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EINLEITUNG 1

1 Einleitung

Die Ordnung der Acipenseriformes aus der Uberklasse der Pisces umfasst nach
heutigem Kenntnisstand 27 verschiedene exisente Arten. Ein Grofdeil dieser Arten igt in
sainen natUrlichen Bestanden gefahrdet, enige snd sogar vom Aussterben bedroht. Die
Ursachen hierfir snd mannigfdtig. Bei den dral Arten Acipenser stellatus, Acipenser
gueldenstaedtii und Huso huso liegt der Hauptgrund in einer massiven Uberfischung der
Populationen, da de die Hauptlieferanten von Stor-Kaviar snd. Zudem wurden durch
wasserbauliche Mal3nahmen Laichpléize vernichtet oder der Zugang zu diesen verhindert.
Ein welteres Problem gelt die Wasserverschmutzung dar, die einen negativen Einfluss auf
die Fertilitd adulter und auf die Schiupf- und Uberlebengrate juveniler Tiere besitzt.
Kngtliche Besatzmalinahmen finden daher zur Stiitzung der natlirlichen Populationen Stett.

Verschiedene Stérarten haben sich ausserdem ds eine interessante Alternative zu den
konventiondl in der Aquakultur gehatenen Fischspezies erwiesen. Das ©Gkonomisch
wertvollse Erzeugnis der meisen Acipenseriformes gdlt hierbe der Rogen fur die
Kaviarproduktion dar. Mit Storfleisch sind ebenfals hohe Markterl6se erzielbar.

Neben kinglich ersdlten Artkreuzungen kommen in der Natur Arthybridisierungen
zwischen verschiedenen StOrspezies bel der gemeinsamen Nutzung von Laichplézen vor.
Hier sdlt sch haufig das Problem, dass einige Arthybriden morphologisch nicht von einer
oder beiden Elternarten unterschieden werden konnen. Die Tatsache, dass bestimmte
Arthybriden reproduktionsféhig und somit weltere Hybridiserungen bzw. Rickkreuzungen
maglich sind, kommt erschwerend hinzu.

Auf diesam gesamten Hintergrund it @ne zwefddfreie Erkennung von Storindividuen
eine Grundvoraussetzung sowohl fur Zucht- ds auch fir Besatzmalinahmen. Einen Beltrag
hierzu soll diese Arbeit lifern. Thr Zid i die Identifizierung von Stéren unter Verwendung
biochemischer und molekulargenetischer Marker. Als Untersuchungsmateria  standen
Blutproben von Tieren verschiedener Eurasischer Arten und Arthybriden zur Verfligung.
Unter dem Agpekt zum Tell kontroverser Diskussonen in der Literatur bezlglich der
phylogenetischen Einordnung der Arten sowie der Uneinigkeit Uber den Ploidiestatus werden
zudem magliche Lasungsansédtze zu diesen Problematiken aufgezeigt.



2 LITERATURUBERSICHT

2 Literatur Ubersicht

2.1 Die Arten innerhalb der Ordnung Acipenseriformes

Nach heutigem Kenntnisstand enthdt die Ordnung der Acipenseriformes 27 rezente
Arten, die sechs verschiedenen Gattungen angehdren (BIRSTEIN 1993, BEMIS & KYNARD
1997, BIRSTEIN & BEMIS 1997, BIRSTEIN & DeSALLE 1998). Samtliche Spezies snd
dabel nur auf der Nordhalbkugel der Erde vertreten (ROCHARD et al. 1990, BEMIS &
KYNARD 1997). In der Literatur auftauchende Fragen wie "How many valid species of
Acipenser should we recognize” (BEMIS et al. 19978) und "How many species are there
within the genus Acipenser” (BIRSTEIN & BEMIS 1997) zeigen aber, dass |etztendlich keine
endgiltige Klarheit Gber die exakte Anzahl an Spezies - dies gilt insbesondere innerhab der
Gatung Acipenser - besteht. Letztere Autoren &ulern sogar die BefUrchtung, dass
aufgrund der in Europa und Asien bestehenden Uberfischung und Habitatzerstorung bisang
unbekannte StOrarten vor deren Entdeckung bzw. Charakteriserung diminiert sein
konnten. Des Welteren waren se der Ansicht, dass die Konfusion Uber die Anzahl
innerhdb enes Refugiums lebender Spezies zum enen in der haufig vorkommenden
morphologischen und metrisischen  Ahnlichkeit  besimmter  Storspezies,  welche
inshesonders fur die Juvenilphase gilt, begriindet liegen kann. Zum anderen erschwert eine
zum Tel nicht unerhebliche individudle morphologische Vaiaion innerhdb ener Art
zusdtzlich deren Charakteriserung BeMIS et al. 1997a, BIRSTEIN et al. 1997b). So
exidieren bis heute kontroverse Ansichten darliber, ob Acipenser persicus ene
egengtdndige Artist (VLASENKO et al. 1989a, BIRSTEIN & DESALLE 1998) oder as eine
Subspeziesvon A. gueldenstaedtii betrachtet werden sollte (ROCHARD et al. 1990). Ein
weiteres Problem gelt die natirlich vorkommende Hybridiserung zwischen Arten dar
(Ubersicht bei BIRSTEIN et al. 1997b). Oftmals konnen Arthybriden dabei nicht von deren

Elternarten unterschieden werden (BIRSTEIN & BEMIS 1997).

Neben der Ungewissheit Uber die exakte Anzahl an Spezies innerhalb der Gattung der
Acipenser gdlte dch die Frage, welche wissenschaftlichen Namen fUr einige der Arten
verwendet werden sollten (BIRSTEIN & BEMIS 1997). Zudem wurden in der Literatur fUr

die meisten Storarten mehrere Synonyme benutzt (Ubersicht bei HOCHLEITHNER 1996),
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welche zu Verwirrungen fihrten. So erkannten z.B. ROCHARD et al. (1990) insgesamt 17
verschiedene Arten innerhab Acipenser an. A. persicus sprachen se dabe explizit den
Artstatus ab, fuhrten dafir aber A. sinensisund A. kikuchii ads unterschiedliche Spezies
auf. Beide Namen snd aber Synonyme fir ein und diesslbe Art (Ubersicht be
HOCHLEITHNER 1996). Darliber hinaus waren unterschiedliche Schreibweisen beziiglich
eniger Artnamen in verschiedenen Qudlen zu finden. Die im Rahmen diesr Arbeit
verwendeten Namen basieren auf den von BEMIS et al. (1997b) fir die Spezies in dem
Journd Environmenta Biology of Fshes 1997, Ausgabe 48 dandardiserten
Bezachnungen.

Trotz der aufgefihrten Problematiken sollen die auf Bass molekulargenetischer
Untersuchungen definierten Arten der Acipenseriformes (BIRSTEIN et al. 1997a,
BIRSTEIN & DeSALLE 1998) an diesr Stelle in dphabetischer Reihenfolge aufgefiihrt
werden. BIRSTEIN & BEMIS(1997) kamen zu dem Schluss, dass nur die Spezies A. baerii
und A. oxyrinchus aufgrund engehender morphologischer bzw. genetischer
Untersuchungen vdide Subspezies enthielten. In der Literatur wurden auch fir andere
Arten verschiedene Subspezies und zum Teil auch Populationen beschrieben, welche aber
BIRSTEIN & BeMIS (1997) ds nicht geschert ansahen. Daher werden diese hier nicht
aufgefihrt.

* Acipenser baerii Brandt, 1869
Drel anerkannte Unterarten sSind beschrieben: A. b. baerii, A. b. baicalensis
und A. b. stenorhynchus (SokoLov & VASIL'Ev 1989a, RUBAN 1996, 1997).

e Acipenser brevirostrum Le Sueur, 1818

e Acipenser dabryanus Duméril, 1868

* Acipenser fulvescens Rafinesque, 1817

» Acipenser gueldenstaedtii Brandt, 1833

»  Acipenser medirostris Ayres, 1854

* Acipenser mikadoi Hilgendorf, 1892

» Acipenser naccarii Bonaparte, 1836

»  Acipenser nudiventris Lovetzky, 1828
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e Acipenser oxyrinchus Mitchill, 1815
Anhand molekularbiologischer Untersuchungen wurde das Vorhandensein  der
beiden Subspezies A. 0. oxyrinchus und A. o. desotoi bestétigt (ONG et al. 1996,
WIRGIN et al. 1997, BIRSTEIN & DESALLE 1998).

*  Acipenser persicus Borodin, 1897

*  Acipenser ruthenus Linnaeus, 1758

»  Acipenser schrenckii Brandt, 1869

*  Acipenser sinensis Gray, 1834

e Acipenser stellatus Pallas, 1771

*  Acipenser sturio Linnaeus, 1758

* Acipenser transmontanus Richardson, 1836

e Huso dauricus Georgi, 1775

*  Huso huso Linnaeus, 1758

*  Polyodon spathula Wabaum, 1792

e Psephurus gladius Martens, 1862

»  Pseudoscaphirhynchus fedtshenkoi Kesder, 1872

*  Pseudoscaphirhynchus hermanni Severtzoff in Kesder, 1877

»  Pseudoscaphirhynchus kaufmanni Bogdanow, 1874

»  Scaphirhynchus albus Forbes & Richardson, 1905

e Scaphirhynchus platorynchus Rafinisque, 1820

e Scaphirhynchus suttkusi Williams & Clemmer, 1991

Morphologische Bestimmungschiiissd der Spezies snd zB. bel SokoLov &
BERDICHEVKII (19893, b), SokoLov (1989), ARTYUKHIN (1995), DeBUS (1995) und

HOCHLEITHNER (1996) zu finden.

Angaben Uber das Vorkommen und die Verbreitung der verschiedenen Storarten
konnen bel BIRSTEIN (1993), HOCHLEITHNER (1996) und BIRSTEIN et al. (1997b)

nachge esen werden.
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2.2 Die Phylogenie und Systematik der Acipenseriformes

Im Laufe der letzten 20 Jahre hat dch die Systematik der Pisces zunehmend
gewanddt, sowohl im Hinblick auf die verwandtschaftlichen Beziehungen der Grof3gruppen
wie innerhab der Ordnung und Familien (FIEDLER 1991). Basierend auf morphol ogischen

Untersuchungen nimmt innerhab der Unterklasse der Actinopterygii die Familie der
Polypteridae eine phylogenetisch basd gelegene Sdlung ein PATTERSON 1982). Dies
bestétigte sich auch durch eine Untersuchung an Tellsequenzen der 28S rRNA (LE et al.

1993). Die in der Verwandtschaft nachfolgende Ordnung der Acipenseriformes gdlt eine

monophyletische Schwestergruppe zu den Neopterygii dar BEMIS et al. 1997a, sehe

Abb. 1).
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Die evolutionére Entstehung der Acipenseriformes wurde auf 200-225 Mio. Jahre
und somit in das Erdzeitater Jura zurlickdatiert (KEDROVA et al. 1980, GRANDE & BEMIS
1991, CANTATORE et al. 1994, BEMIS et al. 1997a). Aufgrund der zur Verfligung
sehenden phylogenetischen und biogeographischen Hinwelse hidten BEMIS & KYNARD
(1997) Westeuropa ds Ursprung fir die Entstehung der Acipenseriformes im Erdzetater
Trias fur plausbd. lhrer Andcht nach fand die frihe Divergfikation diessr Ordnung in
Asen datt. Dagegen snd BIRSTEIN & DESALLE (1998) der Meinung, dass die
Acipenseriformes in dem Tethysmeer in der Region des heutigen Zentrdasens ihren
Ursprung fanden und sch wahrend des Juras von dort ausgebreitet haben. BEMIS &
KYNARD (1997) waren versucht, die heutige Diversitét der Acipenseridae mit der ponto-
kaspischen Region in Verbindung zu bringen. Dagegen schlossen CHOUDHURY & DicK
(1998) diese Region ds Zentrum fur die Entstehung des Genus Acipenser aus, da die
dteden fosslen Funde in Nordamerika und Wedasen lagen. Es schien dabel
unwahrschenlich zu sein, dass die Acipenseridae einen jlingeren marinen Ursprung hatten
(McDowaALL 1993). BEMIS & KYNARD (1997) erweiterten diese Aussage sogar auf die
gesamte Ordnung. Es wird angenommen, dass die urspriingliche Lebensweise des Ahnen
der Acipenseriformes potamodrom oder anadrom gewesen sein konnte (BEMIS &
KYNARD 1997). Fossile Funde der Acipenseridae deuteten an, dass die Gewdhnung
dieser Familie an Fluss- und Brackwasser bereits lange ausgepragt war (CHOUDHURY &
Dick 1998).

In der Literatur bestand Einigkeit darlber, dass die rezenten Storarten innerhab der
Ordnung Acipenseriformes den zwe Familien Polyodontidae und Acipenseridae
angehtren (z.B. FIEDLER 1991, GRANDE & BEMIS, 1991, BEMIS et al. 1997a). ES wurde
angenommen, dass diese beiden Familien vor 135-200 Mio. Jahren divergierten (Ubersicht
be BIRSTEIN & DESALLE 1998). Die Familie der Polyodontidae besteht aus den beiden
Gattungen Polyodon sowie Psephurus, welche mit P. spathula und P. gladius jewels
ene Spezies enthdten. Die Familie der Acipenseridae setzte sch nach bisherigen
Kenntnissen aus 25 weltweit vorkommenden Arten zusammen, welche Sch auf die vier
Gattungen Acipenser, Huso, Scaphirhynchus und Pseudoscaphirhynchus vertelen
(BIRSTEIN 1993, BEMIS & KYNARD 1997, BIRSTEIN & BEMIS 1997, BIRSTEIN &
DESALLE 1998). Hindchtlich der Phylogenese und somit der Verwandtschaft innerhab der
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Acipenseridae exidierten aber unterschiedliche Auffassungen, die sich in differierenden
taxonomischen Einordnungen widerspiegdten (FIEDLER 1991, MAYDEN & KUHAJIDA
1996, BEMISet al. 1997a, FINDEIS1997). Auf der Bas's klassischer morphologischer und
morphometrischer Untersuchungen efolgte eine Eintellung der Acipenseridae in de
Untefamilien Acipenserinae (zwe  Gattungen: Acipenser und Huso) sowie
Scaphirhynchinae mit den beiden Gattungen Scaphirhynchus und Pseudoscaphir-
hynchus (FIEDLER 1991, MAYDEN & KUHAJDA 1996). Phylogenetische Studien unter
Vewendung verschiedener osteologischer Charakteristika kamen hingegen zu dem
Schluss, dass innerhalb der Familie der Acipenseridae die beiden Unterfamilien Husinae
(eine Gattung: Huso) und Acipenserinae (drel Gattungen: Acipenser, Scaphirhynchus und
Pseudoscaphirhynchus) auftreten (BEMIS et al. 19973, FINDEIS 1997). Die kontroversen
Angchten hingchtlich der phylogenetischen Entwicklung innerhdb der Acipenseriformes
sind in Abb. 2 dagestdllt.

a b
—— Psephurus —— Psephurus
—— Polyodon L Polyodon
— —— Scaphirhynchus ] — Huso
—— Pseudoscaph. — Acipenser
— Huso —— Scaphirhynchus
L Acipenser —— Pseudoscaph.

Abb. 2 Gegeniberstdlung der  phylogenetischen  Kladogramme hingchtlich  der
kontréren Ansichten Uber die Beziehung der Gattungen rezenter Stre
a, Klasssches Kladogramm in Anlehnung an FIEDLER (1991) und MAYDEN &
KUHAJDA (1996); b, Kladogramm aufgrund osteologischer Befunde (BEMIS
et al. 1997a, FINDEIS1997)

Widerspriichliche Angaben waren hingdchtlich der Verwandtschaft der Gattungen
Scaphirhynchus und Pseudoscaphirhynchus zu finden. Wéhrend die meisten Autoren
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beide Arten ds monophyletische Gruppe betrachten (FIEDLER 1991, MAYDEN &
KUHAJDA 1996, BEMIS et al. 1997a), waren BIRSTEIN et al. (1997a) anhand
molekulargenetischer Vergleiche innerhab der Acipenseriformes nicht dieser Auffassung.

BeEmIS et al. (19974) und FINDEIS (1997) zwefdten die klasssche taxonomische
Nomenklatur aufgrund ihrer osteol ogischen Befunde an. Dieses stdlt sich auf der Grundlage
|ebender Stérarten fur die umdtrittene Nomenklatur innerhalb der Familie Acipenseridae

wiefolgt dar:

Nomenklatur in Anlehnung an
BEMIset al. (1997a), FINDEIS(1997)

Klassische Nomenklatur

Familie Acipenseridae Familie Acipenseridae
Unterfamilie  Acipenserinae Unterfamilie Husinae
Gattung Acipenser Gettung Huso
Gatung Huso Unterfamilie  Acipenserinae
Unterfamilie  Scaphirhynchinae Tribus  Acipenserini
Gatung Scaphirhynchus Gattung - Acipenser
Gatung Pseudoscaphirhynchus Tribus  Scaphirhynchini

Gattung Scaphirhynchus
Gattung Pseudoscaphirhynchus

BIRSTEIN et al. (1997b) wiesen darauf hin, dass die klasssche Systematik nur auf
ener geringen Anzahl an untersuchten Exemplaren basierte und somit Fehlinterpretationen
hingchtlich der taxonomischen Stdllung einiger Arten méglich sain kénnten.

