX_bcXW hf\aZ I<K `h_g\c_Xk D\gf %JB:@>G& TaW
T cXdLM:K 41Q Na\iXefT_ @eTW\Xag g[Xe`bVlV_Xe %IXd_TU&)
:YgXe fh\gTU_X _bV\ [TW UXXa \WXag\Y\XW' g[X fbYgjTeX Fh_g\IEQ'
iXef\ba -), %DTc_\af^\ Xg T_) -++0& jTf hfXW gb TaT_lmX I<K
ce\`Xe Vb`cTg\U\_\gl TaW Thgb`Tg\VT__l Y\aW g[X bcg\`T_
`h_g\c_Xk\aZ %Zebhc\aZ& fb_hg\ba) M[eXX W\YYXeXag WlX _TUX_f
%<lTa\aX 0' =R(20,' :ggb 13+& jXeX Tff\ZaXW gb YbejTeW
ce\`Xef) @Xabglc\aZ bY `\VebfTgX__\gX _bV\ jTf cXeYbe`XW ba T
<>J 3+++ 3(VTc\__Tel fXdhXaVXe %;XV^`Ta <bh_gXe& hf\aZ g[X
?eTZ`Xag :aT_lf\f `bWh_X bY g[X @Xab`XETUr @XQI @XaXg\V
:aT_lf\f LlfgX`' iXef\ba ,+)- %;XV^`Ta <bh_gXe&)

F\VebfTgX__\gX iTe\TU\_\gl jTf \a\g\T__l XkT`\aXW \a g[X -+
YTe`XW \aW\i\WhT_f' Uhg _TgXe' T_fb XkT`\aXW \a /2 j\_W fgXe_Xg
fgheZXbaf be\Z\aTg\aZ Yeb` g[X Kb`Ta\Ta cTeg bY g[X K\iXe
=TahUX) RbhaZ(bY(g[X(lXTe fgXe_Xg jXeX VTcgheXW \a g[X =TahUX
Tg ^` ,-. hf\aZ Ubggb` We\Yg\aZ geT``X_ aXgf j\g[ ,3(-+ ``
`Xf[ f\mX Whe\aZ FTl(ChaX \a fXiXa W\YYXeXag lXTef) :Wh_g fgXe_Xg
fT`c_Xf jXeX gT^Xa Yeb` _\iX TWh_gf VTcgheXW Ybe Vbageb__XW

[Tf UXXa haWXe`\aXW \a g[X =TahUX' Tf f[bja Ul g[X ceXfXaVX
bY Ob_ZT ZXabglcXf \a g[X cbch_Tg\ba' j[\V[ be\Z\aTgX Yeb`
geTafc_Tagf TaW Yeb` XfVTcXXf Yeb` TdhTVh_gheX YTV\_\g\Xf \a g[X
=TahUX VTgV[`Xag TeXT %KX\aTegm Xg T_) -+,,&)

L\aVX `bec[b_bZ\VT_ W\YYXeXag\Tg\ba \f abg T eX_\TU_X `Xg[bW
Ybe W\fg\aZh\f[\aZ fgXe_Xg cbch_Tg\baf' ZXaXg\V WXgXe`\aTg\ba bY
g[X cbch_Tg\baf be fhU(cbch_Tg\baf \a dhXfg\ba f[bh_W UX hfXW
%=hWh Xg T_) -+,,6 EhWj\Z Xg T_) -++4&) M[XeXYbeX' g[X T\` bY
g[X ceXfXag jbe^ jTf gb WXiX_bc `h_g\c_Xk I<K fXgf Ybe eX_\TU_X
TaW g\`X( TaW Vbfg(XYY\V\Xag T`c_\Y\VTg\ba bY `\VebfTgX__\gX _bV\
\a fgXe_Xg fgheZXba' j[\V[ Vbh_W UX hfXW gb \WXag\Yl `TaTZX`Xag
ha\gf i\T fghW\Xf ba cbch_Tg\ba fgehVgheX TaW W\YYXeXag\Tg\ba' gb
XfgTU_\f[ UeXXW\aZ fV[X`Xf Ybe fhccbeg\iX fgbV^\aZ cebZeT`f
g[Tg `T\agT\a ZXaXg\V W\iXef\gl TaW \agXZe\gl' TaW gb `ba\gbe
ZXaXg\V V[TaZXf \a YTe`XW cbch_Tg\baf %\a cTeg\Vh_Te' _bff bY
ZXaXg\V iTe\TU\_\gl WhX gb We\Yg TaW \aUeXXW\aZ&)

Mb g[X UXfg bY bhe ^abj_XWZX' g[X f\k _bV\ W\eXVg_l \fb_TgXW
Yeb` fgXe_Xg fgheZXba ZXab`\V _\UeTe\Xf TeX g[X Y\efg
`\VebfTgX__\gXf WXfVe\UXW Yeb` g[\f fcXV\Xf6 T fXTeV[ \a G<;B
@Xa;Ta^ %[ggcf5**jjj)aVU\)a_`)a\[)Zbi*ZXaUTa^*"TVVXf\ba
WTgX :ce\_' -,fg -+,2& eXiXT_XW .+0 Xage\Xf Ybe g[X cheX
fcXV\Xf -7=B9@D9C CFE<9@FD TaW a\aX Xage\Xf Ybe [lUe\Wf j\g[
-" CFE<9@FD Tf baX bY g[X cTeXagT_ fcXV\Xf) GbaX bY g[XfX
eXVbeWf VbagT\aXW `\VebfTgX__\gX =G: fXdhXaVXf)

0$6(4,$/5 $1' 0(6+2'5

MjXagl ]hiXa\_X fgXe_Xg fgheZXbaf bY g[X fT`X TZX jXeX Vb__XVgXW
Tg g[X uK[oaYbeX__Xv Y\f[ YTe`' \a @XefYX_W' @Xe`Tal) M[Xl
jXeX cebZXal bY Tccebk\`TgX_l -+ `T_X TaW -+ YX`T_X cTeXagf
cebcTZTgXW Teg\Y\V\T__l %cXefbaT_ Vb``ha\VTg\ba' I) @ebq'
uK[oaYbeX__Xv' @XefYX_W&) ?\a V_\cf jXeX gT^Xa gb \fb_TgX gbgT_
ZXab`\V =G: hf\aZ g[X =GXTfl ;_bbW $ M\ffhX D\g
%JB:@>G& TVVbeW\aZ gb g[X cebgbVb_f) : cbb_
bY ,+ =G: \fb_TgXf jTf fXag gb @XabLVeXXa' E\__X' ?eTaVX
%jjj)ZXabfVeXXa)Ye&' j[XeX ,tZ bY g[X cbb_XW =G: jTf hfXW
Ybe g[X WXiX_bc`Xag bY `\VebfTgX__\gX _\UeTe\Xf Ul /0/ @L(?EQ
M\gTa\h` clebfXdhXaV\aZ bY Xae\V[XW =G: _\UeTe\Xf Tf
WXfVe\UXW \a FT_ThfT Xg T_) %-+,,&) ;e\XY_l' gbgT_ =G: jTf
`XV[Ta\VT__l YeTZ`XagXW TaW Xae\V[XW Ybe :@' :<' ::<'
::@' :@@' :<@' :<:M TaW :M<M eXcXTg `bg\Yf) M[X
Xae\V[XW YeTZ`Xagf jXeX fhUfXdhXag_l T`c_\Y\XW) M[X I<K
cebWhVgf jXeX che\Y\XW TaW dhTag\Y\XW' TaW g[X @f?EQ _\UeTe\Xf
jXeX VbafgehVgXW Yb__bj\aZ g[X"`TahYTVgheXe"f cebgbVb_f TaW
fXdhXaVXW ba T @f?EQ IMI) M[X U\b\aYbe`Tg\Vf cebZeT` J==
%FXZ_X !Vm Xg T_) -+,+& jTf hfXW gb TaT_lmX fXdhXaVXf) J==
cXeYbe`f T__ U\b\aYbe`Tg\Vf fgXcf Ybe geXTg\aZ eTj fXdhXaVXf5
eX`bi\aZ TWTcgXef*iXVgbef' WXgXVg\aZ `\VebfTgX__\gXf'
WXgXVg\aZ eXWhaWTaVl*cbff\U_X `bU\_X X_X`Xag TffbV\Tg\ba'
fX_XVg\aZ fXdhXaVXf j\g[ gTeZXg `\VebfTgX__\gXf' TaW
WXf\Za\aZ ce\`Xef Ul hf\aZ ;E:LM %:_gfV[h_ Xg T_) ,44+&'
<_hfgT_ P %ETe^\a Xg T_) -++2&' TaW Ie\`Xe. %KbmXa TaW
L^T_Xgf^l -+++&) Hhg bY .4/- fXdhXaVXf VbagT\a\aZ
T `\VebfTgX__\gX `bg\Y' ,1, U\b\aYbe`Tg\VT__l iT_\WTgXW
ce\`Xe cT\ef jXeX WXf\ZaXW)

'