Mit 17 lebenden Arten ist Acipenser die artenreichste Gattung der Acipenseriformes
und nach der Auffassung von BEMIS et al. (1997a) zugleich das an meigten triigerische und
problematische Taxon innerhdb dieser Ordnung. So fand z.B. FINDEIS (1997) in ener
Studie an seben verschiedenen Arten der Gattung Acipenser keine ogeologische
Syngpomorphien und gellte daher Monophylie von diesem Genus in Frage. Es wurde
sogar die Vermutung gedul3ert, dass die Gattung Acipenser paraphyletisch sein konnte
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(BEMIS et al. 1997a), d.h. dass dieses Taxon nicht ale Nachkommen des gemeinsamen

Ahnen enthélt.
a — H. dauricus b r A. oxyrinchus
— H. huso L A. sturio
— A. oxyrinchus A. fulvescens
] L A. sturio —— A schrencki
A. stellatus A.sinensis
| — A. ruthenus ‘l_E A. medirostris
] A. schrencki — A. transmontanus
i { A. nudiventris A. mikadoi
— A. persicus A. brevirostrum
L| [1 — A. gueldenstaedtii ——— A gueldenstaedtii

- A. naccarii A. naccarii

— A. dabryanus A. persicus

L A.sinensis i
11 = A. medirostris B A. nudiventris
L A. transmontanus A. dabryanus
A. baerii A. stellatus
_|_E A. brevirostrum H. dauricus
A. fulvescens A. ruthenus

H. huso

A. baerii

Abb. 3 Gegentbergellung der anhand verschiedener  Untersuchungsmethoden
vermuteten verwandtschaftlichen Beziehungen der Arten innerhdb der Familie
Acipenserinae

a, nach ARTYUKHIN (1995) und b, nach BIRSTEIN & DESALLE (1998)

In der Literatur Snd erst sait kurzer Zeit verschiedene Ansédtze zur Beschreibung der
verwandtschaftlichen Beziehungen innerhab des Genus Acipenser zu finden. So baserte
der von ARTYUKHIN (1995) ergellte phylogenetische Stammbaum auf der Verwendung
morphologischer  und karyologischer Daten unter der Berlckschtigung — der
biogeographischen Verbreitung der Arten. Basierend auf partidlen Sequenzen der dre
mitochondriaden Gene 12S rRNA (150 bp), 16S rRNA (350 bp) sowie des Cytochrom b



10 LITERATURUBERSICHT

(650 bp) présentierten BIRSTEIN & DESALLE (1998) eine stammesgeschichtliche
Entwicklung der Acipenserinae, die sich von der bei ARTYUKHIN (1995) dargestdllten z.T.
unterschied (Abb. 3).

Es wurde vermutet, dass die Haupt-Diversfikation der Acipenser in der adriatisch-
ponto-kaspischen Region dattfand (ARTYUKHIN 1995). Diese Zone wies die grofde
Artenvidfat auf (ARTYUKHIN 1995, BEMIS & KYNARD 1997) und war in den letzten 150
Millionen Jahren sghr ungtabil (BEMIS & KYNARD 1997). Eire Uberscht Uber die
wesentlichen geologischen und paeogeographischen Veranderungen der ponto-kaspischen
Region wahrend der letzten 15 Millionen Jahre war ba BIRSTEIN & DeESALLE (1998)
ebenso zu finden wie deren Hypothesen Uber die zeitliche phylogenetische Entwicklung der
Acipenseriformes im Allgemenen und der Acipenserinae im Spezidlen.

2.3 Uberblick Uber die Zytogenetik der Acipenseriformes

231 Karyotypen, DNA-Gehalt und Ploidielevel der Acipenseriformes

Das Gros der Arten der Acipenseriformes lief3 Sch in zwel chromosomae Gruppen
einordnen, eine mit ca. 120 Chromosomen und eine weitere mit 240 - 260 Chromosomen
(Ubersichten bei BIRSTEIN et al. 1997a, FONTANA 1997, siehe Tab. 1). Ungefahr die
Héfte der Chromosomen sind sogenannte Mikrochromasomen, die durch ene sehr geringe
Grole charakterisert snd (BIRSTEIN et al. 1997a). Die Storspezies mit 120
Chromosomen wiesen dhnliche Karyotypen mit nur geringen Unterschieden auf, welches
ene generdl geringe karyologische Evolutionsrate der Acipenseriformes andeutete
(BIRSTEIN et al. 1997a). Dieser Hinweis wurde in der Form untermauert, dass nur en
geringer Antell an Nukleotidsubgtitutionen durch molekulare Hybridiserungen genomischer
DNA zwischen verschiedenen Spezies gefunden werden konnte (KEDROVA et al. 1980).
Die ungewohnlich geringe Variabilitét partidler Fragmente der genomischen 18S rRNA
sowie mitochondrider 12S rRNA, 16S rRNA und des Cytochrom b kdnnte ebenso mit
der geringen Karyotyp-Evolution korrdiert sein (BIRSTEIN et al. 1997a). KEDROVA et al.
(1980) sahen in der Ahnlichkeit der genomischen Struktur innerhalb der Acipenseridae die
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molekulare und genetische Basis fur das Vorkommen lebensfahiger und fertiler Hybriden
zwischen verschiedenen Arten begriindet.

Der DNA-Gehdt der Arten mit 120 Chromosomen lag zwischen 3,17 und 4,89 pg
DNA/Z€lle, wohingegen dieser ba den Spezies, die 240-260 Chromosomen aufwiesen,
mit 7,87 - 9,46 pg ungefahr doppelt so hoch war (Ubersicht bei BIRSTEIN et al. 1997a).
Zwe weltere Storspezies besal3en einen noch htheren DNA-Gehdt. Bel A. brevirostrum
wurde ein DNA-Gehalt von 13,075 pg/Zdle ermittelt (BLACKLIDGE & BIDWELL 1993),
jener bal A. mikadoi betrug 14,2 pg per Nukleus (BIRSTEIN et al. 1993). Im Vergleich zu
den in diesen Arbaten smultan untersuchten Arten kamen BLACKLIDGE & BIDWELL
(1993) zu dem Schluss, dass A. brevirostrum ca. 360 Chromosomen besitzen miisse. Da
der DNA-Gehalt von A. mikadoi vierma so hoch wie bel Spezies mit 120 Chromosomen
und ca. doppet so hoch wie bal Arten mit 240 Chromosomen war, folgerten BIRSTEIN et

al. (1993), dass es sich hier um eine Stérspezies mit ungeféhr 500 Chromosomen handelte,

Tab. 1 Uberblick Uber die direkt nachgewiesene bzw. abgdeitete Zugehorigkeit

bisher untersuchter Stérarten zu den bidang bekannten chromosomaen

Gruppen
Chromaosomengr uppe Spezies
A. nudiventris, A. oxyrhinchus, A. ruthenus, A. stellatus,
120 A. sturio, H. dauricus, H. huso, P. kaufmanni, P. spathula,

S platorhynchus
A. baerii, A. fulvescens, A. gueldenstaedtii, A. medirostris,

240-260 A. naccarii, A. persicus, A. schrenckii, A. sinensis, A. trans-
montanus

ca 360 A. brevirostrum

ca. 500 A. mikadoi

Hinschtlich des Ploidiestatus der einzelnen Arten bestand in der Literatur wiederum
Unenigkat. OHNO et al. (1969) stellten fest, dass die ersten 32 Chromosomenpaare von
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S platorynchus in 16 verschiedene Gruppen zu je vier Homologen geordnet werden
konnten. Diese Spezies mit inggesamt 112 Chromosomen wére dann unter der
Voraussetzung, dass be der Untersuchung welterer Storarten solche mit 60 Chromosomen
gefunden wirden, as tetrgploid anzusehen (OHNO et al. 1969). P. spathula war eine Art
tetrgploiden Ursprungs, da ihre 120 Chromosomen in 30 Gruppen zu je vier Homologen
geordnet werden konnten (DINGERKUS & HOWELL 1976). Anhand der nach einer
Slbefabung ermittdten Anzahl an aktiven Nukleoli (NOR, Nukleus-Organisator-
Regionen) eines Nukleus kamen BIRSTEIN & VASILIEV (1987) ebenfdls zu der Auffassung,
dass Arten mit 120 Chromosomen tetraploiden und Spezies mit 240 Chromaosomen
octaploiden Urspungs sein missten. Des Weiteren fiihrten BIRSTEIN et al. (1997a) mehrere
Literaturquellen an, welche auf das Vorhandensain duplizierter proteinkodierender Loci
hinwiesen. Dagegen waren verschiedene Publikationen zu finden, in denen die Arten mit
120 Chromosomen das diploid und die Spezies mit 240 Chromosomen ds tetraploid
postuliert wurden. Auf der Basis von eingehenden NOR-Studien wurde in diesen
Literaturquellen nachgewiesen, dass die NOR-hdtigen Chromosomen bel Arten mit der
niedrigeren Chromosomenzahl auf verschiedenen, nicht-homologen Chromosomenpaaren
zu finden waren (FONTANA 1994, FONTANA et al. 1998a). Bel der 240 chromosomalen
Gruppe liel¥en sich NORs auf verschiedenen Quadruplets nachweisen (FONTANA 1994,
FONTANA et al. 1996). Eine dendtometrische Andyse der Albumine aus dem Blutserum
kam zu der gleichen Schlussfolgerung (Kuz'MIN 1996). Obwohl FONTANA (1994) fur die
Arten mit 120 Chromosomen enen diploiden Status podulierte, schloss er ene
hypothetische Tetrgploidiserung des acipenseriformen Ahnen mit einem Karyotyp von
2n=60 Chromosomen nicht aus. Seiner Menung nach efolgte dann &ber die
Wiederherstellung des funktiondl diploiden Zustands in diesem Vorfahren. Das Erreichen
des diploiden Ploidiestatus wurde in einer Studie syngptonemder Komplexe an 52
mannlichen Individuen von A. transmontanus, ener Spezies mit 250 Chromosomen,
vermutet, da keine Hinweise auf multivaente Formationen beobachtet werden konnten
(VAN EENENNAAM et al. 1998). Nach der Auffassung von BLACKLIDGE & BIDWELL
(1993) war es sogar wahrscheinlich, dass die lebenden Acipenseriformes funktiondl
diploid seien. Da sch die DNA-Gehdte in den Zdlen zwischen zwei isolierten Populationen
der Art A. transmontanus sgnifikant unterschieden, mutmal¥en diese Autoren sogar, dass
der Diploidiserungsprozess innerhab ener Spezies sogar unterschiedlich vongtatten gehen

konnte.
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2.3.2 Ploidiserungereignissein der Evolution der Acipenseriformes

In der Stammesgeschichte besal3en die Acipenseriformes und die Neopterygii einen
gemeinsamen Vorfahren (BEMIS et al. 19973, siehe auch Abb. 1). BIRSTEIN et al. (1997a)
arbeiteten anhand ener Literaturrecherche heraus, dass jener gemeinsame Ahne einen
Karyotyp mit ca 60 Chromosomen aufwies, Mikrochromosomen enthielt und einen DNA-
Gehat von ca. 2,0 pg je Zdlkern aufwies. Bidang wurde keine Stérart charakterisiert, die
einen dhnlichen Chromosomensatz besald. Wichtige Informationen Uber ein mogliches
Tetrgploidiserungsereignis konnten durch die Untersuchung von P. gladius, der mit
P. spathula engverwandtesten Art, erhalten werden (DINGERKUS & HOWELL 1976).
Generdl snd zytogenetische Informetionen hilfreich, um enige verwandtschaftliche
Verhdtnise innerhdb der Gattung Acipenser zu verdehen (BIRSTEIN et al. 1997a).
ARTYUKHIN (1995) verwendete innerhalb der Acipenser den Ubergang von 120 zu 240
Chromosomen ds zusitzliches, einmdig in deren Stammesgeschichte vorkommendes
Merkmal. Dagegen kamen BIRSTEIN & DESALLE (1998) zu dem Schluss, dass maximal
acht verschiedene Ploidiserungsereignisse bel den Acipenser auftraten. Polyploidiserung
wurde dabe ds ener der wesentlichen genetischen Mechanismen fir die Artenbildung
angesehen (BIRSTEIN et al. 1997a8). Die Entstehung von A. mikadoi mit ca. 500
Chromosomen wurde auf ein Polyploidiserungsereignis be einem Ahnen mit 240
Chromosomen zurlickgefhrt (BIRSTEIN et al. 1993, BIRSTEIN et al. 1997a, BIRSTEIN &
DESALLE 1998). In der Evolution der Art A. brevirostrum (ca. 360 Chromosomen) war
entweder ein TriploidiSerungsereignis oder eine Hybridiserung betaligt (BACKLIDGE &
BIDWELL 1993). Ein triploides Individuum der Art A. fulvescens (240 Chromosomen)
wies den gleichen DNA-Gehdt wie die untersuchten Tiere von A. brevirostrum auf,
welches ein welteres Indiz auf der bel dieser Spezies postulierten Chromosomenzahl von
360 war (BLACKLIDGE & BIDWELL 1993). Auf der anderen Seite erachteten es BIRSTEIN
et al. (1997a) fur plausbler, dass Individuen der Art A. brevirostrum ca 500
Chromosomen beditzen, da Alloploidie be keiner acipenseriden Spezies bekannt sa.
Demgegeniiber wiesen z.B. die meisten Spezies bel Eurasischen Cypriniden mit 2n = 50
einen diploiden chromosomalen Status auf, es kommen aber auch tetra-, hexa- und
octaploide Arten vor (YU et al. 1987).
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24 Aquakulturelle Bedeutung der Acipenseriformes

Die kommerzidle aguakulturelle Produktion an Acipenseriformes hat in den letzten
Jahren wdtwet gark zugenommen, welches in deren hohen Wertschpfung begriindet liegt
(Abb.4).
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Abb. 4 Entwicklung der StOrproduktion und deren Wertschdpfung in  der
Aquakultur (FAO 1996)

Im Gegensatz zu den schon sait langem in der Aquiakultur gehaltenen Fischspezies, wie
z.B. Forellen oder Karpfen, bieten sich verschiedene Stérarten vor alem fr die Produktion
von Kaviar an. Ein Weiteres, wenn auch nicht so wertvolles Produkt wie der Kaviar, ist
das Storfleisch (HousToN 1987, ROCHARD et al. 1990, DOROSHOV & BINKOWSKI
1985). Das Heisch von A. fulvescens kostete 6-7 US$ pro kg (HousToN 1987) und
REICHLE (1997b) gab einen Ladenverkaufspreis von 48,- DM pro kg an.

Eine Storfarm in Frankreich produzierte 1996 bereits 400 kg Kaviar sowie 200 t
Sorfleisch von A. baerii und hofft ab dem Jahr 2000 den Markt mit vier bis finf Tonnen
Kaviar beliefern zu kénnen (HIUL 1996a, 1996b). In den USA plant eine Station im Jahr

2002 ene jéhrliche Produktion von mindestens 10 t Kaviar von A. transmontanus
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(ANONYMUS 1997). Mit dersalben Spezies erzeugte eine itdienische Fischfarm 1998 ca
500 kg Kaviar - bei einem Verkaufserlos von bis zu 600 US$ pro kg - und plant die
Ausdehnung der jahrlichen Produktion auf 3.000 kg (NEGRONI 1999).

Die Rentabilitét einer kombinierten Erzeugung von Storfleisch und -kaviar hangt dabe
von verschiedenen Parametern, wie z.B. dem Eintritt der Geschlechtsreife, dem
Produktionsrhythmus, VerkaufserlGsen, etc. ab (LOGAN et al. 1995, WADE & FADEL
1997). Einen sehr grofien Einfluss auf die Rentabilitét bestzt zudem die verwendete
Spezies. Zwischen verschiedenen Kaviarsorten - jene werden durch die Art des
Kavialigferanten bestimmt - snd grolere Preisunterschiede zu finden. Fir eine reine
Fleischproduktion bieten sich neben verschiedenen Stérspezies (REICHLE 1997a, REICHLE
& BERGLER 1998) auch deren Hybriden an (RUMMLER & PFEIFFER 1998).

2.5 M ethoden zur Spezieserkennung und Populationsdifferenzierung

Eine enwandfrde Speziesdentifikation i ene Grundvoraussstzung fir jedes
Programm der Arterhatung (Avise 1989). Dies gilt besonders fur geféhrdete oder
bedrohte Arten, wenn de kommerzidl genutzt werden (CHERFAS 1989, BAKER &
PALUMBI 1994, BAKER et al. 1996).

251 I dentifizierung von Storkaviar

Neben den dre traditiondlen fir die Kaviarproduktion genutzten Spezies
A. gueldenstaedtii, A. stellatus und H. huso wird im Handd auch Kaviar von anderen
Acipenseriformes angeboten (DESALLE & BIRSTEIN 1996, BIRSTEIN et al. 1998a).
Faschdeklarationen die  Speziesherkunft  betreffend  wurden in verschiedenen
Untersuchungen nachgewiesen (REHBEIN 1985, COHEN 1997, DESALLE & BIRSTEIN
1996, BIRSTEIN et al. 1998b). Eine Studie zeigte, dass 32% der untersuchten
Kaviarsorten falsch deklariert waren (BIRSTEIN et al. 1998a). Als Ursache hierfir wurde

der starke Populationsriickgang der drel traditionellen Kaviarlieferanten bel steigender
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Kaviarnachfrage vermutet (BIRSTEIN et al. 1998d). Diese Arbetsgruppe vertrat die
Auffassung, dass eine Differenzierung dieses wertvollen Produktes hingchtlich der
Speziesherkunft wichtig fur die Protektion von vormas nicht fur die Kaviarproduktion
genutzen und bedrohten Storarten sai. Zudem konnten durch die Uberprifung der im
Handel befindlichen Kaviarsorten Verbraucher, Handd und Zollbehérden vor Tauschung
gechitzt werden (DESALLE & BIRSTEIN 1996, REHBEIN 1997). Eine Unterscheidung von
Kaviar efolgte lange Zeit anhand der Eigrofe und -erscheinung, der Textur, Farbe und
Geruch desKaviars (CHEN et a. 1996, DESALLE & BIRSTEIN 1996). Proteinbiochemische
Methoden wurden dann auf ihr Potentid hin untersucht, Kaviarsorten unterscheiden zu
konnen (REHBEIN 1985, KEYVANFAR et al. 1988, CHEN et al. 1996, REHBEIN 1997).
Waéhrend mit der Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamide el ektrophorese Kaviarsorten nicht-
acipenseriformer Herkunft (z.B. vom Seehasen, Lachs oder der Fordle) anhand ihres
Proteinmusters differenzierbar waren, konnten Kaviarsorten von verschiedenen Storarten
nicht unterschieden werden (ReEHBEIN 1997). Dagegen konnte mit der isoeektrischen
Fokussierung (IEF) die acipenseriforme Speziesherkunft bestimmt werden (REHBEIN 1985,
KEYVANFAR et al. 1988, CHEN et al. 1996, REHBEIN 1997). Mit Hilfe dieses Verfahrens
war es sogar moglich, Kaviar von den eng verwandten Arten A. gueldenstaedtii und A.
persicus zu unterscheiden (KEYVANFAR et al. 1988). Die sich in der IEF darstellenden
Bandenmuster waren dabel innerhalb der Arten konstant (REHBEIN 1985, CHEN et al.
1996). Die Differenzierung der Artherkunft lag dabel weniger in dem Bandenmugter ds
vielmehr in Unterschieden der Bandenintensitét begriindet (REHBEIN 1997). Nachtelle
dieses Verfahrens lagen in dem hohen Bedarf an Ausgangsmaterial (DESALLE & BIRSTEIN
1996) und der Charakteriserung von bidang nur wenigen Arten (REHBEIN 1997).