13!&+

X"`TahYTVgheXe"f

`TahYTVgheXe"f
'
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_bV\ %cebUTU\_\gl bY \WXag\gl8IB& jTf Xfg\`TgXW j\g[
@>G><:I iXef\ba ,)/ %P\_UXeZ TaW =eX[Xe -++/& Tcc_l\aZ
g[X `beX VbafXeiTg\iX `XTfheX bY IB Ybe f\U_\aZf' %PT\gf
Xg T_) -++,&) @XaXg\V W\YYXeXag\Tg\ba UXgjXXa YTe`XW TaW j\_W
fgXe_Xg fgheZXbaf jTf gXfgXW Ul VT_Vh_Tg\aZ g[X .LM(iT_hX hf\aZ
?LM:M' iXef\ba -)4).)- %@bhWXg -++-&) ?LM:M jTf T_fb hfXW
gb Xfg\`TgX g[X \aUeXXW\aZ VbXYY\V\Xag .BL Ybe Ubg[ Zebhcf bY
fgXe_Xg) ?\aT__l' g[X fXaf\g\i\gl bY g[X ,0 `\VebfTgX__\gX _bV\ jTf
XkT`\aXW Ul fX_Y(V_Tff\Y\VTg\ba bY g[X 12 fgXe_Xg fgheZXbaf
hf\aZ ;TlXf\Ta Ve\gXe\T TaW g[X uEXTiX HaX Hhgv cebVXWheX
bY @XaX<_Tff fbYgjTeX' iXef\ba ,)+)+- %<beahXg Xg T_) ,444&)

4(57/65 $1' ',5&755,21

cebcTZTg\ba ba g[X ;beVXT UeTaV[ Ul _bVT_ cebYXff\baT_
Y\f[Xe`Xa) Ie\be gb `\VebfTgX__\gX ZXabglc\aZ' g[X fcXV\Xf
\WXag\gl %\)X) g[Tg g[Xl jXeX fgXe_Xg& TaW che\gl %\)X) g[Tg g[Xl jXeX
abg fgXe_Xg [lUe\Wf& bY T__ 12 \aW\i\WhT_f jTf VbaY\e`XW hf\aZ g[X
ahV_XTe =G: `Te^Xef WXfVe\UXW Ul ATiX_^T Xg T_) %-+,2&)

:__ `\VebfTgX__\gX ZXabglcXf jXeX XkT`\aXW j\g[ F\Veb(
<[XV^Xe fbYgjTeX' iXef\ba -)-). %iTa HbfgXe[bhg Xg T_) -++/& Ybe
fVbe\aZ Xeebef WhX gb ah__ T__X_Xf' fghggXe UTaWf' TaW*be _TeZX
T__X_X Webcbhg) M[Xa' ZXaXeT_ V[TeTVgXe\fg\Vf bY `\VebfTgX__\gX
_bV\ iTe\TU\_\gl %ah`UXe bY T__X_Xf' ah`UXe bY ce\iTgX T__X_Xf'
bUfXeiXW TaW XkcXVgXW [XgXebmlZbf\gl& jXeX VT_Vh_TgXW' TaW
gXfgf Ybe f\Za\Y\VTaVX bY WXi\Tg\baf Yeb` ATeWl(PX\aUXeZ
Xdh\_\Ue\h` TaW _\a^TZX W\fXdh\_\Ue\h` jXeX cXeYbe`XW hf\aZ
@>G>IHI /)+ %KbhffXg -++3&) M[X W\fVe\`\aTgbel cbjXe bY
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Hhg bY g[X 2+ fgXe_XgfgheZXba I<K ce\`Xe cT\ef V[bfXa Ybe
gXfg\aZ' f\k T`c_\Y\XW `\VebfTgX__\gX _bV\ `TgV[XW bhe
fX_XVg\ba Ve\gXe\T' \a cTeg\Vh_Te' Vbaf\fgXag T`c_\Y\VTg\ba'
W\fb`\V cTggXea' TaW fhYY\V\Xag iTe\TU\_\gl) M[XfX f\k _bV\ jXeX
Vb`U\aXW j\g[ g[X a\aX _bV\ be\Z\aTg\aZ Yeb` bg[Xe fgheZXba
fcXV\Xf \agb Y\iX `h_g\c_Xk I<K fXgf %MTU_X ,&) M[X bcg\`\mXW
I<K eXTVg\ba `\kXf Vbaf\fgXW bY 0)+tE bY `TfgXe `\k TaW
,)0tE J(fb_hg\ba %JB:@>G&' ,)+tE =G: \fb_TgX' ce\`Xef Tg
g[X VbaVXageTg\baf Z\iXa \a MTU_X ,' TaW I<K(ZeTWX jTgXe hc
gb T Y\aT_ ib_h`X bY ,+)+tE) M[X I<K cebZeT`' UTfXW ba
JB:@>G eXVb``XaWTg\baf' \aV_hWXW \a\g\T_ WXaTgheTg\ba Tg
40p< Ybe ,0`\a' Yb__bjXW Ul .+ VlV_Xf bY WXaTgheTg\ba Tg 4/p<
Ybe .+f' TaaXT_\aZ Tg 02p< %`h_g\c_Xk fXgf ,' - TaW .& be 1+p<
%`h_g\c_Xk fXgf / TaW 0& Ybe 4+f' TaW XkgXaf\ba Tg 2-p< Ybe 1+f)
?\aT_ XkgXaf\ba Tg 1+p< _TfgXW Ybe .+`\a)

MXfgf j\g[ F\Veb(<[XV^Xe fbYgjTeX W\W abg eXiXT_ Tal
Xi\WXaVX bY fVbe\aZ Xeebef WhX gb fghggXe UTaWf be _TeZX T__X_X
Webcbhg) FbeXbiXe' ab \aW\VTg\baf bY ah__ T__X_Xf jXeX YbhaW Tg
Tal bY g[X ,0 _bV\ bY g[X -+ YTe`XW \aW\i\WhT_f) Ba VbageTfg'
[b`bmlZbgX XkVXff jTf bUfXeiXW Tg Ybhe _bV\ %3B>!$)&' 13!)*'
-CF$+' TaW -CF(#& \a g[X /2 j\_W fgXe_Xg fgheZXbaf' fhZZXfg\aZ
g[Tg ah__ T__X_Xf `\Z[g UX ceXfXag Tg g[XfX _bV\) M[X gbgT_
ah`UXe bY T__X_Xf cXe _bVhf eTaZXW Yeb` . gb ,0 %MTU_X ,&' j\g[
Ta TiXeTZX bY 2)-+) M[X YTe`XW fgXe_Xg fgheZXba cbffXffXW , gb
2 T__X_Xf cXe _bVhf' j\g[ T `XTa ah`UXe bY .),.6 g[X j\_W
\aW\i\WhT_f jXeX `beX iTe\TU_X' TaW [TW . gb ,0 T__X_Xf cXe

_bVhf' j\g[ T `XTa ah`UXe bY 2)+2 %MTU_X -&) <bafXdhXag_l'
ce\iTgX T__X_Xf jXeX T_`bfg XkV_hf\iX_l YbhaW \a g[X j\_W fgXe_Xg
fgheZXbaf %MTU_X -&) E\a^TZX W\fXdh\_\Ue\h` gXfgf Ybe XTV[
_bVhf cT\e TVebff Ubg[ Zebhcf bY fgXe_Xg eXiXT_XW g[Tg g[eXX bY
g[X ,+0 cbff\U_X _bV\ cT\e Vb`U\aTg\baf ZTiX f\Za\Y\VTag 2(
iT_hXf5 3B>!$)& TaW 13!)* %28+)++.&' 13!)* TaW -CF$&

%28+)+,3&' TaW 13!$+ TaW %28+)+/0&) M[X bUfXeiXW
[XgXebmlZbf\g\Xf eTaZXW Yeb` mXeb Tg _bV\ -CF$*' -CF%)' TaW
-CF(#' gb +)30+ Tg _bV\ TaW 3B>!$)& \a g[X YTe`XW
\aW\i\WhT_f' TaW Yeb` +)+1/ Tg _bVhf -CF(# gb +)402 Tg _bVhf
-CF$% \a g[X j\_W \aW\i\WhT_f %MTU_X -&) L\Za\Y\VTag %27+)+0& gb
[\Z[_l f\Za\Y\VTag %27+)+,& WXi\Tg\baf Yeb` ATeWl(PX\aUXeZ
Xdh\_\Ue\h` %2AP& jXeX YbhaW Tg g[eXX _bV\ \a g[X YTe`XW
fgheZXbaf TaW f\k _bV\ \a g[X j\_W fgXe_Xg fgheZXbaf %MTU_X -&)
AbjXiXe' \aW\VTg\baf bY \aUeXXW\aZ %.BL& jXeX ba_l YbhaW \a
g[X j\_W fgXe_Xg fgheZXba' j\g[ Ta .BL(iT_hX bY +)+1- %g[X
VbeeXfcbaW\aZ iT_hX Ybe g[X YTe`XW fgXe_Xg jTf aXZTg\iX5 (
+)+2,&) P\g[ eXZTeW gb g[X YTe`XW fgXe_Xg' g[X `T\a eXTfba Ybe
g[X WXi\Tg\baf Yeb` ATeWl(PX\aUXeZ Xdh\_\Ue\h` `\Z[g UX g[X
eX_Tg\iX_l f`T__ fT`c_X f\mX) Ba g[X /2 j\_W fgXe_Xg fgheZXbaf' g[X
cbff\U_X ceXfXaVX bY ah__ T__X_Xf Tg Ybhe `\VebfTgX__\gX _bV\' TaW
g[X haXiXa eXceXfXagTg\ba bY fT`c_\aZ lXTef \a g[X WTgT fXg
%g[X ah`UXe bY \aW\i\WhT_f cXe lXTe eTaZXW Yeb` , gb ,1& Vbh_W
[TiX Vbage\UhgXW gb WXi\Tg\baf Yeb` Xdh\_\Ue\h`) M[\f j\__ UX
\aiXfg\ZTgXW \a `beX WXgT\_ \a YhgheX fghW\Xf j\g[ _TeZXe
ah`UXef bY j\_W \aW\i\WhT_f)
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Abstract

The Russian sturgeon, Acipenser gueldenstaedtii, is a critically endangered fish species.