Jingste Untersuchungen zur Unterscheidung der acipenseriformen Kaviarherkunft
basierten auf zwe verschiedenen, PCR-gestiitzen Methoden (DESALLE & BIRSTEIN 1996,
REHBEIN 1997, BIRSTEIN €t al. 19984). Das Verfahren bei DESALLE & BIRSTEIN (1996)
und BIRSTEIN et al. (1998a) beruhte auf einer speziesspezifischen Amplifikation innerhab
des mitochondriden Cytochrom b (mt Cyt b). Grundlage hierfir bildeten artspezifische,
potentiell  konservierte Nukleotidunterschiede in diesem Gen, weche zuvor durch
Sequenzvergleiche zwischen 21 der 27 exisenten Arten innerhdb der Ordnung der

Acipenseriformes ermittedt worden snd (BIRSTEIN & DESALLE 1998). Mit diesem
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Verfahren waren die Kaviarsorten von den drel Arten A. gueldenstaedtii, A. stellatus und
H. huso direkt nachweisbar (DESALLE & BIRSTEIN 1996, BRSTEIN et al. 1998a). Die
Ermittlung der anderen Spezies hingegen erfolgte Uber Sequenzvergleiche (BIRSTEIN €t al.
1998a). ReHBEIN (1997) hingegen verwendete fir die Differenzierung das Verfahren des
Einzel strang-K onformationspolymorphismus (sngle strand  conformation  polymorphism,
SSCP). In dieser Methode unterschieden sich die dre traditiondlen Kaviarlieferanten in
dem Laufverhaten eines 358 bp langen, in der PCR generierten Fragments des mt Cyt b.

25.2 I dentifizierung von Individuen

Die klasssche Charakteriserung von acipensriformen Einzdindividuen erfolgte
anhand morphometrisch  unterscheidbarer  Merkmae, welche die Grundlage der
Bestimmungsschiiissd  dargdlten (zB. SokoLov & BERDICHEVSKII 1989a, 1989b,
SoKOoLOV 1989, ARTYUKHIN 1995, DEBUS 1995, HOCHLEITHNER 1996).

Bidang waen dagegen nur ene geinge Anzahl  molekularbiologischer
Diagnoseverfahren fir eine Determination der Spezieszugehtrigkeit einzelner Individuen in
der Literatur beschrieben. Die Artidentifizierung von sechs Stérwildféngen fihrten BIRSTEIN
et al. (1998b) auf der Basis von Sequenzvergleichen durch. Hierfir amplifizierten se be
den einzelnen Tieren partiele Fragmente aus dem mt Cyt b und glichen die anschlief3end
ermitteten individudlen Sequenzinformationen gegen die von BIRSTEIN & DESALLE (1998)
etablierte Datenbank, welche partielle Sequenzen partieller mitochondrialer Gene von 22
acipenseriformen Spezies enthidt, ab. Vier der sechs Individuen gellten sch ds A. sturio
heraus, eines der Tiere stand A. baerii sehr nahe, wohingegen das andere eng mit A.
naccarii verwandt war (BIRSTEIN et al. 1998b). Fir A. gueldenstadtii, A. stellatus und
H. huso kénnte auch das Nachweisverfahren der speziesspezifischen Amplifikation von
DESALLE & BIRSTEIN (1996) und BIRSTEIN et al. (1998a) eingesetzt werden (BIRSTEIN et
al. 1998b). Bel einem Vergleich der beiden Spezies A. naccarii und A. sturio fanden
LubwiG & KIRSCHBAUM (1998) insgesamt sSeben artunterschiedlich konservierte
Nukleotide in enem Fragment der mitochondriden 12S rDNA, von denen zwe zu
seziesspezifischen  Redtriktionsfragment-Langenpolymorphismen  (RFLPs)  flhrten.
Individuen der beiden Subspezies A. oxyrinchus desotoi und A. oxyrinchus oxyrinchus
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wiesen in enem 203 bp Fragment aus der mitochondriden Kontrollregion (D-loop)
inggesamt 15 verschiedene Nukleotidpolymorphismen auf (ONG et al. 1996), von denen
drei aufgrund ihrer Konsarvierung eine Unterscheidung der beiden Subspezies gestatteten
(ONGet al. 1996, WIRGIN et al. 1997). Die Untersuchung des gleichen Fragmentseines A.
sturio wiesim Vergleich zu den Individuen der beiden Subspezies A. oxyrinchus zwischen
31 und 33 Nukleotidsubgtitutionen sowie an drei Stellen Nukleotidinsertionen oder
-ddetionen auf (WIRGIN et al. 1997). Beide Arten snd eng miteinander verwandt
(BIRSTEIN & BEMIS 1997, sehe auch Abb. 3). Dagegen war eine Unterscheidung der drel
Arten der Gattung Scaphirhynchus anhand eines 435 bp-Fragments aus der D-loop nicht
maglich (CAMPTON et al. 1995).

In der Literatur wurde auch die Verwendung einer an A. naccarii charakteriserten
Satelliten-DNA ds Sonde fur die Unterscheidung zu A. sturio im Dot-Blot beschrieben
(GARRIDO-RAMOS et al. 1997). Bei den diskreten DNA-Fragmenten, die nach der
Spaltung genomischer DNA mit verschiedenen Restriktionsendonukleasen auftraten und ds
Satelliten-DNA angenommen wurden, waren hingegen keine Unterschiede zwischen den
vier Spezies A. gueldenstaedtii, A. ruthenus, A. stellatus und H. huso beziiglich der
Bandengrolie oder -vertellung festzustellen (MIKHAILOVA et al. 1995).

Eine wetere Methode mit der es moglich war, verschiedene Stérspezies zu
unterscheiden, ddlte die zufdlige Amplifikation polymorpher DNA (random amplified
polymorphic DNA, RAPD) dar (COMINCINI et al. 1998, JENNECKENS et al. 1998). Die
intraindividuelle Reproduzierbarkeit von RAPD-Markern wurde dlerdings in der Literatur
kontrovers diskutiert (BIELAWSKI et al. 1995, KHANDA et al. 1997, PEREZ et al. 1998).
Insbesonders zwischen verschiedenen Laboratorien schien unter Verwendung derselben
Template-DNA und Primer die Wiederholbarkeit stark eingeschrankt zu sein (PENNER et
al. 1993).

Eine RFLP-Andyse an acht verschiedenen, in der PCR amplifizierten nuklegren Genen
erlaubte hingegen keine Differenzierung von den drei Spezies der Gaitung Scaphirhynchus
(GENETIC ANALYSES INC. 1994). Dagegen zeigt sich, dal3 die Spadtung des kompletten
mitochondridlen Genoms mit bestimmten Restriktionsendonukleasen zu intragpezifisch
monomorphen aber interspezifisch variablen Fragmentmustern fiihrte (BROWN et al. 1996).
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In der Literatur waren Untersuchungen verschiedener proteinbiochemischer Marker im
Hinblick auf eine Speziexdifferenzierung beschrieben. Die beiden Arten S albus und
S plathorhynchus konnten nach der Analyse von 37 Allozymloci anhand der auftretenden
Alldfrequenzen nicht voneinander unterschieden werden PHELPS & ALLENDORF 1983).
Von drel untersuchten Allozymsystemen sowie der Blutplasmafraktion erwies sch in ener
Studie an funf Acipenserinae die Phosphoglucomutase ds Kandidatenmarker fir die
Spezies A. stellatus (JENNECKENS et al. 1998). Wahrend KIRPICNIKOV (1987) auf eine
strenge Spezifitét der Hamoglobinfraktionen der Arten A. gueldenstaedtii, A. nudiventris,
A. ruthenus, A. stellatus und H. huso hinwies, erwdhnten SOKoLoV & VASIL'Ev (1989a),
dass diese zwischen A. nudiventris und A. ruthenus identisch waren. Ferner zeigte
A. baerii an diessm Marker eine hohe interindividudle Heterogenitét (SokoLov &
VASIL'Ev 1989b). Bae der Auftrennung sakroplasmatischer Muskeproteine lief2en sch
zehn verschiedene Acipenseridae anhand von den in der DI SC-Elektrophorese erhatenen
Mugern in drel verschiedene Gruppen entelen (Kuz'MIN 1994). Dieses Verfahren
erlaubte die Zuordnung von Einzdindividuen zu einer Gruppe, wobel sSch die einzelnen
Gruppen aus folgenden Spezies zusammensatzten: Gruppe | - A. nudiventris, A. ruthenus,
A. stellatus, P. kaufmanni; Gruppe Il - A. baerii, A. gueldenstaedtii, A. schrenckii und
Gruppe I11 - H. dauricus, H. huso (Kuz’'MIN 1994).

ADKINSON et al. (1996) zeigten, dass gegen die schwere Kette des Immunoglobulin
(lgg von A. transmontanus erzeugte monoklonde Antikorper fir diese Spezies
hochspezifisch waren und nicht mit den Ig anderer Acipenseriformes kreuzreagierten.
Einem &hnlichen Ansatz gingen SUBBOTKIN & SUBBOTKINA (1998) zur Abgrenzung von
A. persicus gegen die funf Spezies A. baerii, A. gueldenstaedtii, A. nudiventris,
A. ruthenus und A. stellatus nach. In dieser Untersuchung fihrte die Verwendung von
Antikorpern, welche gegen die Serumabumine von A. persicus gerichtet waren, zu
unterschiedlichen Immunoe ektropherogrammen zwischen den Arten.
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25.3 I dentifizierung und Char akteriserung von Populationen

Das klasssche Vefaren zur Chaakteriserung von Populationen innerhab
verschiedener Fischspezies baserte auf der Verwendung von biochemischen Markern.
Populationen konnten dabel anhand der Allelfrequenzen polymorpher Loci differenziert
werden (Ubersicht bei KIRPICNIKOV 1987). So war bei den Eurasischen Spezies
A. baerii, A. gueldenstaedtii, A. stellatus und H. huso eine Differenzierung verschiedener
Populationen mittels biochemischer Marker maglich (SHUBINA et al. 1989, PIROGOVKII
1989, SokoLov & VASIL'EV 1989a, VLASENKO et al. 1989b). Dagegen gestaltete sich
eine Differenzierung von verschiedenen Populationen von A. nudiventris im Kaspischen
Meer schwierig (SokoLov & VASIL'EV 1989%b). Gleches gdt fur die amerikanische
Spezies P. spathula. Eine Untersuchung an 35 Enzymloci aus verschiedenen Geweben
emdglichte keine genetische Differenzierung zwischen den Populationen aus dem
Missssippi und Alabama CARLSON 1982). Duplizierte polymorphe Genloci (SLYN'KO
1976, NIKONOROV et al. 1986) und proteingpezifisch unterschiedliche Quartérstrukturen
(KIRPICNIKOV 1987) fuhrten inshesondere bei den Storgpezies mit 240 Chromosomen zu
komplexen Elektropherogrammen. Darlber hinaus wiesen verschiedene biochemische
Marker gewebespezifisch unterschiedliche Loci auf (KIRPICNIKOV 1987).

In jungeren Studien erfolgte die Untersuchung von Populationen verschiedener Spezies
innerhab der Acipenseridae anhand mitochondrider bzw. genomischer DNA.

Das mitochondriale Genom amerikanischer Acipenser besald eine aus RFLP-Daten
abgeleitete Grof3e zwischen 16,1 - 16,7 kb (BROWN et al. 1992a, BROWN et al. 1996).
Innerhdb der untersuchten Spezies konnte dabei en zum Tell erheblicher
Langenpolymorphismus des mitochondrilen DNA-Molekils auftreten, welcher aus der
unterschiedlichen Kopienzahl einer 78 - 82 bp langen Wiederholungseinheit innerhab der
Kontrollregion (D-loop) resultierte (BUROKER et al. 1990; BROWN et al. 1996). Zudem
konnte bel den Arten A.transmontanus, A. medirostris und der Subspezies
A. oxyrinchus desotoi ein beachtliches Ausma3 an mitochondrider Heteroplasmie in
RFLP-Analysen beobachtet werden (BUROKER et al. 1990, BROWN et al. 1992b,
MIRACLE & CAMPTON 1995, BROWN et al. 1996). BROWN et al. (1992b) befanden,
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dass dieses Phdnomen in A. transmontanus Uberwiegend eine Eigenschaft mitochondrider

Linien und weniger von Populationen war.

RFLP-Sudien unter Vewendung mitochondridler  DNA  waren fur die
Charakteriserung von Populationen innerhadb ener Spezies bidang ausnahmdos an
amerikanischen Storen durchgefiinrt worden. Es zeigte sich, dass nur eine geringe Anzahl
der verwendeten Redtriktionsendonukleasen zu polymorphen Fragmentmustern innerhab
verschiedener Spezies fihrten (BROWN et al. 1992a, FERGUSON et al. 1993, GUENETTE
et al. 1993, STABILE et al. 1996). Die interspezifische Sequenzdivergenz war zwischen
vier amerikanischen Storarten mindestens um ein Vierfaches grolier, ds die intraspezifische
(BROWN et al. 1996). Dieses Verfahren fand zudem Eingang in Populationsstudien. So
waren die Populationen von A. transmontanus aus dem Columbia und dem Fraser River
durch ggnifikant unterschiedliche Genotypfrequenzen charekterisert (BROWN et al.
1992a). Ebenso wiesen die beiden Subspezies der Art A. oxyrinchus dgnifikente
Unterschiede in den mitochondrialen Haplotypfrequenzen zwischen Regionen und sogar
verschiedenen Flissen auf BOWEN & AvVISE 1990, AvISE 1992, STABILE et al. 1996,
WALDMAN et al. 1996). Jene Autoren vermuteten, dass diese Beobachtungen in einer
hohen ,,homing fiddity* begrindet lag, welche zu enem aularst begrenzten Genfluss
zwischen den Populationen flhrte. Dagegen war die genetische Divergenz zwischen zwel
A. fulvescens-Populaionen aus verschiedenen Regionen nur gering (GUENETTE et al.
1993).

Die Spezies A. transmontanus wies in der mitochondriden Kontrollregion eine vier-
bis funffach hthere Nukleotidsubgtitutionsrate verglichen zu der gesamten mitochondriden
DNA auf BROWN et al. 1993). Aus diesem Grund waren BROWN et al. (1993) der
Angcht, dass diese hypervariable Region ds genetischer Marker fur Populationsstudien
verwendet werden konnte. Dagegen konnte diese Beobachtung weder bel A. fulvescens
(FERGUSON et al. 1993, FERGUSON & DUCKWORTH 1997) noch be A. oxyrinchus
desotoi (MIRACLE & CAMPTON 1995) bestétigt werden

Obwohl BIRSTEIN et al. (1998b) bel nur vier verschiedenen Individuen von A. sturio,
die aus dre unterschiedlichen Regionen stammten, Sequenzvergleiche an zwe partielen
Fragmenten des mitochondriden Cytochrom b angtellten, kamen se zu dem Schluss, dass
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die Tiere aufgrund intraspezifischer Sequenzdivergenzen verschiedenen Populationen
angehorten.

Weder RFLP-Andysen noch Sequenzvergleiche erlaubten eine Differenzierung
zwischen Populationen der Spezies A. fulvescens auf mitochondriader Ebene (FERGUSON &
DUCKWORTH 1997). Die Autoren schlugen aus diessem Grund eine Untersuchung
genomischer Mikrosatdliten-Loci fur die Charakteriserung von Populationen vor. Von 18
verwendeten Primerpaaren, die urspriinglich fir die Amplifikation von Mikrosatdliten-Loci
in den Arten Merlangius merlangus (Waeil¥isch), Gasterosteus aculeatus (Stichling) und
Gadus morhua (Dorsch) entwicket wurden, amplifizierten seben efolgreich be
verschiedenen Fischspezies, so auch bel A. fulvescens (RicO et al. 1996). MAY et al.
(1997) charakteriderten fur A. fulvescens df verschiedene solcher nuklegren Marker, die
zum Tel be weteren funf Arten der Gettung Acipenser sowie be zwel des Genus
Scaphirhynchus ~ Amplifiketionsprodukte  erbrachten. Bidang  waren  aber
Populationsstudien unter Verwendung von Mikrosatelliten-Loci bel Stéren nicht in der
Literatur beschrieben.
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3 Material und M ethoden
3.1 M aterial
311 Tiere

Die fur diese Arbeit zur Verfiigung stehenden Storspezies und Storhybriden, deren
Anzahl und Herkunftsort werden in der folgenden Tabelle beschrieben. Samtliches
Untersuchungsmaterid lag in Form von Blutproben vor.

Tab. 2 Herkunft und Probenumfang der Stérarten und -hybriden

Spezies bzw. Herkunftsort (Probenumfang)

K reuzung Al B Cc D B B G S
A. baerii - 50 60 - 2 13 - 125
A. gueldenstaedtii - - 60 - 22 10 19 91
A. naccarii - - - - 2 - - 2
A. persicus - - - - - - 4 4
A. ruthenus 10 - - - T 21 - 38
A. stellatus - - 3 # 20 15 42
H. huso - - - 50 22 16 4 72
P. spathula - - - - 22 - - 2
A. baerii X A. ruthenus - 60 - - - - - 60
H. huso x A. guel denstaedtii - - - 10 - - - 10
H. huso x A. ruthenus 10 - - - - - - 10
(H. huso x A. ruthenus) x - 10 - - - - - 10

A. gueldenstaedtii

Aquakultur, 2Wildfange, in Aquakultur gehdten, *Wildfange
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Schliissel der Herkunftsorte:

A Inditut fUr Binnenfischerei eV ., Potsdam-Sacrow, Jagerhof am Sacrower See,
D-14476 Grof3 Glienicke.

Fischanlage Blei, Dorfstr. 1a, D-14828 L ocktow.

Warmwasseranlage Boxberg, D-02943 Sprey.

Fischzucht Rhonfordlle, D-36093 K iinzdll-Dietershausen.
Techwirtschaftlicher Beigpiel shetrieb Wollershof, D-92721 Stérngtein.
Rybnikarstvi Hluboka as., CZ-37341 Hluboka nad Vltavou, CZ.

Kaspisches Meer im Astrachaner Gebiet, GUS.

@ T m o O W

Die Angabe Uber die jeweilige Spezies bzw. Kreuzung wurde bel den Proben, die aus
der Aquakultur stammten (A-F), vom Fachpersond nach bestem Wissen vor bzw.
wahrend der Blutprobennahme gegeben. Die Absicherung der  taxonomischen
Klassfikation der Wildfange (Herkunft G) efolgte durch Hern Dr. Debus, einem
Storexperten von der Universtdt Rostock, direkt vor Ort vor der Probenentnahme.

312 Storkaviar

Neben dem in Tabdle 2 aufgeflhrten Probenmaterid wurden zusitzlich dre
handelslibliche Storkaviar-Sorten untersucht. Hierbel handdte es sch um Beduga,
Ossetra- und Sevruga-Kaviar (Nordsee, Gaottingen), die von den Storspezies H. huso
(Beluga), A. gueldenstaedtii (Ossetra) und A. stellatus (Sevruga) ssammiten.

3.1.3 Puffer und Stammldsungen

Der Ubersicht halber werden die Zusammensetzungen dler verwendeten Puffer und
Stammlosungen in den entsprechenden Kapiteln der Sektion Methoden (Kap. 3.2ff)
aufgefiihrt. Das Ansetzen der Losungen fir den routinemddgen Gebrauch in der
Molekularbiologie erfolgte nach SAMBROOK et al. (1989).
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314 Chemikalien, Enzyme, Verbrauchsmaterial und Geréte

3141 Chemikalien

b -Nicotinamid-Adenindinucleotid
b -Ni cotinamid-Adenindinucl eotidphosphat
Tris(hydroxymethyl)aminomethan
Acrylamid-, Bisacrylamidlésungen
4-Methylumbe liferylacetat
7-Acetoxy-4-Methylcumarin
Aceton

Adenosin

Adenos ndiphogphat

Agar

Agarose

Ammoniumacetat
Ammoniumpersulfat

Borsaure

Bromphenolblau
Catyltrimethylammoniumbromid
Chloroform-Isoamylakohol
Coomassie-Blue G 250
Di-Natriumhydrogenphosphat
Dichlorophenol-Indophenal
DL-Lactat

dNTPs

Elektrophoresepuffer fir den ABI Prism 310
Essgsiure

Ethanol, 100%ig

Ethidiumbromid

Ethylendinitril otetraessigsiure

Boehringer Mannheim GmbH
Boehringer Mannheim GmbH
Biomol Feinchemikdien GmbH
Carl Roth GmbH + Co.
Sigma-Aldrich Chemie GmbH
Sgma-Aldrich Chemie GmbH
Merck KGaA

Boehringer Mannheim GmbH
Boehringer Mannheim GmbH
Difco Laboratories

Carl Roth GmbH + Co.
Sigma-Aldrich Chemie GmbH
SgmaAldrich Chemie GmbH
Merck KGaA

Merck KGaA

Merck KGaA

Merck KGaA

Merck KGaA

Merck KGaA

Merck KGaA

Merck KGaA

PE Applied Biosystems GmbH
PE Applied Biosystems GmbH
Carl Roth GmbH + Co.

Carl Roth GmbH + Co.
Merck KGaA

Merck KGaA
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Ethylendinitril otetraessi gséure Dinatriumsal z-

Dihydrat (Titriplex I11)
Fast Garnet GBC Sdlz
Formamid, ultrapur
Fructose-6-Phosphat
Gluconat-6-Phosphat
Glucose
Glucose-1,6-di-Phosphat
Glucose-1-Phosphat
Heparin-Natrium-25000-ratiopharm
HPLC-Wasser
| sopropanol
Kdium-Dihydrogenphosphat
Lithiumhydroxid
Magnesumchlorid-Hexahydrat
Maeinsaure

Molekulargewichtstandards

Methanol
N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin
Natrium-a -Glycerophosphat
Natrium-a -Naphthylphosphat
Natrium-Dihydrogenphosphat
Natriumacetat
Natriumcarbonat
Natriumchlorid

Natriumcyanid
Natriumdodecylsulfat
Natriumhydroxid
Natriumthiosulfat

Merck KGaA

Sigma-Aldrich Chemie GmbH
PE Applied Biosystems GmbH
Boehringer Mannheim GmbH
Boehringer Mannheim GmbH
Merck KGaA

Boehringer Mannheim GmbH
Boehringer Mannheim GmbH
Ratiopharm GmbH

Carl Roth GmbH + Co.
Merck KGaA

Merck KGaA

Merck KGaA

Merck KGaA

Merck KGaA
MBI-Fermentas
MWG-Biotech AG

PE Applied Biosystems GmbH
Merck KGaA

Serva Electrophoress GmbH
Merck KGaA

Sigma-Aldrich Chemie GmbH
Merck KGaA

Merck KGaA

SgmaAldrich Chemie GmbH
Merck KGaA

Merck KGaA

Merck KGaA

Merck KGaA

Sigma-Aldrich Chemie GmbH
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Oligonukleotide

Perchlorsaure

Performance Optimized Polymer 4 (POP4)
Performance Optimized Polymer 6 (POP6)
Phenazinmethosulfat
Phenol-Chloroform-1soamylakohol
Repellsilan

Sdzsaure, 25%ig

Sibernitrat

Sucrose

Template Suppresson Reagent
Thiazolylblau

Toronto-Stérke

Xylencyandl

Zitronensdure

3.14.2 Enzyme

BigDye RR Terminator Cyde Sequencing Kit

Glucose-6-Phosphatdehydrogenase
Hexokinase

Nukleosd-Phophorylase

Proteinase K

Restriktionsendonukleasen (EcoRI, Msel)
RNAse A

T4-DNA-Ligase

Tag-DNA-Polymerase

Xanthin-Oxidase

MWG-Biotech AG

OPERON Technologies Inc.
PE Applied Biosystems GmbH
Merck KGaA

PE Applied Biosystems GmbH
PE Applied Biosystems GmbH
Merck KGaA

Carl Roth GmbH + Co.

Huka Chemie AG

Merck KGaA

Sigma-Aldrich Chemie GmbH
Merck KGaA

PE Applied Biosystems GmbH
Biomol Feinchemikaien GmbH
Biomol Feinchemikaien GmbH
Merck KGaA

Merck KGaA

PE Applied Biosystems GmbH
Boehringer Mannheim GmbH
Boehringer Mannheim GmbH
Boehringer Mannheim GmbH
Merck KGaA

New England Biolabs GmbH

Pharmacia Biotech Europe GmbH

New England Biolabs GmbH
MBI-Fermentas GmbH
Stratagene GmbH

Boehringer Mannheim GmbH
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3143 Verbrauchsmaterial

Chelexd 100
Einma-Injektions-Kanulen, Sterican
Einmdsoritzen, 5ml
Einweghandschuhe

Kapillaren (41 und 63 cm)

Kleenex

Mikrozentrifugengefasse (0,5 ml; 1,5 ml)
Pipettenspitzen (10, 100, 1000 pl)
Probengefdl3, 5 ml (58 x 27 mm)
Probengefa3e (0,5 ml)

QIAEX Blood and Tissue Kit
QIAEX Il Gd Extraction Kit
QIAquick Gd Extraction Kit

Saran Wrap

Septen
Whatman-Papier, 3mm

3.144 Gerate

ABI Prism 310 Genetic Andyzer

Andoge Videoanlage

Autoklav

Biofuge A

Elektronische Analysenwaage 1602 MP 6

Elektronische Prézisonswaage U 4100 S

Horizon 58 Gelelektrophorese (BRL)

LiCor, Moddl 4200

LKB 2012 Maxiphor Submarine Electro-
phoresis Unit ECPS 3000/150

BioRad Laboratories GmbH
B. Braun Mdsungen AG

B. Braun Mdsungen AG
Gerétebau Ochs GmbH

PE Applied Biosystems GmbH
Gerétebau Ochs GmbH
Sarstedt AG + Co.

Carl Roth GmbH + Co.
Sarstedt AG + Co.

PE Applied Biosystems GmbH
QIAGEN GmbH

QIAGEN GmbH

QIAGEN GmbH

Carl Roth GmbH + Co.

PE Applied Biosystems GmbH
Schleicher & Schudl GmbH

PE Applied Biosystems GmbH
Intas GmbH

Schiitt Labortechnik GmbH
Heraeus Sepatech GmbH
Sartorius AG

Sartorius AG

Biometra GmbH
MWG-Biotech AG

Pharmacia Biotech Europe GmbH
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Magnetrihrer Ikamag Rec-G, beheizbar Schiitt Labortechnik GmbH
Mikrowel lenherd, Genius (Panasonic) Tronic Markt
Nahaufnahme-Kamera, CU - 5 Intas GmbH

pH-Meter Microprocessor, pH 535 Multical Schiitt Labortechnik GmbH
Photometer PMQ3 Zeiss Feinmechanik Optik Elektronic
Pipetten, Pipetman Abimed Andysen-Technik GmbH
Madtikrohrchen, 13 ml Sarstedt AG + Co.

Schiittel -Wasserbad (K 6ttermann) Schiitt Labortechnik GmbH
Sterilisator, Typ T 5110 E Heraeus Electronic GmbH

Thermocyder, Omnigene

MWG-Biotech AG

Tranglluminator, 302 nm Bachhofer Laboratoriumsgerédte
Trockenschrank Schiitt Labortechnik GmbH
UV-Aufleuchte Schiitt Labortechnik GmbH
Vertikal-Elektrophorese-System, Modell B Kriegesmann & Jansen Cons. GbR
Vertikal-Elektrophorese-System, Moddll SA Gibco Life Technologies GmbH
Videoprinter (Mitsubishi) Intas GmbH

Vortex Genie 2 Schiitt Labortechnik GmbH

3.2 Methoden

321 Sterilisationstechniken

Glaggefdl}e, Spate und Magnetrihrstdbchen wurden nach der Reinigung in der
Spllmaschine in enem Trockenschrank bel 60 °C getrocknet, anschlieleend mit
Aluminiumfolie abgedeckt bzw. in diee engewickdt und in enem Sterilisator fir
4-8 h ba 225 °C trocken derilisert. Glaspipetten wurden in einem Sammelbehdter aus
Aluminium ebenso  trocken deiliget.  Fur  Néhrmedien, Lésungen  und
Kunggoffmateridien efolgte die Seriliserung im Autoklaven fir 20 min be 121 °C und
einem Druck von einem Hektopasca. Nicht hitzebestandige Losungen wurden durch eine
Celluloseacetat-Membran mit einem Porendurchmesser von 0,22 um bzw. 045 pm
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derilfiltriert. Nicht autoklavierbares Materid wurde fur 10 min in 70%igem (v/v) Ethanol
gespult.

3.2.2 Blutprobengewinnung und -aufbereitung

Die Blutprobenentnahme erfolgte an den Herkunftsorten A-F an lebenden, betéubten
Storen mittels einer Herzpunktion. Hierzu wurden die Tiere einzeln aus dem jeweiligen
Behdtnis mit enem Kescher entnommen, mit dem Ricken auf eine mit Wasser
durchn&den Schaumstoffmatte plaziert und von zwei Personen fixiert. Eine dritte Person
fuhrte dann die Herzpunktion durch. Verwendet wurden hierfir 5ml Einmaspritzen
entweder 0,70 x 30 mm oder 0,90 x 40 mm Einma-Injektions-kantlen. Bel den
Wildfangen (Herkunftsort G) stammte das Blut entweder aus den Kiemen oder der
Schwanzvene (Vena cauda cranialis) (L. Debus, pers. Mitteilung). Das Probenvolumen
umfasste in Abhangigkeit von der Grole des Probanden zwischen 0,5 und 4 ml und wurde
in en nummeriertes 5 ml Probengefd3 Uberfiihrt, welches 10.000 IE Hepain ds
Antikoagulanz enthidt. Dadie zehn A. ruthenus-Individuen der Herkunft A ene zu geringe
Grofe besal3en, wurde diesen nur ca. 20 pl Blut enthommen. Bis zur weiteren Verarbeitung
wurden die Blutproben bel 4 °C verwahrt.

In dem ergten Aufbereitungsschritt wurden die Blutkdrperchen fir 5 min bel 1.500 x g
sedimentiert. Bis zu 1 ml Blutplasma wurde fir biochemische Untersuchungen in ein 1,5 ml
Reaktionsgefass tberfiihr, der restliche Uberstand verworfen. Nach einmaliger Waschung
des Sediments mit physiologischer Kochsazldsung (0,9 % (w/v) NaCl in ddH,O) erfolgte
die Aufteilung der Blutkorperchen auf zwel 1,5 ml Reaktionsgefd3e, von denen das eine fiir
biochemische Methoden und das andere fir die DNA-Isolierung verwendet wurde. Die
kurzfrisige Lagerung efolgte im Kihlschrank bei 4 °C, léngerfrisig wurde das
Probenmaterid bel -20 °C aufbewahrt. Eine Kennzeichnung der Resktionsgefalie
zusammengesetzt aus Art bzw. Kreuzung, fortlaufender Nummerierung innerhadb Art bzw.

Kreuzung sowie Herkunftsort sicherten deren Identifikation.
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323 Biochemische Unter suchungsmethoden

Im Rahmen dieser Arbeit wurden sowohl Allozymsysteme im Blutplasma und in den
Blutkdrperchen wie auch nichtenzymetische Proteine im Blutplasma auf ihre Eignung hin
untersucht, Arten und Arthybriden unterscheiden zu kénnen.

3231 Verwendete Trennmedien und Probenapplikation

Die geldektophoretische Trennung der Allozyme erfolgte entweder in Agarose- oder
Stérkegelen, Plasmaproteine wurden in Stirkegelen oder nativen Polyacrylamidgelen
aufgetrennt. Die fUr die Gedektrophorese notwendigen Puffer snd bei den jeweiligen
biochemischen Markern aufgeftinrt.

32311 Agarosegele

Die Auftrennung von Allozymen efolgte in 1%igen (w/iv) Agarossgden Als
Lésungsmedium wurden die fir den jeweils zu untersuchenden biochemischen Marker
vorberdteten Gelpuffer verwendet, deren Zusammensetzungen den folgenden Kapiteln
entnommen werden kdnnen. Die in der horizontden Elektrophorese eingesetzten Gele
wurden auf Glasplatten (300 x 220 x 4 mm) gegossen. Der Auftrag von Blutkorperchen
(10 pl) auf die Agarosegele erfolgte in zwel auf das Gd aufgd egte Applikationsstreifen. Der
erste war 6,5 cm und der zweite 155 cm pardle vom Gedrand der schmaen Gelsaite
entfernt. Nach einer zehnminUtigen Inkubationszeit bei Raumtemperatur zur Diffuson von
Molekilen in das Gd wurde das Uberschissge Probenmaterid mit enem
Filterpapiersreifen sowie die Applikationsstreifen entfernt und danach mit  der
geleektrophoretischen Auftrennung begonnen. Das Gel wurde hierfir mit der 6,5 cm vom
Gdrand entfernten Auftragsstelle zur Kathode hin ausgerichtet.
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32312 Stéarkegele

Nach dem Kochen der hydrolyserten Stérke (30 g) in 280 ml Allozym-spezifischen
Gedpuffer wurde das Gdl auf eine mit einem Rahmen versehene Glasplaite (300 x 220 x 4
mm) gegossen. Vor der Verwendung der Stérkegele wurden mit einem Kamm gleichzeltig
20 Taschen (7 mm breit) in die 300 mm breite Saite der Trennmatrix in einem Abstand von
5 cm vom unteren Gelrand pardld zur Langsachse gestanzt. In die Taschen erfolgte die
Applikation von 4 x 7 mm grofien Whatman 3-Filterpapierstiickchen, welche mit dem
Probenmaterial  (Blutkdrperchen oder -plasma) getrankt  waren.  In  der
Elektrophoresskammer wurde der lange Matrixabschnitt zur Anode hin ausgerichtet.

3.23.13 Native Polyacrylamidgele

Die Hedgdlung von in de horizontaen Elektrophorese  eingesetzten
Polyacrylamidgeen erfolgte in Anlehnung an GAHNE et al. (1977). Hierfir wurde zwischen
zwe 200 x 225 x 4 mm grof¥e, zuvor mit ddH,O gesauberten Glasplatten, ein an dre
Saiten geschlossener Gummirahmen (25 x 2 mm) ds Abgandhdter plaziert. Nach der
Fixierung der 0 ergelten Gielkivette mit Klemmen wurde zuerst eine 155 cm hohe
12%ige (w/v) Polyacrylamid-Gelschicht gegossen und mit 500 pl Isobutanol Gberschichtet.
Diee Polyacrylamid-Schicht war nach 15 min polymerisert. Das Isobutanol wurde
abgegossen und im Anschluss daran ene 4,5 cm hohe 4%ige (w/v) Polyacrylamid-
Gedschicht gegossen. Nach einer weiteren Stunde efolgte das Gieflen der letzten
Polyacrylamidschicht (8%ig, 2 cm hoch). Im Anschluss an deren Polymerisation, welche
30 min benttigte, wurden die Klammern, ene der beden Glasplaiten und der
Gummirshmen entfeent und das Ge in der endimensonden Polyacrylamid-
Gedektrophorese (1D-PAGE) zur Auftrennung der Albumine und Transferrine eingesetzt.
Fur die Probenapplikation wurden Filterpapierstiickchen (Whatman 3) von 7 X 4 mm in
das Plasma der zu untersuchenden Probe getaucht und auf einem Kamm gelegt. Mit dem
Kamm efolgte die Plazierung der getrénkten Filterpapierstiickchen ca 0,5 cm vor der
12%igen Gelschicht auf die 4%ige Gelschicht. Zur dekirophoretischen Diffusion der
Plasmaproteine wurde das Gel mit der 8%igen Polaycrylamid-Gelschicht zur Kathode hin
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auggerichtet und fir 20 min eine Stromatérke von 70 mA angdegt. Im Anschluss daran
wurden die Filterpapierstiickchen entfernt und mit der Auftrennung begonnen.