Hatcheries are operated in several countries within its natural range to produce stocking

material for release into the wild and also for aquaculture purposes (caviar and meat produc-

tion). An appropriate genetic broodstock management (plan or strategy) is required to avoid

negative effects, e.g., admixture and hybridization of genetically differing stocks or loss of

genetic variability due to inbreeding and genetic drift. Therefore, 11 tetrasomic microsatellite

loci were newly isolated from the Russian sturgeon genome and arranged together with an

already known locus into four multiplex PCR sets. These microsatellites were used to

characterize three groups of hatchery juveniles from Germany (aquaculture production),

Turkey, and Romania (production of stocking material) as well as a group of wild-caught

adults from the Danube River, Romania. Based on the variability within groups, measured by

the mean number of alleles per locus and expected heterozygosity, and the differentiation

between groups, measured by Nei#s GST and genetic distance D, the ability of the 12 loci to

detect unwanted reductions in genetic variability within hatchery juveniles and to differentiate

between groups could be demonstrated. This set of loci can also be used to identify those pairs

of spawners that transmit the highest possible genetic variability to the next generation.
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Introduction

The Russian sturgeon (Acipenser gueldenstaedtii Brandt & Ratzeburg, 1833) is a species of the

family Acipenseridae native to the Caspian, Black, and Azov Sea basins. However, aquacul-

ture has resulted in intentional and accidental introductions throughout Europe (Gesner et al.

2010). Originally, the species had freshwater as well as anadromous populations. Freshwater

populations existed in the Danube and Volga Rivers%but both are extinct now (Gesner et al.

2010). Also, the anadromous spawning populations in the Azov Sea were lost and only

introduced (stocked) individuals remained. Currently, native anadromous spawning popula-

tions are only known from the Caspian and Black Sea tributaries; but even these populations

have undergone major declines resulting in no confirmed natural reproduction of the Danube

River populations over the last 5 years (Suciu, unpubl. data). Consequently, the Russian

sturgeon was classified as Bcritically endangered^ in the IUCN Red List of Threatened Species

(Gesner et al. 2010). Gesner et al. (2010) also listed the major threats to the species: loss of

spawning sites due to dam construction (e.g., 70% of spawning grounds in the Caspian Sea

basin since the 1950s), poaching and illegal fishing, which appears to be increasing, and high

levels of pollution (from oil and industrial waste), in both the Black and Caspian Sea basins.

Genetic pollution is also a potential threat as stocks are moved to different locations (e.g.,

Caspian Sea stocks moved to the Azov Sea). To compensate the dramatic losses in individual

numbers, restocking measures are ongoing. However, stocks are continuing to decline.

With the ever increasing importance of artificial hatchery reproduction both for aquaculture

purposes and the production of stocking material, an appropriate broodstock management has

to be implemented. From the genetic point of view, the final goal must be to preserve the

original genetic structures and variabilities to a degree that avoids (i) the disruption of local

adaptations caused by the admixture and hybridization of genetically differing stocks, and (ii)

inbreeding, which may result from the small number of breeders usually propagated in

hatcheries, in particular if the species is rare. On the other hand, the genetic management

should allow genetic change (i.e., natural selection) from pressures that occur in the wild (after

release of the stocked fish), but not from pressures in the hatchery. This goal is related to the

concept of integrated hatchery programs and conservation hatcheries as defined by Trushenski

et al. (2015). To meet these requirements, genetic markers are urgently needed%and have to

be developed if not already available%to implement breeding plans for the ex situ measures

and for stocking.

Based on the number of chromosomes (250 ± 8) (Vasil#ev 1985; Vlasenko et al. 1989; both

cited in Vasil#ev et al. 2010) and the allele banding patterns of microsatellite loci (Havelka

et al. 2013; Rajkov et al. 2014), the Russian sturgeon is considered as an octaploid species at

the evolutionary scale, which indicates the maximum ploidy level achieved, and a tetraploid

one at the recent scale, which indicates the current functional ploidy level (Rajkov et al. 2014).

Rajkov et al. (2014) could identify only one out of 20 microsatellite loci (= 5%) examined as

disomic. Among the eight loci newly isolated from Russian sturgeon in their study, three loci

(Ag09, Ag28, and Ag49) expressed the tetrasomic pattern expected for a tetraploid species, four

loci (Ag01, Ag12, Ag14, and Ag22) displayed higher than tetrasomic patterns, and one locus

(Ag18) was the disomic one mentioned above. This variation in microsatellite loci expression

patterns of Russian sturgeon shows that the process of functional genome reduction is still

ongoing in species with ~ 250 chromosomes (Ludwig et al. 2001).