Gdpuffer: 05Val 0,75M Tris
0,5Vaol 0,05M Zitronensdure
1/250 Vol TEMED

Trennmatrix, 12%ig: 0,37 Vol 30%ige Acrylamid-, 0,8%ige Bisacrylamid-
l6sung
0,23 Vol ddH;O
0,25 Vol Gdpuffer
0,25Val 0,002%iges (w/v) Ammoniumpersulfat

Trennmatrix, 4%ig: 0,125 Vol 30%ige Acrylamid-, 0,8%ige Bisacryl-
amidosung
0,500 Vol ddH,O
0,125 Vol Gepuffer
0,250 Vol 0,002%iges (w/v) Ammoniumpersulfat

Trennmatrix, 8%ig: 0,250 Vol 30%ige Acrylamid-, 0,8%ige Bisacryl-
amidiésung
0,375 Vol ddH,O
0,125 Vol Gdpuffer
0,250 Vol 0,002%iges (w/v) Ammoniumpersulfat

3232 Unter suchte Allozymsysteme und Plasmapr oteine

Im Folgenden werden die Methoden fir die Evauierung der verschiedenen

Allozymsysteme und Plasmaproteine aufgefinrt.
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32321 Adenosindeaminase (ADA, E.C. 3.5.4.4)

Die Dagdlung der ADA aus Erythrozyten efolgte in Anlehnung an die von
KIRCHBERG & WENDT (1970) beschriebene Methode. Der Elektrodenpuffer wurde vor
der Geldektrophorese frisch angesetzt. Hierfir wurden 125 ml des ADA-Puffers A und
91 ml des ADA-Puffers B zusammengegeben, ad 2.000 ml mit ddH,O aufgeftllt und wies
einen pH-Wert von pH 6,5 auf. Fir die Herstellung des 1%igen (w/v) Agarosegels wurde
ene zehnfache Verdinnung des Elektrodenpuffers ds Gelpuffer verwendet. Nach der
Probenagpplikation erfolgte die eektrophoretische Auftrennung bel 10 V/em Gelange fur
45 min ba 10 °C. Im Anschluss an die Elektrophorese wurde die frisch angesetzte ADA-
spezifische Farbeldsung auf die Geloberflache gegeben. Die Inkubationsdauer betrug ca.
30 minbei 37 °C.

Puffer A: 0,5 M Kaium-Dihydrogenphosphat (KH,PO,)

Puffer B: 0,5 M Di-Natriumhydrogenphosphat (Na;HPO,)

ADA-Féarbd 6sung: zu 10 ml ener 25 mM KH,PO,-LGsung wurden
zugegeben:
15 mgAdenosn
25mgMTT
2,5mg PMS
0,5 U Xanthin-Oxidase
0,5 U Nukleosid-Phosphorylase

32322  Adenylatkinase (AK, E.C. 2.7.4.3)

Die Geédektrophorese erfolgte unter denselben Bedingungen, wie bei der ADA
beschrieben (dehe Kap. 3.23.21). Die Visudiderung dieses in den Erythrozyten
vorkommenden Allozyms geschah durch den Auftrag ener frisch angesetzten AK-
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spezifischen Farbel 6sung auf die Geloberflache und einer anschlief3enden Inkubation fur 0,5
Stunden bel 37 °C (KIRCHBERG & WENDT 1970).

AK-Férbe 6sung: zu 20 m ener 02 M TrisHCl-L6ésung (pH 7,4)
wurden zugegeben:
20 mg Glucose
100 mg MgCl
50 mg ADP
10 mg NADP
10mg MTT
2mg PMS
37,5 U Hexokinase
1,5 U Glucose-6-Phosphatdehydrogenase

3.2.3.2.3 Albumine (ALB) und Tranderrine (TF)

Fur die Auftrennung in der 1D-PAGE und Férbung der im Blutplasma enthatenen
Albumine und Transferrine wurde ein Protokoll von GAHNE et al. (1977) in modifizierter
Form verwendet. Vor der eektrophoretischen Diffuson erfolgte die Zugabe von 200 pl
ener 1%igen (w/v) Bromphenolblau-L6sung zu dem Kathodenpuffer zur Kennzeichnung
der Laufdrecke. Die eektrophoretische Auftrennung efolgte be 4 °C und ener
Stromsatérke von 70 mA. Die Elektrophoresedauer betrug insgesamt 3,5 Stunden. Der
12%ige Polyacrylamid-Gelteil wurde anschlief3end fur 20 min in der Farbel Gsung inkubiert.
Dem schlossen sich drel Waschschritte @ 1 min in ddH,O an. Die Entfarbung des Gds
erfolgte in 5%iger (v/v) Essgsaure Uber Nacht. Die Auswertung konnte am néchsten Tag
erfolgen.

Elektrodenpuifer: 0,0650 M Tris
0,0325 M Borsaure
pH 5,6
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Férbe 6sung: 0,02% (w/v) Coomassie-Blue G 250
3,50% (v/v) Perchlorsdure

32324 Alkalische Phosphatase (AKP, E.C. 3.1.3.1)

Die Untersuchung der dkaischen Phosphatase aus Blutplasma wurde bis auf die
Féarbung, welche in Anlehnung an GAHNE (1963) erfolgte, nach einem urspringlich fur die
Carboanhydrase (CA) entwickelten Protokoll (KLOSTER et al. 1970) durchgefhrt. Fir die
Hergtellung von 12%igen (w/v) Stérke- oder 1%igen (w/v) Agarosegelen wurde AKP-
Gepuffer verwendet. Die Elektrophorese fand be einer konstanten Spannung von 10 V/em
Gdlange fur 3,5 Stunden bel 10 °C unter Einsatz des AKP-Elektrodenpuffers statt. Im
Anschluss an die eektrophoretische Auftrennung wurde das Gd fur 1,5 Stunden in der
AKP-Farbeldsung inkubiert und danach bis zur vollgdndigen Entfarbung des Gels in
CA/AKP-Entféarber inkubiert.

CA/AKP-Gdpuffer: 0,079 M Tris
0,007 M Zitronensaure
pH 8,5

CA/AKP-Elektrodenpuffer: 0,060 M Lithiumhydroxid
0,229 M Borsaure
pH 8,5

AKP-Férbe 6sung: 50 ml 0,1 M Tris-HCI Puffer (pH 8,6)
2,5ml 0,8 M Magnesumchlorid-HexahydratlGsung
4  ml 1%iges (w/v) Natrium-a -Naphthylphosphat
0,1 g Fast Garnet GBC Saz

CA/AKP-Entfarber: 45:55: 1 Methanol-Wasser-Essigsdure
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32325 Carboanhydrase (CA, E.C.4.2.1.1)

Die Dargtdlung der CA aus dem Blutplasma erfolgte nach KLOSTER et al. (1970) und
glich bis auf die Farbung der unter Kapitel 3.2.3.2.4 beschriebenen Vorgehensweise. Fir
die Fabung wurden 125 ml CA-Farbdésung mit dem gleichen Volumen absoluten
Methanol frisch vermischt. Die Hélfte der Lésung wurde dann auf das Gel gegeben, der
verbliebene Rest wurde mit 3 ml 2%iges (w/v) a-Naphthylacetat gelost in 50%igem (vv)
Aceton sowie 100 mg Fast Blue B-Sdz gemischt und ebenfdls aufgetragen. Die
Inkubationsdauer betrug 1,5 Stunden bei 37 °C.

CA-Farbel 6sung: 0,2M Tris
0,2 M Maeinsaure
pH 7,0

32326 Diaphorase (DIA, E.C. 1.6.9.1)

Die in den Erythrozyten enthatene DIA wurde nach der Methode von TARIVERDIAN
et al. (1970) dargestdlt. Als Trennmatrix diente en 1%iges (w/v) Agarosegel, welches
unter Verwendung von DIA-Gelpuffer hergestdlt wurde. Nach dem Probenauftrag Uber
den Applikationsstreifen erfolgte die Elektrophorese mit DIA-Elektrophoresepuffer bei
einer angdegten Spannung von 25 V/em Gelange, 4 °C fir eine Stunde. Der Auftrennung
schloss sich dann eine Inkubation in DIA-Férbepuffer fir eine Stunde bel 37 °C an.

DIA-Elektrodenpuffer: 0,42 M Tris
0,07 M Zitronensdure
pH 8,6
DIA-Gédpuffer: 0,050 M Tris

0,015 M Zitronensaure
pH 7,2
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DIA-Féarbe 6sung: zu 30 ml ener 025 M TrisHCI-Losung (pH 8,5)
werden gegeben
0,3gAgar
2 ml NADH-L6sung (5 mg NADH/mI)
2 ml MTT-L6sung (35 mg MTT/ml)
0,5 ml DCIP-L6sung (2,25 mg DCIP/ml)

3.23.2.7 Esterase-D (EST-D, E.C. 3.1.1.1)

In Anlehnung an die Methode von BOYER (1961) erfolgte die Darstellung der in den
Erythrozyten enthdtenen EST-D. Fir die Hergtdlung der 1%igen (w/v) Agarosemetrix
wurde en funfzehnfach verdinnter Elektrodenpuffer ds Gedpuffer eingesstzt. Die
Auftrennung der EST-D geschah fur 1,5 h bet 10 °C mit 10 V/em Gellange. Im Anschluss
an die Elektrophorese efolgte der Auftrag der spezifischen Farbelosung auf die
Geloberfléche. Nach 15 min konnte dieses Allozym unter UV-Licht visudisert werden.

Elektrodenpuffer: 0,25 M Tris
0,06 M Zitronenséure
pH 8,0

EST-D-Farbel6sung: zu 10 ml ener 003 M TrisHCI-Lésung (pH 8,0)
wurden gegeben

5 mg 4-Mehylumbdliferylacetat (gdos in 50
Aceton)

32328 a -Glycer ophosphatdehydrogenase (a-GPDH, E.C. 1.1.1.8)

Dieim Blutplasma enthatene a -GPDH wurde nach der bel SHAW & PRASAD (1970)
beschriebenen Methode in einem 1%igem (w/v) Agarosegd unter Verwendung der unten
angegebenen Puffer untersucht. Die dekirophoretische Auftrennung fand bei 10 V/cm
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Gdlange und 10 °C fur 1,5 Stunden gatt. Fir die Visudiserung dieses Allozyms wurde
eine spezifische Farbelbsung verwendet, in welcher das Ge fur eine Stunde bei 37 °C

inkubiert wurde.
a-GPDH-Gdpuffer: 50 mM Tris
75 mM Borsaure
1,5mM Titriplex 111
pH 7,7

a -GPDH-Elektrodenpuffer: 05M Tris
0,5M Borsaure
15 mM Titriplex I
pH 7,7

a-GPDH-Farbel 6sung: 10 ml 0,5 M TrisHCI-Puffer (pH 7,1)
5ml 1 M Natrium-a -Glycerophosphat (pH 7,0)
2ml 0,1 M Natriumcyanid
15 mg NAD
8mgMTT
1 mg PMS

3.2.3.29 Glucosephosphatisomerase (GPI, E.C. 5.3.1.9)

Fir die Dargtdlung der in den Erythrozyten lokaiserte GPl wurde die bei ANDRESEN
(1970) beschriebene Vorgehensweise modifiziert. Die verwendeten Puffer entsprachen den
bel der EST-D beschriebenen (sehe Kap. 3.2.3.2.7). Gleiches gdt fiur die Auftrennung.
Fur die Farbung fand ein GPI-spezifischer Farbepuffer Verwendung. Dieser wurde auf die
Geloberfl&che aufgetragen und fir 45 min bel 37 °C inkubiert.
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GPI-Farbepuffer: in 20 ml enes 003 M TrisHCI-Puffers (pH 8,0)
wurden gelost
10 mg Fructose-6-Phosphat
10 mg Gluconat-6-Phosphat
10 mg NADP
10mg MTT
3 U Glucose-6-Phosphat-Dehydrogenase
5 mg 7-Acetoxy-4-Methylcumarin (gdost in 100 pl
Aceton)

3.2.3.2.10 L aktatdehydrogenase (LDH, E.C. 1.1.1.27)

Fur die Dargellung der LDH aus den Erythrozyten kamen diesdben Puffer wie bel der
a-GPDH in Kagp. 32328 bexhrieben zum Einsatz. Im Anschluss an die
elektrophoretische Auftrennung bet 300 V und 10 °C fir 1,5 Stunden efolgte die
Viaudigerung in Anlehnung an SHAW & PRASAD (1970). Vor der Farbung mufite das Gel
in 0,2 M TrisHCI (pH 8,0) fir 10 min abgepuffert werden. Danach wurde der Puffer
dekantiert und die Farbelsung auf das Gel aufgetragen, dem ene eingttindige Inkubation
bel 37 °C folgte.

L DH-Farbe 6sung: 20 ml DL-Laktat-L6sung
2mg NAD
5mgMTT
5mg PMS
DL-Laktat-L6sung: 0,20 M Tris

0,33 M DL-L aktat
pH 7,0
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323211 Phosphoglucomutase (PGM, E.C. 2.7.5.1)

Mit leichten Modifikationen wurde das bei  SPENCER et al. (1964) beschriebene
Verfahren fir die Dargdlung der in den Erythrozyten lokdiserten PGM verwendet. Die
Hergdlung des 1%igen (w/iv) Agaosegds efolgte mit  zehnfach  verdinntem
Elektrodenpuffer, wobe mit 1 M Maensdure der pH 7,45 eingestdlt wurde. Die
Elektrophorese wurde fir 2 h be 35 V/cm Gelange und 10 °C durchgefihrt. Im
Anschluss wurde eine Inkubation mit PGM-Farbepuffer bei 37 °C fir 45 min durchgefihrt.

Elektrodenpuffer 0,120 M Tris
0,100 M Maeinséure
0,010 M EDTA
0,035 M MgCl,
ad pH 7,9 mit 1 N NaOH

PGM-Féarbepuffer: in 20 m enes 0,03 M TrisHCI-Puffers (pH 8,0)

wurden gelost
100 mg Glucose-1-Phosphat
100 mg MgCh

10 mg NADP

10mgMTT

1 mg PMS

0,1 mg Glucose-1,6-Di-Phosphat
3,5 U Glucose-6-Phosphatdehydrogenase

3.23.212 6-Phosphogluconat-Dehydrogenase (6PGD, E.C. 1.1.1.43)

Die in den Erythrozyten enthdtene 6PGD wurde nach dem bei TARIVERDIAN et al.
(1971) beschriebenen Vefdren dargestelt. Das 1%ige (w/v) Agarosegd wurde mit
zwanzigfach verdiinntem Elektrodenpuffer angesetzt. Die Auftrennung erfolgte bel 10 V/cm
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Gdlangefir 1,5 h und 10 °C. Danach erfolgte die Applikation des 6PGD-Farbepuffers auf
die Geloberflache, der sich eine Inkubation bel 37 °C fr 45 min anschloss,

Farbepuffer: 0,125 M Tris-HCI (pH 7,5)
0,040 M MgCh,
20 mg Gluconat-6-Phosphat
2mg NADP
AmgMTT
1 mg PMS

Elektrodenpuffer: 0,09 M Natrium-Dihydrogenphosphat
0,09 M Di-Natriumhydrogenphosphat

3.24 Molekular biologische M ethoden

3241 I solierung von Nukleinsduren

Veschiedene Techniken wurden fur die Isolierung genomischer DNA  aus
unterschiedlichen Geweben und DNA-Fragmenten aus Agarosegelen angewendet.

32411 | solierung von DNA aus Blut durch Aussalzung

Fir die Isolierung von DNA aus Blut bzw. der angereicherten Fraktion der
Blutkorperchen (sehe Kap. 3.2.2) wurde ein von WINK & WEHRLE (1994) beschriebenes
Protokall leicht modifiziert verwendet.

Fur die Prdparation wurden 0,1 bis 0,5 ml von der angereicherten Fraktion der
Blutkdrperchen in 5 ml Isolierungspuffer gegeben und kréftig geschiittelt. Danach erfolgte
die Zugabe von 50 pl Proteinase K-Stammlésung und 0,3 ml einer 20%igen (w/iv) SDS
Lésung. Dem nachfolgenden Mischen schloss sich eine Inkubation bel 37 °C Uber Nacht
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an. Am néchgten Tag wurden 3 ml einer geséttigten NaCl-Losung addiert, das Gemisch
kréftig geschiittelt und die Proteine bei 4.000 x g fur 10 min sedimentiert. Der Uberstand
wurde in en neues Reaktionsgefa’ UberfUhrt und mit zwel Volumen 100%igem Ethanol
versetzt. Bel den Proben der Herkunftsorte A bis F wurde die DNA mit einem Glashaken
aus der LOsung gezogen, in 70%igem (v/v) Ethanol gewaschen, 1 min getrocknet und
anschlief¥end in 500 I Losungspuffer tberfihrt und Uber Nacht gel6st. Bei den Proben der
Herkunft G erfolgte die Prézipitierung der DNA bel 7.500 x g fur 20 min, da kein DNA-
Knéud dchtbar war. Das Pdlet wurde mit 70%igem (v/v) Ethanol gesplilt, 10 min
luftgetrocknet und anschlief3end in 100 il Lésungspuffer aufgenommen.

|solierungspuffer: 25mM EDTA
75 mM NaCl
10 mM Tris
pH 7,5
Autoklavierung der LGsung

Proteinase K-Stammlosung: 20 mg/ml ddH,O
Aliquotierung und Aufbewahrung bei -20 °C

SDS-LAsung, 20%ig (W/v): 20 g Natriumdodecylsulfat wurden in 90 ml ddH;O
be 68 °C gdo6st, der pH-Wert 7,2 mit konzentrierter
HCl eingestellt und ad 200 ml mit ddH,O aufgefillt.

NaCl-LGsung, geséttig: 360 g NaCl in 800 ml ddH,O lésen
ad 1| Endvolumen mit ddH,O auffillen
Autoklavierung

L dsungspuffer: 10 mM Tris
pH 8,0

Autoklavierung
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3.24.1.2 Freisetzung von DNA aus Blut mittels CheleX® 100

Wegen der sehr geringen Probenmenge von den zehn Individuen der Stérspezies
A. ruthenus aus der Herkunft A erfolgte eine Freisetzung der genomischen DNA fir PCR-
Anwendungen mittels Cheed 100 (WALSH et al. 1991). Hierzu wurde 1 ml ddH,O zu
3-10 pl Probenmaterid gegeben und gemischt. Nach einer Inkubation bei Raumtemperatur
fur 30 min, wahrend der die Probe ab und an geschwenkt wurde, efolgte eine
Sedimentierung durch Zentrifugation firr 3 min bei 15.000 x g. Der Uberstand wurde bis auf
enen Rex von ca 20 ul verworfen, die Probe anschlielfend mit einer 5%igen (wiv)
Chdlex-Losung auf ein Volumen von 200 pl gebracht. Einer Inkubation bei 56 °C fir
30 min folgte ene kréftige Durchmischung der Losung sowie eine nachfolgenden Inkubation
bel 100 °C fur 8 min. Vor dem Einsatz der mittels Chelex freigesetzten DNA ds Template
in der PCR wurde die Probe ca. 10 sec kréftig geschiittet, 3 min ba 15.000 x g
zentrifugiert und 1 pl des Uberstandes fir die Amplifikation verwendet.

3.24.1.3 | solierung von DNA aus Kaviar

Die DNA-Isolierung aus Kaviar erfolgte in Anlehnung an MOLLER et al. (1992). Fur
die Prparation wurden ca 3 mg Kaviar in einem Moérser unter Zugabe von flissigem
Stickstoff mechanisch aufgeschlossen. Das derart verarbeitete Probenmaterid  wurde
danach in 7,5 ml TES-Puffer aufgenommen, mit 75 pl Proteinase K-Stammlésung versetzt
und ene Stunde bei 55 °C inkubiert. Der Ansatz wurde wahrend der Inkubation
gelegentlich vorsichtig geschwenkt und anschlief3end in ein 65 °C Wasserbad Uberfihrt. Es
wurden 2,1 ml einer 5 M NaCl-L6sung sowie 975 pl einer 10%igen (w/v) CTAB-L6sung
zugegeben. Beide Losungen waren zuvor ebenfdls auf 65 °C temperiert worden. Nach
ene 10 mindtigen Inkubation wurde der Ansatz mit 10 ml Chloroform-lsoamylakohol
(24:1) vermischt und fir 30 min auf Eis inkubiert. Eine Phasentrennung und somit die
Extraktion der komplexierten Proteine und Polysaccharide geschah durch eine zehnminitige
Zentrifugation bei 15000 x g Der wissige Uberstand wurde in eine neues
Zentrifugengefa Uberfuhrt, mit 3.375 yl einer 5M Ammoniumeacetat-L 6sung versetzt und
mindestens 1 h bel 0 °C inkubiert. Im Anschluss erfolgte die Préazipitierung verbliebener
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Verunreinigungen durch Zentrifugation (15.000 x g, 4 °C, 10 min). Der wéssrige Uberstand
wurde wiederum in ein neues Gefd tberfiihrt und RNA durch die Zugabe von 45 pl ener
RNAse A-Stammlosung fir 1 h be 37 °C verdaut. Einer anschlielenden Reinigung mit
10 ml Phenol-Chloroform-lsoamylakohol (25:24:1) zur Entfernung des Enzyms folgte en
letzter Extraktionsschritt des wassrigen Uberstandes mit 10 ml Chloroform-Isoamylakohol
(24:1). Schliedich wurde die DNA durch Zugabe von 0,55 Volumen Isopropanol gefdlt
und durch Zentrifugation bei 15.000 x g fur 15 min sedimentiert. Das verbliebene Pellet
wurde mit 70%igem (viv) Ethanol gesplilt, luftgetrocknet und in 50 pl Losungspuffer
resuspendiert.

TES-Puffer: 100 mM Tris
10mM EDTA
2 % (wiv) SDS
pH 8,0

CTAB-L6sung: 10 % (w/iv) CTAB
0,7 M NaCl
10 mM Tris
1 mM EDTA
pH 7,6

RNAse A-Stammlésung: 10 mg RNAs A wurden in 1 ml 0,01 M Natrium-
acetat (pH 5,2) gelost, 15 min be 100 °C inkubiert und
anschliel¥end 0,1 Volumen 1 M Tris (pH 7,4) zugegeben.
Aliquots wurden bel -20 °C gelagert.

3.24.14 I solierung von DNA-Fragmenten aus Agar osegelen

Die Isolierung von in der PCR amplifizieten DNA-Fragmenten erfolgte nach der
elektrophoretischen Auftrennung aus Agarosegelen mit dem QIAEX 11 Gd Extraction Kit
oder mit dem QIAquick Gel Extraction Kit nach Anleitung des Hergellers.
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QIAEX Il Gel Extraction
Nach der dekirophoretischen Auftrennung der DNA im maxima 2%igen (W/V),
Ethidiumbromid-hatigen Agarosegd wurde das gewiinschte Fragment aus dem Gd mit

einem Skapdl, das zuvor mit 70%igem (v/v) Ethanol gestubert wurde, herausgeschnitten
und in en 15 ml Resktionggefd’ Uberfihrt. Das Gewicht des Gestlickchens wurde
bestimmt und pro mg Gd wurden dre Volumen (ul) des Puffers QX1 addiert. Im
Anschluss an die Zugabe von 10 ul zuvor gut durchgemischter QIAEX 11-Silikatpartikel
efolgte ene zehnminltige Inkubation bl 50 °C. Um ene hohe Extraktionseffizienz zu
erreichen, wurde durch kréftiges Schitteln der Lésung im zetlichen Abstand von jewells
2mn ene Sedimentierung der DNA-bindenden Slikatpartikel unterbunden. Der
Inkubation schloss sich eine Sedimentierung der Partikel bei 15.000 x g fur 30 sec an. Das
Pellet wurde danach mit 500 pl des Puffers QX1 sowie zweima mit je 500 pl des Puffers
PE gewaschen und fur 10 bis 15 min luftgetrocknet. Danach wurde esin 20 pul HPLC-H,O
aufgenommen und 5 min be Raumtemperaur inkubiert, wobe auch hier die
Sedimentierung der Silikatpartikel durch zeitweiliges Schiitteln unterbunden wurde. Durch
ene Zentrifugation (15.000 x g, 30 sec) wurden die Silikatpartikel sedimentiert und der
DNA-haltige wassrige Uberstand in ein neues ReaktionsgefaR tberfiihrt.

OlAquick Gel Extraction

Das gewiinschte DNA-Fragment wurde nach der e ektrophoretischen Auftrennung aus
maxima 2%igen (w/v) Agarosegd mit einem Skdpdl ausgeschnitten, in en 1,5 ml
Reaktionsgefd? Uberfihrt und gewogen. Anschliel}end erfolgte die Zugabe von dre
Volumen des Puffers QG zu einem Gdvolumen. Das Gelvolumen wurde dabel aus dem
Gewicht abgeleitet (z.B. 100 mg Gel » 100 pl). Dem folgte eine Inkubation des Ansatzes
bei 50 °C fur 10 min, eine vollstdndige Durchmischung wurde durch regemaldiges Schiitteln
Im Abstand von zwe bis dre Minuten gewéhrlestet. Nachdem das Gd aufgdost war,
erfolgte die Zugabe von einem Gelvolumen an absolutem Isopropanol. Das Gemisch wurde
in eine QIAquick-Saule Uberfihrt, die sch in enem 2 ml Kollektionsgef&l? befand. Nach
der Zentrifugation bel 15.000 x g fur 1 min erfolgte nochmas ein Waschschritt mit 500
Puffer QG unter Verwendung eines neuen Kollektionsgefélies. Im Anschluss daran wurde
die Saule mit 750 pl Puffer PE aufgeflllt und der Ansatz fir 5 min be Raumtemperatur
inkubiert. Zwel Zentrifugationsschritte fir 1 min be 15.000 x g, bel denen jewells neue
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Kollektionsgefde zum Einsatz kamen, sorgten fur die vollsandige Entfernung des
Waschpuffers. Die Sdule wurde dann in ein beschriftetes 1,5 ml Resktionsgefél3 tberfihrt,
30 pl HPLC-H,O zugegeben und bei 50 °C fur 1 min inkubiert. Die derart aus dem Gd
isolierte und gereinigte DNA wurde in enem letzten Zentrifugationsschritt bei 15.000 x g fir
1 min von der S&ule in das Reaktionsgefd? Uberfihrt.

3.24.2 Reinigung und Fallung von Nukleinsauren

Die hier aufgefUhrten Methoden kamen nur dann zum Einsatz, wenn das
auschliefdiche Vorhandensain des (der) DNA-Fragments (-Fragmente) gesichert war.
Traten neben dem (den) gewlnschten DNA-Fragment(en) zusétzlich unspezifische
Produkte auf, wurde eine DNA-Isolierung durchgefiihrt (Sehe Kap. 3.2.4.1.4).

32421 Reinigung mittels Anionenaustauschchromatographie

FUr die Reinigung von PCR-Fragmenten aus Agarosegelen wurde der QIAquick Gel
Extraction Kit eingesetzt. Die Vorgehensweise hierfir erfolgte nach der Vorschrift des
Herstdlers,

Fur die Renigung von PCR-Produkten wie auch enzymatisch modifizierten
Nukleinsduren wurde der QIAquick PCR Purification Kit eingesetzt. Die Vorgehensveise
hierfir erfolgte anhand des Handbuchs vom Herstdller.

Funf Volumen des Puffers PB wurden zu enem Volumen des Resktionsansaizes
gegeben, beide Losungen gemischt und in eine Saule gegeben, welche ene slikathdtige
Membran zur DNA-Bindung enthdt. Die Sdule wurde in ein 2 ml Kollektionsgef&l3 plaziert
und 1 min bel 15.000 x g zentrifugiert. Der Durchfluss wurde verworfen und die an die
dlikathadtige Membran gebundene DNA mit 0,75 ml Puffer PE gewaschen. Nach der
Zugabe von 30 yl Loésungspuffer und einer einminitigen Inkubation bel Raumtemperatur
erfolgte die Elution der DNA durch Zentrifugation (15.000 x g, 1 min) in en 1,5 ml
Reaktionsgefdl.



43 MATERIAL UND METHODEN

3.24.22 DNA-Féllung mittels Natriumacetat und Ethanol

Fur die Natriumacetat-Ethanol-Falung wurde zu der DNA-hdtigen Ldsung en
Zehntd ihres Volumens einer 3M Natriumacetat-L 6sung (pH 4,6) sowie 2,5 Volumen an
absolutem Ethanol gegeben. Lag das Ausgangsvolumen der DNA-hdtigen Ldsung unter
100 pl, so wurde dieses zuvor mit ddH,0 ad 100 pl aufgeftllt. Nach der Vermischung des
Ansatzes efolgte eine Inkubation fir 15 min ba Raumtemperaiur, der sch ene
Zentrifugation bal 15.000 x g fur 15 min anschloss. Das Pdlet wurde danach mit 300 pl
70%igem (v/v) Ethanol gewaschen, luftgetrocknet und in der gewilnschten Menge an

L ésungspuffer aufgenommen.

Natriumacetat-L 6sung: 3 M Natriumacetat
Eingtellen des pH-Wertes 4,6 mit Essigsiure
Autoklavierung

3.24.3 Konzentrationsbestimmung von DNA

Die DNA-Konzentration der Losungen, die eine relaiv hohe Menge an DNA
enthielten, wurden photometrisch gemessen. Die photometrische Andyse erfolgte mit zwei
Quarzglasklivetten, von denen eine ds Referenzwert diente und nur ddH,O enthidlt. In der
anderen befand sch die zu untersuchende, in ddH,O verdinnte DNA. Eine Messung
efolgte be den drel Extinktionswerten 260 nm, 280 nm und 320 nm. Aus der Licht-
Absorbtion einer DNA-LGsung bel 260 nm konnte die DNA-Konzentration in der Losung
berechnet werden, wobe eine optische Dichte (OD) von 1 einer Konzentration von
50ug/ml doppelstrangiger DNA entsprach. Anhand des aus den Extinktionswerten bei
260 nm und 280 nm errechneten Quotienten konnte der Reinheitsgrad der DNA
hingchtlich mdglicher Verunreinigungen durch Proteine ermittelt werden. Reine DNA wies
enen Quotienten von 1,8 auf (SAMBROOK et al. 1989). Demgegeniber konnten
Verunrenigungen mit Sazen bal 320 nm festgestd It werden.

Lag die DNA hingegen in geringer Menge in einem kleinen VVolumen vor, so wurde
ihre Konzentration durch Ethidiumbromid-Fluoreszenz im Agarosegel im Vergleich zu dem
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Molekulargewichtstandard | DNA/Hindlll be nur sehr geringem Probeneinsaiz (1 pl)
ermittelt. Da von dem Molekulargewichtstandard eine definierte Menge an DNA (0,5 pg)
aufgetragen wurde, konnte jedes seiner eektrophoretisch aufgetrennten Fragmente
quantifiziert werden. Somit war es moglich, die DNA-Menge der zu untersuchenden Probe
unter UV-Licht hindchtlich ihrer visudl ermittdten Huoreszenz im Verglech zu den
Fragmenten des Molekulargewichtstandards abzuschétzen.

3244 Elektrophor etische Trennung von DNA

Die dektrophoretische Trennung von DNA efolgle in Agarosegeen,
Polyacrylamidgelen oder bei Verwendung des Sequenzierautomaten ABI Prism 310 in
viskosen Polymeren innerhdb ener Kapillare. Fir die Agarose- und Polyacrylamid-
Gedeektrophorese wurde 1 x TBE ds Laufpuffer verwendet, der aus ener finffach
konzentrierten Stammlésung hergestellt wurde. Die gleiche Endkonzentration an TBE war
auch in der jewelligen Trennmatrix enthalten. Fir den Sequenzierautomaten ABI Prism 310
wurde hingegen ein kommerzidl erhdtlicher, zehnfach konzentrierter Elektrophoresepuffer,
der die Komponenten EDTA und Ethylendiamin-Tetraessgséure ohne néher spezifizierte
K onzentrationsangaben enthidlt, in Form einer zehnfachen Verdiinnung engesetzt.

In den Fdlen, in denen ene Abschdzung der Fragmentlangen von der
elektrophoretisch aufgetrennten DNA notwendig war, wurden in Abhangigkeit von der
(den) Fragmentldnge(n) verschiedene DNA  Molekulargewichtstandards  eingesetzt.
Ausgenommen hiervon waren native Polyacrylamidgde und Sequenzierungen. Auf die
ezidle Verwendung der einzelnen Molekulargewichtstandards wird in den nachfolgenden

Kapiteln hingewiesen.
5 x TBE-Puffer-Stamml sung: 445 mM Tris
445 mM Borsaure
10 mM EDTA
pH 8,0

Autoklavierung
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32441 Agarose-Gelelektrophorese

Die Wah! der Agarosekonzentration richtete sich nach der zu erwartenden Grofe der
DNA-Fragmente sowie nach dem Anwendungsbereich. Anadytische Gele wiesen
Agarosekonzentrationen von 1 %, 1,4 % und 2 % (w/v) in 1 x TBE auf, priparative Gele
zur Isolierung von DNA-Fragmenten enthielten entweder 1 % oder 1,4 % (w/v) Agarose
gel6ég in 1 x TBE. Fir ene Visudiserung der DNA-Fragmente unter UV-Licht (302 nm)
wurde Ethidiumbromid nach der vollgandigen Losung der Agarose, die in @nem
Mikrowe lenherd geschah, direkt in das Gel (0,5 pg/ml) gegeben.

Fir den Auftrag auf das Ge wurden maxima 20 pl der DNA-hdtigen Losung mit
einem Funftd Ladungspuffer versetzt. Die Auftrennung der DNA-Fragmente erfolgte durch
ene horizontale Geldekirophorese in 1 x TBE Puffer ba 35 V/em Gdlange. Die
Trenndauer richtete dch nach der Agarosskonzentration des jewelligen Ges in
Abhéngigkeit von einer optimalen Auflésung. So wurden z.B. durch das Verfahren der
Random Amplified Polymorphic DNA (RAPD) generierte DNA-Fragmente in 1,4%igen
(w/v) Agarosegelen bal 3 VV/em Gellange fir 6 h dektrophoretisch getrennt.

Ladungspuffer: 33,0 % (w/v) Sucrose
0,2 % (w/v) Bromphenolblau
gel6dt in 5 x TBE-Puffer-Stamml Gsung

3.24.4.2 Native Polyacrylamid-Geleektrophor ese

Die native Polyacrylamid-Geedektrophorese wurde fur Untersuchungen von DNA-
Polymorphismen zwischen verschiedenen DNA-Fragmenten gleicher Lénge verwendet.
Diesesvon ORITA et al. (1989) beschriebene Verfahren baserte auf sequenzabhéngigen
Konformationsunterschieden von DNA-Einzdstrangen (Single Strand Conformation
Polymorphism, SSCP).

Im Rahmen diessr Arbat wurden 15%ige Trenngde, welche Acrylamid und
Bisacrylamid im Verhdtnis 37,5 : 1 enthielten, verwendet. Die Trennmatrix wurde zwischen
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zwel Glasplatten gegossen, welche zuvor grindlich mit ddH,0, 70%igem (w/v) Ethanol,
wiederum mit ddH,0 und abschlief3end mit absolutem Isopropanol gesaubert waren. Die
Matrixdicke war durch zwei Absandhdter zwischen den Glasplatten auf 05 mm
eingestellt, die Trenngtrecke belief sich in der vertikalen Geleektrophorese auf 12 cm. Fr
den spédteren Probenauftrag wurden rechteckige Getaschen durch Einsetzen enes
Zahnkamms ausgespart. Die Polymerisationszeit des Polyacrylamidgels betrug mindestens
1h.

Fir den Probenauftrag wurden 5 pl Stop-Mix mit 5 pl von der Lésung des zu
untersuchenden DNA-Fragments sowie 1 pl EDTA-SDS-L6sung vermischt, 10 min bel 95
°C denaturiert und anschliel}end fur 5 min auf Eis gestdlt. Funf Mikroliter des Ansatzes
wurden auf das Ge appliziet. Die Elektrophorese erfolgte bel konstanter Spannung
(120 V) fir 10 h.

Trennmatrix, 15 %: 0,5 Vol 30%ige Acrylamid-, 0,8%ige Bisacrylamidlésung
0,2 Vol 5x TBE-Puffer-Stammlésung
0,3 Vol ddH,O
1/200 Vol 10 % (w/iv) Ammoniumpersulfat
1/1000 Vol TEMED

Stop-Mix: 95 % (wiv) Formamid
20 mM EDTA
0,05 % (w/v) Bromphenolblau
0,05 % (w/v) Xylencyanol

EDTA-SDS-Lésung; 10 mM EDTA
0,1% (Wh) SDS
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3.24.4.3 Denaturierende Polyacrylamid-Gelelektr ophor ese

Zum Zweck der hochauflosenden Andyse von DNA-Fragmenten wurde die
horizontale Elektrophorese im denaturierenden Polyacrylamidgel durchgefihrt. Zwel
verschiedene Elektrophoresegpparaturen sind hierfir verwendet worden.