Microsatellite loci are popular and efficient DNA markers widely applied in aquaculture

genetics (Liu and Cordes 2004). However, they have limitations in the light of the present
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development of sequencing technologies (Putman and Carbone 2014) that are underlined by

their utilization in polyploid organisms (Dufresne et al. 2014; Meirmans et al. 2018). Although

microsatellites might be displaced by single nucleotide polymorphisms (SNPs) for sturgeon

conservation in future (Ogden et al. 2013), their suitability for the management of a captive

broodstock of another tetraploid sturgeon species, the critically endangered Adriatic sturgeon

Acipenser naccarii, could clearly be demonstrated (Congiu et al. 2011).

A search in NCBI GenBank (accession date: 13 July 2017) for DNA sequence records of

the species Acipenser gueldenstaedtii revealed 423 entries. However, there were no other

microsatellite loci deposited than the eight described in Rajkov et al. (2014). Therefore, the

aim of the present study was doubled: (i) to examine the variability of the three tetrasomic loci

described by Rajkov et al. (2014) in a larger number of individuals and populations, and (ii) to

isolate additional microsatellites from the Russian sturgeon genome to obtain a sufficient

number of markers for improved broodstock management and the characterization of popula-

tion structures.

Material and methods

Development of new microsatellite loci from the Russian sturgeon genome

Fin clips were collected from 20 juvenile Russian sturgeons at the BRhönforelle^ fish farm in

Gersfeld, Germany, to isolate total genomic DNA using the DNeasy Blood & Tissue Kit

(QIAGEN) according to manufacturer#s protocols. A pool of ten DNA isolates was sent to

GenoScreen, Lille, France (www.genoscreen.fr), where 1 !g of the pooled DNA was used for

the development of microsatellite libraries through 454 GS-FLX Titanium pyrosequencing as

described in Malausa et al. (2011). The bioinformatics program QDD (Meglécz et al. 2010)

was used to analyze sequences. QDD performs all steps from raw sequences until obtaining

PCR primers: removing adapters/vectors, detecting microsatellites, detecting redundancy and

possible mobile element association, selecting sequences with target microsatellites, and

designing primers by using the BLAST (Altschul et al. 1990), Clustal W (Larkin et al. 2007

), and Primer3 (Rozen and Skaletsky 2000) programs. Among 5752 sequences containing a

microsatellite motif, 198 bioinformatically validated primer pairs were designed.

All sequences with validated primer pairs were ranked according to motif type (penta- >

tetra- > tri- > di-nucleotide repeats), number of repeats (the higher the better), and PCR product

size (> 100 bp) considering only sequences with perfect repeats. From this list, the 60 top-

ranking primer pairs were selected for the identification of suitable microsatellites (consistent

amplification, ease to score, sufficient variability). Amplification protocols were developed for

future use of PCR multiplex kits (QIAGEN) and a peqSTAR 96X Universal Gradient

thermocycler (Peqlab). PCR primers were multiplexed (grouped) by the software MultiPLX,

version 2.1 (Kaplinski et al. 2005). Three different dye labels (BMN-6, Cyanine 5, and DY-

751) were assigned to forward primers. Genotyping of microsatellite loci was performed on an

eight-capillary sequencer CEQ 8000 (Beckman Coulter) using the Fragment Analysis module

of the GenomeLab™ GeXP Genetic Analysis System, version 10.2 (Beckman Coulter).

The microsatellite variability was initially examined in the 20 juveniles from the German

hatchery (broodstock and progenies kept for aquaculture purposes) but later on extended to 20

juveniles from the Romanian hatchery of Isaccea (F1 half-sibs of wild spawners used for

restocking into the Danube River), 22 juveniles from a Turkish hatchery (F1 progeny of wild

Aquaculture International (2018) 26:1365–1376 1367



females and hatchery males used for enhancement of natural resources) and 11 wild-caught

adults from the Romanian part of the Danube River. Due to the scarcity of disomic loci in

Russian sturgeon, the focus of the study was to identify suitable tetrasomic loci showing

consistent amplification and sufficient polymorphism.

Data analysis

The difficulty of analyzing codominant tetrasomic microsatellite loci of tetraploid species is to

identify the true genotypes for partial heterozygotes. For instance, the genotype ABBC

produces the microsatellite phenotype ABC, and cannot be reliably differentiated from

genotypes AABC or ABCC. Jenneckens et al. (2001) suggested to estimate the number of

allele copies on the basis of peak heights and areas in the electropherograms as exemplified by

the microsatellite locus LS-39 in the Siberian sturgeon Acipenser baerii. However, this

approach seems not to be fully reliable: Congiu et al. (2011) found that the four peaks of a

complete heterozygous genotype did not always show the expected same height in Adriatic

sturgeon, and the same discrepancy was observed in the present study of Russian sturgeon

(data not shown). Instead, Congiu et al. (2011) proposed a band sharing approach for which

microsatellite data were considered as presence/absence of bands, disregarding the number of

alleles present in each individual. Another and probably more convenient solution of the

problem is provided by software specifically designed for the analyses of (allo-)tetraploid

microsatellite loci: TETRASAT (Markwith et al. 2006), TETRA (Liao et al. 2008), and

ATETRA (Van Puyvelde et al. 2010). Van Puyvelde et al. (2010) compared the three programs

and concluded that TETRASAT and ATETRA have a comparable precision but are both more

precise than TETRA. Since ATETRA is able to calculate more genetic variables and can

handle an infinite number of partial heterozygotes, this program was chosen for the present

study.