Sequenziergd-Elektrophoresesystem
Da fur eine spétere Detektion der DNA-Fragmente im Polyacrylamidgd (sehe Kap.

3.24.5.2) ene vollsandige Loddsung des Gels ohne dessen mechanische Beschédigung
vonnoten war, wurde die kirzere Glagplatte (34 x 19 cm) vor ersmaliger Verwendung in
"Repdlsilan’ getaucht. Uberschiissiges ”Repdllsilan” wurde abgegossen und die auf der
Glagplatte verbliebene Lésung durch Einbrennen bel 100 °C permanent auf ihr fixiert. Die
léngere Glasplatte (36 x 19 cm) wurde nicht behanddlt. Vor dem Giel3en des Gels wurden
die Glasplatten, wie unter 3.2.4.4.2 beschrieben, gesdubert. Die Geldicke (0,4 mm) war
durch die Vewendung zweier Abstandhdter zwischen den Glasplatten definiert,
Gdtaschen wurden durch die Verwendung eines Zahnkammes ausgespart. In Abhéngigkeit
von der Lange der DNA-Fragmente wurden entweder 4%ige (w/v) oder 6%ige (w/v)
denaturierende Polyacrylamidgele verwendet, welche aus gebrauchsfertigen Lésungen
zusammengemischt wurden. Die Polymerisationsdauer betrug mindestens 1 h. Nach dem
Eingpannen des Gds in das Elektrophoresesystem und der Beflllung der Puffertanks mit
1 x TBE wurde en Vorlauf fir 30 min bei 40 W durchgeftihrt. Wahrenddessen wurden die
Proben wie bel der nativen Polyacrylamid-Gele ektrophorese vorbereitet und denaturiert.
Nach dem Vorlauf wurden die Geltaschen mit Puffer gesplilt und die Proben aufgetragen.
Die dektrophoretische Trennung der einzddtrangigen DNA-Fragmente efolgte bel
1.450 V und 35 W Uber einen Zeitraum, der von den Fragmentldngen abhing. Die wéhrend
der Elektrophorese entstehende Warme sorgte in Verbindung mit dem in dem G
enthdtenen Harngtoff (8,3 M) fir eine Belbehdtung des enzddrangigen Zustands der
aufgetragenen DNA.
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Polyacrylamidgel, 6%ig: 6 % (W/v) Polyacrylamid (19 : 1)
8,3 M Harngtoff
1x TBE

1125 Vol 10 %iges (w/iv) Ammoniumpersulfat
1/2.500 Vol TEMED

LiCor, Moddl 4200

Vor dem Gief3en des denaturierenden 8%igen Polyacrylamidgels wurden die beiden
Glagplatten (330 x 250 mm) mit Spllmittel gereinigt, mit ddH,O abgewischt und danach
mit Isopropanol gesdubert. Die Geldicke von 0,2 mm wurde durch die Verwendung von
zwel Abgstandhdtern zwischen den Glagplaiten erhdten. Die Fixierung der so erhdtenen
Gidkivette efolgte mitteds Klemmen. Die Matrixersellung des aus gebrauchsfertigen
L ésungen vorberateten 8%igen Polyacrylamidgels geschah unter Verwendung einer 20 ml
Einwegspritze mit Fltervorsatz (0,45 um). Geltaschen fur die spétere Probenapplikation
wurden durch das Einsetzen eines Zahnkammes ausgespart. Die Polymerisationsdauer fur
das Gd betrug ca. eine Stunde. Anschlief3end wurde das Gd in die Elektrophoreseeinheit
eingespannt, die Puffertanks mit 1 x TBE beftllt, der Zahnkamm aus dem Gd entfernt und
die Gdtaschen mit Puffer gespllt. Vor der Probenapplikation wurden 3 pl der
Amplifaktiongprodukte mit 7 - Auftragspuffer vermischt, 5 min be 94 °C denaturiert und
10 min auf Eis gehdten. Fir die Probengpplikation in das Gel wurde 1 pl von diesem
Gemisch verwendet. Zum Zweck der spéteren Determinierung der Fragmentl&ngen von
den zu untersuchenden Proben erfolgte der Auftrag des IRD800 markierten Molecular
Weight Marker jewells neben den beiden &ul¥eren Proben. Die Auftrennung der Fragmente
geschah im dektrophoretischen Feld bei 2.000 V fur 25 h.

Auftragspuffer: zu 18 ml Formamid wurde zugegeben
200 ul 0,2 M EDTA
25 mg Bromphenol blau
ad 20 ml mit Formamid auffiillen
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Polyacrylamidgd, 8%ig: 8 % (w/v) Polyacrylamid (19: 1)
7 M Harngtoff
1 xTBE
/125 Vol 10 %iges (w/iv) Ammoniumpersulfat
1/2.500 Vol TEMED

32444 Elektrophoreseim viskosen Polymer
Der Sequenzierautomat ABI Prism 310 trennte die DNA-Fragmente in einer mit
viskosem Polymer gefillten Kapillare auf. Mit dem Gerd wurden die beiden

unterschiedlichen Verfahren Fragmentl8ngenandyse sowie Sequenzierung durchgeftinrt.

Fragmentldngenanayse

Die Fragmentléngenandyse wurde bei  Mikrosadliten-Loci angewendet. Die
elektrophoretische Trennung der DNA-Fragmente erfolgte in einer 47 cm langen Kapillare,
die einen Durchmesser von 50 um aufwies. Fir die Fragmentl&ngenandyse wurde das

Polymer mit der Bezeichnung POP4 verwendet.

Bis zu drel unterschiedlich fluoreszenzmarkierte Amplifikationsprodukte wurden fur die
Andyse gemischt. Ein Mikroliter von den Amplifikationsorodukten wurde mit 12 pl
Formamid und 0,5 pl von dem internen, fluoreszenzmarkierten Langenstandard GeneScan-
500 TAMRA in en 0,5 ml Probengefd3 gegeben und gemischt. Das Probengef&3 wurde
mit einer Septe verschlossen, die Proben anschlie3end fir 10 min bei 95 °C denaturiert und
fur 5 min auf Eis gestelt. Dann erfolgte die Plazierung der Proben in einen Stdnder, der 48
Proben aufnahm und auf den ” Autosampler” des Sequenzierautomaten gestellt wurde. Die
Proben wurden nach der im Software-Programm ABI Prism 310 Collection durch den
Benutzer festgelegten Retherfolge fir den Anwendungsbereich GeneScan abgearbeitet. Die
elektrophoretische Trennung der DNA-Fragmente erfolgte bel kongtanten 15 kV fur 24

min.
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Sequenzierung
Nach der Natriumacetat-Ethanol-Falung des Sequenzieransatzes wurde das Pdllet in

25 ul Template Suppresson Reagent (TSR) aufgenommen und in en 0,5 ml Probengefal3
Uberfihrt. Das Probengefd3 wurde mit einer Septe verschlossen, 2 min ba 90 °C
denaturiert und fir 5 min auf Eis gestdlt. Dann wurde es in den Probensténder Gberfihrt
und auf dem "Autosampler” des Sequenzierautomaten plaziert. Die eektrophoretische
Auftrennung erfolgte unter Verwendung des Polymers POP6 in ener 61 cm langen
Kepillare (£ 50 pum) be konganter Stromspannung (125 kV) fur 2 h pro
Sequenzieransatz.

3245 Detektion von DNA nach der gelelektrophor etischen Trennung

32451 Detektion im Agar osegel

Fur die Detektion von DNA-Fragmenten wurde nach der Losung der Agarose in
1 x TBE-Puffer in eénem Mikrowelenherd dem Gd ene Ethidiumbromid-Stammldsung
zugesetzt, 0 dass die Endkonzentration 0,5 pg Ethidiumbromid pro ml Gel betrug. Die
Basen der DNA absorbieren im ultravioletten Waelenléngenbereich Licht und regen
interkdiertes Ethidiumbromid zur Lichterisson (590 nm) an. Als UV-Lichtqudle diente ein
Translluminator, dessen Hauptemissonsbereich ba einer Wellenldnge von 302 nm lag.

Ethidiumbromid-Stammiésung: 10 mg Ethidiumbromid gelégt in 1 ml ddH,O

3.245.2 Detektion im Polyacrylamidgel durch Silberférbung

Die Visudiserung von DNA-Fragmenten in nativen wie auch denaturierenden
Polyacrylamidgelen erfolgte - aul3er bei den fir Sequenzierautomat LiCor verwendeten
Gelen - durch eine Silberfarbung (BASSAM et al. 1991).

Nach dem Gdlauf konnte die mit ”Repellslan” behanddte, kiirzere Glasplatte von dem
Polyacrylamidgd ohne dessen mechanische Beschédigung entfernt werden. Das Gel wurde
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danach samt der anderen Glasplatte in eine Plastikwanne entsprechenden Ausmalies
Uberfihrt. Nach der Zugabe von 10%iger (v/v) Essgsaure konnte unter vorsichtigem
Schitteln das Polyacrylamidgel von der zweiten Glasplatte gddst werden, die daraufhin
entfernt wurde. Eine Fixierung der DNA-Fragmente erfolgte durch eine Inkubation in der
10%igen (viv) Essgsaure fur 20 min auf enem Tischrundschittler be 40 UPM.
Anschlief?end wurde die Lésung abgesaugt und das Gel dreimd in ddH,O fir je 2 min auf
dem Tischrundschiittler gewaschen. Die Imprégnierung erfolgte in ener Impragnierl dsung
fur 30 min. Nach dem Absaugen der Ldsung wurde Uberschiissiges Silbernitrat durch
Abspllen des Gels mit ddH,O entfernt und die Trennmatrix in Entwickler inkubiert. Die
Entwicklung, d.h. die Visualiserung der DNA-Fragmente, wurde durch die Zugabe von
einem Volumen 10%iger Essgsiure gestoppt.

Impréagnierl 6sung: Silbernitratl6sung (1 g AgNOs/l)
Forma dehydlGsung, 37%ig (V/V)
Ansstzten der  Imprégnierldsung  unmittlbar  vor
Gebrauch durch Vermischung von 1 Vol Silbernitrat-
|6sung mit 1/666 Vol der Formaldehydlsung

Entwickler: Natriumcarbonatlésung (30 g NaCOafl)
Formal dehydlGsung, 37%ig (V/V)
Natriumthiosulfat-Stamml 6sung (5 mg Na.S,05/ml)
Anstzten des Entwicklers unmittelbar vor Gebrauch
durch Vermischung von 1 Vol NatriumcarbonatlGsung
mit 1/666 Vol Formadehydiésung und 1/25.000 Vol
Natriumthiosulfat-Stamml ésung

3.245.3 Detektion im Polyacrylamidge durch Fluoreszenzmarkierung

Die Detektion der DNA-Fragmente mit dem Squenzierautomaten LiCor (Moddl
4200) erfolgte durch eine Anregung der an einen Primer gekoppelten Markierung mittels
Lasarlicht. Die Markierung emittierte durch das auftreffende Laserlicht fluoreszierendes
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Licht mit einer Wdlenldnge von 800 nm. Die erhdtenen Daten wurden dann in dem
angeschlossenen Computer durch die entsprechende Software in Elektropherogramme

umgewandelt.

32454 Detektion im Polymer durch Fluoreszenzmarkierung

Der Sequenzierautomat ABI Prism 310 basiert, wie der Sequenzierautomat LiCor,
ebenfdls auf einer Anregung des mit dem Primer verbundenen FHuoreszenzmolekiils durch
Lasarlicht. Das Lasalicht geangte be diessem System durch en in die Kapillare
befindliches Glasfenster in das Polymer. Das Huoreszenzmolekil wurde durch das
auftreffende Laserlicht zur Lichtemission angeregt, diese Uber eine CCD-Kameraregitriert
und durch eine entsprechende Software interpretiert. Bis zu vier unterschiedliche an die
DNA gekoppete HFuoreszenzmoleklle konnten unter der Bedingung, dass ihr
Hauptemissionsspektrum unterschliedlich war, smultan verwendet und detektiert werden.
Dabe wurden durch ein angelegtes dektrophoretisches Feld die DNA-Fragmente aufgrund
ihres Molekulargewichts separiert und passerten das Glasfenster der Kapillare wéhrend
der Elektrophorese.

3.24.6 Anwendungsbereiche der Polymerase-K ettenreaktion (PCR)

Die Polymerase-K ettenreaktion (PCR) wurde das erste Ma von SAIKI et al. (1985)
beschrieben und basierte auf der enzymatischen in vitro-Vermehrung (Amplifikation) eines
I.d.R. definierten DNA-Bereiches.

Die spezifische Annedingtemperatur (AT) der verwendeten Primer wurde durch die
Vewendung der Forme von BOLTON & MCCARTHY (1962) in vereinfachter Form
berechnet:

AT =765+041 (%G + C) - (600/ N),

wobel % G + C den rdativen Gehdt der Basen Guanin und Cytosin im Primer und N

dessen Lange (mer) wiedergibt.
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Die verschiedenen Anwendungsbereiche der PCR werden in den nachfolgenden
Kapitdln néher beschricben. Allen gemensam war die Amplifikation in 05 ml
Resktionsgefdien und die Uberschichtung des jeweligen Resktionsansatzes mit
dickfliissgem Paraffin. Der Standardresktionsansatz umfasste ein VVolumen von 25 gl ud
enthidt fur die spezifische Amplifikation eines definieten DNA-Fragments 10 mM Tris-
HCl (pH 8,8 bei 25 °C), 50 mM KCl, 1,5 mM MgCl, 0,1 pg/ul bovines Serumabumin
(BSA), 0,08 % (v/v) Nonidet P40, 100 uM von jedem der vier dNTPs (dATP, dCTP,
dGTP, dTTP), 5pmal je Primer, 0,25U Tag-DNA-Polymerase und 50 ng Matrizen-
DNA (Template-DNA).

Im Folgenden werden nur die gpezidlen Abwechungen von diesam
Standardresktionsansatz aufgefUhrt.

3.246.1 Amplifikation von Mikrosatelliten-L oci

MAY et al. (1997) charakteriserten ef verschiedene Mikrosatelliten-Loci fir den in
Amerika vorkommenden roten Stor A. fulvescens). Diese Arbetsgruppe zeigte auch,
dass neun dieser Primerpaare in der PCR bel funf weiteren amerikanischen Storspezies der
Gattungen Acipenser sowie Scaphirhynchus amplifizierten. In dieser Arbait wurden diese
neun Mikrosatdliten-Loci an dem vorliegenden Tiermateria untersucht (Tab. 3).

Die Amplifikation der meigen Mikrosateliten-Loci wurde bei dem folgenden
Temperaturprofil durchgefirt:

94 °C-5min (1 Zyklus)
94 °C-30sec, 57 °C-30sec, 72°C- 30 sec (30 Zyklen)
72°C-10min (1 Zyklus)
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Be enigen Loc ddlte dch das folgende Touchdown-Temperaturprofil zur

Vermedung bzw. Verminderung von Artefakten as geeignet heraus.

94 °C-5min (1 Zyklus)
94 °C - 30sec, 65°C-30sec, 72°C - 30 sec (2 Zyklen)
94 °C - 30 sec, 63 °C-30sec, 72°C-30sec (2 Zyklen)
94 °C - 30 sec, 61 °C- 30 sec, 72 °C - 30 sec (2 Zyklen)
94 °C-30sec, 59 °C-30sec, 72°C - 30 sec (4 Zyklen)
94 °C - 30 sec, 57 °C - 30 sec, 72 °C - 30 sec (20 Zyklen)
72°C-10min (1 Zyklus)

Die Auftrennung der Amplifikationsprodukte ist Kap. 3.2.4.4.4 zu entnehmen.

3.24.6.2 Random Amplified Polymor phic DNA (RAPD)

Diese Technik baserte auf der Amplifikation multipler DNA-Fragmente unbekannter
DNA-Bereiche unter Vewendung enes enzednen Primes be  reduzierten
Stringenzbedingungen wéhrend der PCR. Das Grundprinzip der RAPD wurde von
WILLIAMS et al. (1990) sowie WELSH & MCCLELLAND (1990) beschrieben und in
Abhéngigket von den verwendeten Primern modifiziert.

Der Resktionsansatz enthidt 2 mM MgCL sowie 25 pmol eines Primers. Die
Reagenzien wurden auf Eis zusammenpipettiert, mit Ol Uberschichtet und in dem auf 94 °C
vorgehe zten Thermocycler plaziert.

Fir die zwanzig 10 mer Primer aus dem Operon Kit H (Tab. 4) wurde die
Amplifikation nach dem folgenden Temperaturprofil durchgefthrt:

94 °C-5min (1 Zyklus)
94°C-1min,36°C-1min, 72°C-2min (45 Zyklen)
72°C-10min (1 Zyklus)
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Neben den 10 mer Primern des Operon Kit H wurden zudem weitere 20 Primer,

welche eine Lange zwischen 17 und 34 Basen (Tab. 4) aufwiesen, untersucht. Das

Temperaturprofil fur die Amplifikation baute Sch bel der Verwendung dieser Primer wie

folgt auf:

94°C-5min (1 Zyklus)
94°C-1min,36°C-1min, 72°C-2min (5 Zyklen)
94°C-1min,50°C-1min, 72°C-2min (40 Zyklen)
72°C-10min (1 Zyklus)

Tab. 4 Nukleotidsequenz der in der RAPD verwendeten Primer

Primername Sequenz (5 ® 3)

OPH-01 GGT CGG AGA A
OPH-02 TCG GAC GIG A
OPH-03 AGA CGI CCA C
OPH-04 GGA AGT CGC C
OPH-05 AGT CGI' CCC C
OPH-06 AGG CAT CGC A
OPH-07 CTG CAT CGT G
OPH-08 GAA ACA CCC C
OPH-09 TGT AGC TGG G
OPH-10 CCT ACG TCA G
OPH-11 CTT CCG CAG T
OPH-12 ACG CGC ATG T
OPH-13 GAC GCC ACA C
OPH-14 ACC AGG TTG G
OPH-15 AAT GGC GAA G
OPH-16 TCT CAG CTG G
OPH-17 CAC TCT CCT C
OPH-18 GAA TCG GGC A
OPH-19 CTG ACC ACC C
OPH-20 GGG AGA CAT C
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Tab. 4 Fortsetzung

Primername Sequenz (5 ® 3)

Long-1 CAG CTA CTC CTIT ACA TC

Long-2 TGC ACA TAT CTG TGC CC

Long-3 GCC CTT ACA TCG CTC AC

Long-4 GCG GAG GTA AAA CAA CC

Long-5 AAT ACG ATC CAG TCG CC

Long-6 GAC TAC TCC AGG CAC TA

Long-7 AGG TCA GIG GCT GAC TCG T

Long-8 AGG AGG ACGC CCG TCT GGT C

Long-9 CAG CTC AGC CTT GIC GGG

Long-10 CCT GAA TGA TAC ACA TTC C

Long-11 GCA CTC ACT GCC AAT CCG T

Long-12 TCT GGC TGC ATG GGG CAA C

Long-13 AAC CCT GGT TGG ACG CAG

Long-14 AAG CGG AAG GTG TAG TCG A

Long-15 CAG TTG AAG CTT CTA TTA GGC ATT AGA ACC AAT C
Long-16 ACG TGT GGT ACC TCA GGTI TGT TGT GGT AC
Long-17 CCT CCG GIT GIT TAA ATA CAT AAA GAT CTG
Long-18 CAG TGT CTG TGG GAT CCA GAG ATA ACG
Long-19 CTA TTA TTA TGT TCG TGA AGC AGT GAG
Long-20 CAC GAA CAT AAT AAT AGT TAC TGA CTG

Die Amplifikationsprodukte wurden im 14%igen (w/v) Agarosegd fir 6 h
elektrophoretisch bei 3 V/ecm Gellange aufgetrennt. Als Molekulargewichtstandard wurde
die 100 bp Ladder Plus verwendet.