ATETRA was used with default parameters for Monte-Carlo simulations to calculate (i) the

Hardy-Weinberg expected heterozygosity or Nei#s genetic diversity HE (Nei 1987) as well as

values corrected for sample size HE,c, (ii) the populational differentiation or Nei#s GST (Nei

1973), and (iii) Nei#s genetic distance D (Nei 1972, 1978). The matrix of pairwise genetic

distances between the four Russian sturgeon groups was then used to construct a neighbor-

joining tree (Saitou and Nei 1987) with MEGA5 (Tamura et al. 2011).

Data availability The DNA sequences of the 11 newly isolated Agu microsatellite loci were

deposited in NCBI GenBank (for accession numbers see Table 1).

Results and discussion

Out of the three tetrasomic microsatellites chosen from Rajkov et al. (2014) for testing two

loci displayed pentasomy (Ag09 in two out of 40 samples, and Ag28 in two out of eight

samples) and were therefore discarded from further use. Only one locus (Ag49) displayed

the expected tetrasomic pattern consistently and was included in further analyses. Out of

the 60 new Russian sturgeon PCR primer pairs chosen for testing, 11 amplified microsat-

ellite loci matched our selection criteria, in particular consistent amplification, tetrasomic

pattern, and sufficient variability. These 11 loci were combined with locus Ag49 into four
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multiplex PCR sets (Table 1). Optimized PCR reaction mixes consisted of 5.0 !l of master

mix and 1.5 !l Q-solution (QIAGEN), 1.0 !l DNA isolate, primers with concentrations as

stated in Table 1, and PCR-grade water up to a final volume of 10.0 !l. The PCR program

based on QIAGEN recommendations included an initial denaturation at 95 °C for 15 min

followed by 30 cycles of denaturation at 94 °C for 30 s, annealing at 57 °C (multiplex set

4), or 63 °C (multiplex sets 1 to 3) for 90 s, and extension at 72 °C for 60 s. A final

extension at 60 °C lasted for 30 min.

The observed total number of alleles per locus ranged from 4 to 14 (Table 1) with an

average of 7.08. The hatchery juveniles possessed a mean number of alleles per locus ranging

from 3.67 to 4.25; the wild-caught adults were more variable with a mean number of 5.67

(Table 2). However, the differences in mean number of alleles per locus were only significant

Table 2 Variability of the 12 tetrasomic microsatellite loci in the four Russian sturgeon groups (A number of

alleles, HE expected heterozygosity, HE,c expected heterozygosity, corrected for sample size)

Locus Parameter German hatchery Romanian hatchery Turkish hatchery Romanian wild-caught

Agu56 A 3 4 1 5

HE 0.626 0.675 0.000 0.570

HE,c 0.634 0.684 0.000 0.583

Agu51 A 3 2 3 3

HE 0.429 0.496 0.488 0.507

HE,c 0.434 0.502 0.494 0.519

Agu38 A 3 2 3 4

HE 0.494 0.095 0.515 0.644

HE,c 0.500 0.096 0.521 0.659

Agu54 A 4 3 4 4

HE 0.746 0.542 0.733 0.669

HE,c 0.755 0.549 0.742 0.685

Agu36 A 6 4 4 7

HE 0.754 0.603 0.394 0.768

HE,c 0.764 0.611 0.399 0.786

Agu37 A 5 4 4 5

HE 0.755 0.380 0.566 0.698

HE,c 0.764 0.385 0.572 0.715

Ag49 A 3 6 6 7

HE 0.649 0.798 0.778 0.763

HE,c 0.657 0.808 0.787 0.780

Agu15 A 7 7 5 8

HE 0.700 0.773 0.600 0.771

HE,c 0.709 0.783 0.607 0.789

Agu59 A 2 2 2 5

HE 0.476 0.495 0.495 0.631

HE,c 0.483 0.501 0.501 0.646

Agu34 A 5 3 4 4

HE 0.745 0.512 0.664 0.676

HE,c 0.754 0.519 0.672 0.692

Agu46 A 4 2 4 5

HE 0.647 0.179 0.697 0.685

HE,c 0.655 0.181 0.705 0.701

Agu41 A 6 5 7 11

HE 0.758 0.674 0.830 0.852

HE,c 0.767 0.682 0.840 0.872

Mean values A 4.25 3.67 3.92 5.67

HE 0.648 0.519 0.563 0.686

HE,c 0.656 0.525 0.570 0.702
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between the wild-caught adults and the hatchery juveniles from Romania (P = 0.02; two-sided

t test) and Turkey (P = 0.04; two-sided t test), respectively. Mean expected heterozygosities HE

were also lower in the hatchery juveniles, ranging from 0.519 to 0.648, than in the wild-caught

adults with a value of 0.686 (Table 2). A significant difference was only found between the

two Romanian groups (P = 0.02; two-sided t test). The correction for sample size resulted in

only slight changes; again only the difference between the two Romanian groups was

statistically significant (P = 0.02; two-sided t test).

Pairwise population differentiation was lowest between German hatchery juveniles and

Romanian wild-caught adults (GST = 0.033) and highest between Romanian and Turkish hatchery

juveniles (GST = 0.143) (Table 3). Accordingly, the lowest genetic distance was observed between

German hatchery juveniles and Romanian wild-caught adults (D = 0.150) and the highest be-

tween Romanian and Turkish hatchery juveniles (D = 0.491) (Table 3). The neighbor-joining

algorithm does not simply join the two groups displaying the lowest genetic distance (i.e., German

hatchery juveniles and Romanian wild-caught adults) but also takes into consideration the genetic

distances to all other groups. Hence, on the neighbor-joining tree (Fig. 1) the German and Turkish

hatchery juveniles (D = 0.263) were placed together into one group separated from a Romanian

group consisting of the hatchery juveniles and wild-caught adults (D = 0.202).

Comparable studies on Russian sturgeon or other tetraploid sturgeon species are still

relatively rare. Most of them dealt either with the isolation and characterization of new

microsatellite loci or their use as nuclear markers for sturgeon species and hybrid identification

and to examine genome duplication events (Table 4). Comparisons of general microsatellite

variability might be biased by ploidy level and sample size. However, if only tetrasomic loci

were considered then the ranges of numbers of alleles per locus are rather similar across

different loci and sturgeon species (Table 4): Russian sturgeon%4-14 (present study), 6"16

(Ludwig et al. 2001), 7"19 (Havelka et al. 2013); Adriatic sturgeon%8-16 (Congiu et al.

2011); lake sturgeon%8-10 (McQuown et al. 2003); Siberian sturgeon%11-18 (Barmintseva

and Mugue 2017). Heterozygosity estimates are only available for disomic loci of the lake

sturgeon (Table 4). Nevertheless, they are also at similar levels as the expected heterozygosities

Table 3 Populational differentiation GST (Nei 1973) (above diagonal) and genetic distance D (Nei 1972, 1978)

(below diagonal) between the four groups of Russian sturgeon

German hatchery Romanian hatchery Turkish hatchery Romanian wild-caught

German hatchery 0.113 0.074 0.033

Romanian hatchery 0.412 0.143 0.066

Turkish hatchery 0.263 0.491 0.062

Romanian wild-caught 0.150 0.202 0.220

Fig. 1 Neighbor-joining tree of the four Russian sturgeon groups based on genetic distance D (Nei 1972, 1978)
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calculated in the present study. The magnitude of genetic population differentiation strongly

depends on the population status (wild or farmed) as well as the geographical scale of sampling

(i.e., a stronger differentiation can be expected if the whole distribution range is covered

compared to sampling within a single river, lake, or sea basin). Therefore, a comparison with

available population genetic studies on lake sturgeon (McQuown et al. 2003; Welsh et al.

2008; Wozney et al. 2011) and Siberian sturgeon (Barmintseva and Mugue 2017) would be

suspect and was not attempted.

Conclusion

Although the sample size of the four Russian sturgeon groups examined in the present study

was relatively small, the 12 tetrasomic microsatellite loci showed a level of polymorphism that

allowed to differentiate between groups and to detect unwanted reductions in genetic variabil-

ity within hatchery juveniles. The genotypic data obtained with this set of microsatellites can

therefore be used to improve the genetic management of captive broodstocks reared for

aquaculture purposes (caviar and meat production) or restoration programs (production of

stocking material). In particular, these microsatellites can be applied to identify those combi-

nations of spawners that transmit the highest possible genetic variability to the next generation.

The process of selecting such suitable spawners can be aided by the software Genassemblage

(Kaczmarczyk 2015).

Moreover, the neighbor-joining tree indicates that both the German and Turkish hatchery

Russian sturgeons may originate most probably from the Caspian Sea basin, while the

Romanian ones are from the Black Sea/Danube River population. Because of its implications

for Russian sturgeon supportive stocking programs in the Black Sea basin, this assumption

urgently requires more detailed investigations, in particular by including Russian sturgeon

samples from the Caspian Sea basin.
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