MATERIAL UND METHODEN 63

3.24.6.3 Short Inter spersed Elements-PCR (SINE-PCR)

Short interspersed elements (SINES) sind kurze repetitive DNA-Sequenzen, welche
zu der Gruppe der im Genom zerdtreuten repetitiven Sequenzen (dispersed repetitive
sequences) gehdren (SINGER 1982). Durch den Vergleich von SINE-Sequenzen mit
tRNA"S-shnlicher Struktur Uber fiinf sehr entfernt verwandte Spezies kamen OHSHIMA et
al. (1993) zu der Schlussfolgerung, dass diese Sequenzen durch ein gemeinsames
” Ahnen”-Retrovirus in das Genom verschiedener Spezies Uberfihrt worden sein konnten.,
Auffdlig war eine hohe Sequenzkonservierung innerhalb der tRNA™YS-verwandten Region,
anhand derer fur diese Arbeit der Primer 5-CAG TNG GTA GAG CAT-3 abgdeitet
und in dem Standardreaktionsansatz der PCR verwendet wurde. Das fur die Amplifikation
verwendete Temperaturprofil hatte die folgende Kontur:

94°C-5min (1 Zyklus)
94°C-1min,50°C-1min, 72°C-2min (45 Zyklen)
72°C-10min (1 Zyklus)

Die Amplifiketionsprodukte wurden im 14%igen (w/iv) Agarosege fur 6 h
elektrophoretisch bel 3V pro cm Gellange aufgetrennt. Als Langenstandard wurde die 100
bp Ladder Plus verwendet.

3.24.6.4 I nter-Simple Sequence Repeat PCR (Inter-SSR PCR)

Auch diese Technik war durch ene smultane Amplifikation multipler DNA-Fragmente
bel Verwendung eines Primers in der Standard-PCR-Reaktion gekennzeichnet. Grundlage
fur den Einsatz dieser Methode war die Erkenntnis, dass sich verschiedene Organismen in
dem generierten Fragmentmuster voneinander unterschieden ZIETKIEWICZ et al. 1994,

ISHIBASHI et al. 1995).

Die fUr diese Arbeit verwendeten Primer wiesen einen sehr hohen Homologiegrad zu
Mikrosatellitenmotiven (Smple sequence repeats) auf, der je nach dem Zidmotiv des
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Mikrosatelliten zwischen 82 % und 100 % lag. Die folgenden finf verschiedenen Primer

snd fur diese Methode verwendet worden:

ISSRL  5-CAC ACA CAC ACA CAC G3
ISSR2  5-GTG TGT GIG TGT GIT C3
ISSR3 ~ 5-GTG TGT GTG TGT GTC GA-3
ISSR4  5-GGA TGG ATG GAT GGA T-3
ISSR5 ~ 5-GTG GIG GTG GIG GTG3

Waéhrend die beiden Primer 1ISSR4 und ISSR5 eine 100%ige Homologie zu den
vorgegebenen Tetra- bzw. Trinukleotidmotiven aufwiesen, waren die restlichen drel Primer
durch eine nicht zu dem jewelligen Mikrosatdlitenmotiv homologe Extenson um zwe bzw.
dre Basen an deren 3'-Ende charakterisert. Diese selektiven Nukleotide snd be den
oben dargestellten Primern zur Verdeutlichung fett und unterstrichen hervorgehoben.

Unter Verwendung einer Touchdown-PCR (DoN et al. 1991) efolgte die
Amplifikation mit den funf Primen in enem Standardresktionsansaiz mit folgendem

Temperaurprofil:

94 °C-5min (1 Zyklus)
94 °C - 1 min, 66 °C - 30 sec, 72 °C - 2 min (2 Zyklen)
94°C-1min,64°C-30sec, 72°C-2min (2 Zyklen)
94 °C - 1 min, 62 °C - 30 sec, 72 °C - 2 min (2 ZyKlen)
94 °C - 1 min, 60 °C - 30 sec, 72 °C - 2 min (4 ZyKlen)
94 °C - 1 min, 58 °C - 30 sec, 72 °C - 2 min (25 Zyklen)
72°C-10min (1 Zyklus).

Die Amplifikationsprodukte wurden im 1,4%igen (w/v) Agarosegd fir 6 h
elektrophoretisch bei 3 V/ecm Gellange aufgetrennt. Als Langenstandard wurde die 100 bp
Ladder Plus verwendet.
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3.24.65 Amplified Fragment Length Polymorphism (AFLP)

Mit Hilfe des AFLP konnen molekulare Marker in einer multiplex Resktion ohne
vorherige Kenntnisse Uber das Genom des zu untersuchenden Organismus amplifiziert
werden (Vos et al. 1995). Im Rahmen dieser Arbeit wurde en im Internet erhdtliches
Protokoll fir die Durchflhrung dieser Methode in leicht modifizieter Form verwendet
(LiscuM & OeLLER 1995). Die nachfolgenden Angaben beziehen sch, wie auch in den
vorigen Kapiten, jewells auf einen Probenansatz. Je zehn Individuen der Spezies A. baerii,
A. gueldenstaedtii, A. ruthenus und A. stellatus wurden mit diesem Verfahren untersucht.

Je Individuum wurden 100 ng DNA in ener Doppelspatung mit den beiden
Redtriktionsendonukleasen  EcoRI (1,75 U) und Msel (0,875 U) in enem
Reektionsvolumen von 40 pl ba 37 °C fir 3 h inkubiert. Der Resktionsansaiz enthielt
neben der DNA und den Restriktionsendonuklessen 5 mM NaCl, 1 mM Tris-HCl, 1mM
MgCl, 0,1 mM Dithiothreitol (DTT) sowie 0,12 pg/l BSA (pH 7,9). Im Anschluss daran
erfolgte die Zugabe von 10 pl Ligationddsung, welche 5pmol EcoRI-Adapter, 50 pmol
Msel-Adapter, 1 U T4 DNA-Ligase, 1 mM ATP bel gleicher Pufferzusammensetzung wie
der Redriktionsansaiz enthidlt. Die zu den generierten Schnittstellen der DNA kohésiven
Adapter bestanden jeweils aus zwe zueinander komplementédren Oligonukleotiden (EcoRI-
Adapter = EcoRI-oligo.1 und EcoRI-oligo.2; Msel-Adapter = Msel-oligo.1 + Msel-
0ligo.2) und wurden zuvor in separaten Anséizen durch Zusammenmischen, Denaturierung
fur 5 min ba 94 °C und Abkihlung auf Raumtemperatur vorbereitet. Der erhdtene
Resktionsansatiz wies en Gesamtvolumen von 50 pl auf. Durch die nachfolgende
Inkubation bei 37 °C fir weitere 3 h erfolgte sowohl eine Spaltung bisher unrestringierter
DNA dsauch die Ligation der Adapter an gespdtene DNA-Fragmente. Ein Mikroliter der
erhdtenen Ligationsresktion wurde in einer Praamplifikation ds Template verwendet. Das
Reaktionsvolumen betrug 20 pl, die Resktiond 6sung enthiet neben dem Template 10 mM
TrissHCI (pH 8,3), 1,5 mM MgCl, 5 mM KCI, 2 uM won jedem der vier dNTPs, 50 ng
von EcoRl-oligo.1 ds Primer sowie 0,4 U Taq DNA-Polymerase.
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Das Temperaturprofil fur die Préaamplifikation baute sch wie folgt auf:

94 °C-2min (1 Zyklus)
94°C-1sec,50°C-30sec, 72°C-1min (34 Zyklen).

Fur die Hauptamplifikation wurde 1 pl von der Préamplifikation ds Template in einem
Reaktiosansatz mit eéinem Gesamtvolumen von 20 pl verwendet. Der Unterschied
gegenuber dem fur die Préamplifikation verwendeten Reaktionsansatzes bestand in der
Verwendung von 200 uM je dNTP und in dem Einsatz von den beiden selektiven Primern
EcoRI-CC (5 ng) sowie Msel-CC (30 ng). Beide Primer wiesen eine im Vergleich zu der
Adaptersequenz ausgewdhlte Extenson um je zwe Nukleotide (CC) auf, welche eine
partidle, sdektive Amplifikation aus dem Gesamtpool der Ligationsfragmente bewirkte.
Des Weteen war der Primer EcoRI-CC fir eine Detektion durch den
Sequenzierautomaten LiCor (Moddl 4200) mit IRD800 fluoreszenzmarkiert. Das
Temperaturprofil fir die Hauptamplifikation war wie folgt charakterisert:

M °C-2min (1 Zyklus)
94 °C- 1 min, 65 °C (-0,7 °C pro neuem

Zyklus)- 30 sec, 72°C - 1 min (11 Zyklen)
94 °C - 1 min, 50 °C - 30 sec, 72 °C - 2 min (25 Zyklen)
72°C-2min (1 Zyklus).

Die Auftrennung der amplifizierten Fragmente efolgte in der horizontalen
Elektrophorese unter Verwendung 6%iger (w/v) Polyacrylamidgele (Sehe Kap. 4.2.4.4.3)
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Tab.5 Im Rahmen des AFLP verwendete Oligonukleotide

Bezachnung Sequenz

EcoRl-oligo.1 5-CTC AGA CTG CGT ACC-3
EcoRl-oligo.2 5-AAT TGG TAC GCA GIC- 3
Msel-oligo.1 5-GAC GAT GAG TCC TGA G 3
Msel-oligo.2 5-TAC TCA GGA CTC AT-3
EcoRI-CC 5-AGA CTG CGT ACC AAT TCC C-3
Msel-CC 5-GAT GAG TCC TGA GTA ACC- 3

3.24.6.6 Amplifikation desmitochondrialen Cytochrom b

Die Nukleotidsequenz des mitochondriden (mt) Apocytochrom b (Cyt b) umfasst
1140 bp (BROWN et al. 1989). Stromaufwérts von diesem Gen liegt die mt tRNA®Y,
stromabwérts die mt tRNA™ (GILBERT et al. 1988, BROWN et al. 1989). Da keine
Sequenzinformation Uber die tRNA®Y be Storen vorlag, wurde der externe
Vorwértsprimer anhand eines Sequenzvergleichs der tRNA®" (iber verschiedene Spezies
entwickedt. Die in der EMBL Nukleotidsequenz-Datenbank vorhandenen Sequenzen von
dem mt Cyt b sowie der tRNA™ verschiedener Stérspezies dienten fiir die Konstruktion
von weteren funf Primern. Durch unterschiedliche Kombinationen der Primer konnte je
nach Zidsetzung das vollsténdige mt Cyt b oder partielle Fragmente von diesem in einer
Standardresktion amplifiziert werden.
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Tab. 6: Vewendee Primer fir die Amplifikation des vollsténdigen bzw.
partielen mitochondriden Cytochrom b (mt Cyt b) und deren Anneding-

positionen (Pos.)

Primer! Primersequenz Pos.?

Cytb-for.1 5-CGT TGT HWI TCA ACT AYA RRA AC-3 L14273
Cytb-for.2 5-GCC TCT GCC TTR TCA C-3 L14404
Cytb-for.3 5-CTC TTY GCC TAC GCC ATY C3 L15117
Cytb-rev.1 5-CTT CGG TTT ACA AGA CCG3 H15444
Cytb-rev.2 5-CGT AGG CRA AGA GRA AG3J H15095
Cytb-rev.3 5-GAT RTT TCA GGT YTC TTT TTG3 H14601

for = Vorwartsprimer, rev = Riickwartsprimer; Die Nummerierung fiir das ultimative 3 -
Nukleotid efolgte in Anlehnung an die mtDNA von Polypterus ornatipinnis
(Schonflosder)” (NOACK et al. 1996)

3.24.7 Sequenzierung

Im Rahmen deser Arbeit wurde das vollsténdige mt Cyt b von mindestens einem
Individuum der verschiedenen Storspezies sequenziert. Fir die Sequenzierung erfolgte der
Einsatz des BigDye RR Terminator Cycle Sequencing Kit. Der Sequenzieransatz setzte sich

wie folgt zusammen:

2 pl BigDye RR Terminator Premix

5 pmol Primer
50 ng doppelstréngige DNA (siehe Kap. 3.2.4.1.4)
ad 10 pl Endvolumen mit HPLC-H,O

Dieser Resktionsansatz wurde mit einem Tropfen Paraffingl Uberschichtet. Das Cycle
Sequencing erfolgte fur 25 Zyklen nach dem Temperaturprofil 96 °C fur 30 sec, 50 °C fur

"Polypterus ornatipinnis ist die in der Systematik zu den Stéren Chondrostei: Acipenseriformes)
engverwandteste Art (Chondrostei: Polypteriformes), dessen vollstandiges mitochondriales Genom
charakterisiert ist.
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15 sec und 60 °C fur 4 min. Nach Beendigung der Sequenzierresktion wurden die
Extensonsprodukte von nicht inkorporierten dNTPs, dem Primer und markierten ddNTPs
durch eine Natriumacetat-Ethanol-Falung (sehe Kap. 3.24.2.2) separiet und die
Sequenz determiniert. Dies erfolgte fur die sechs in Tabdle 6 (Sehe Kap. 3.2.4.6.6)
aufgefUhrten Primer, S0 dass Sequenzinformationen sowohl vom Plus- wie auch vom

Minusstrang vorlagen.

3.25 Dokumentation der Unter suchungser gebnisse

Die im Agaosgd oder dlbergefarbten Polyacrylamidge visudiserten DNA-
Fragmente konnten mittels eines Dokumentationssystems, bestehend aus Videokamera und
Videoprinter, dabgelichtet werden. Die Dokumentation und Auswertung der
Fragmentlangenandysen sowie von  den  Sequenzierungen efolgte be  den
Sequenzierautomaten Uber den angeschlossenen Computer unter Verwendung  der
entsporechenden  Software  (Fragmentléngenandysee RFLPSCAN V3.0 beim LiCor,
GeneScan V.21 baem ABI Prism 310; Sequenzierung: Sequencing Andyss und
SequenceEditor V.1.0.3 beim ABI Prism 310).

3.2.6 Berechnungen und statistische Auswertungen

3.26.1 Auswertung der Mikrosatelliten-Daten

Fir jedes Individuum wurden die an den amplifizieten Mikrosatdliten-Loci
determinierten Fragmente (Pesks) ausgewertet. Stdlte sch ein Locus innerhdb ener
Spezies ds diploid heraus, reprasentierte ein detektierter Peak zwei Alldle. Heterozygote
Individuen waren durch zwel Pesks unterschiedlicher Langen charakterisert. Dagegen
entsprach nur ein detektierter Pesk an einem tetrgploiden Locus vier, an einem sich
octaploid dargdlenden Locus sogar acht Allden. An polyploiden Loci wurde die
Zuweisung von Allelen zu den korrespondierenden Peaks anhand der durch das Programm

GeneScan 2.1 aufgezeichneten Peakhohe und -flache vorgenommen. Betrug z.B. an einem
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tetraploiden Locus das Peakhthenverhdtnis von zwe detektieren Peaks 3 : 1, so wurde
angenommen, dass der hohere Pesk dre Allde und der niedrigere Pesk ein Alld
reprasentierte. Innerhadb einer Spezies efolgte die Berechnung der Alldfrequenzen (p)

innerhab eines jeden Locus nach der Formel
[1] p =R /N,

wobel P, die Haufigkelt des Allelsi und N die Anzahl dler beobachteten Allde dargdite.

Mittels des C*-Tests wurden Herkiinfte wie auch Spezies mit einer Probengrofe von
n3 10 daraufhin Uberprift, ob se sch im Hardy-Weinberg-Gleichgewicht (HWG)
befanden. Die Berechnung der Erwartungswerte efolgte anhand der ermittelten
Alldfrequenzen mit dem Programm EWERTE (BRANDT 1998).

3.26.2 Auswertung der AFLP-Daten

Zuerst wurden die Langen der einzden im AFLP generierten Fragmente fir jedes
Individuum determiniert. Unter- wie Obergrenze waren dabei durch den mit aufgetragenen
Marker bestimmit (50 - 350 bp). Die Ahnlichkeit der generierten Fragmentmuster zwischen
zwei Individuen innerhalb Spezies wurden mittels dem Ahnlichkeitsindex (Sl) berechnet
(NBI & LI11979).

[2] Sil=—2~

2n,, = Anzahl gemeinsamer Fragmente zwischen den Individuen x und y
n, =Anzahl der Fragmente in Individuum x
n, =Anzahl der Fragmentein Individuumy

Fur die Berechnung des Ahnlichkeitsndexes tber dle Individuen innerhab einer
Spezies wurde der Mittelwert aus den berechneten paarweisen Sl gebil det.

Ein Vergleich zwischen den untersuchten Spezies wurde wie folgt vorgenommen:

Fragmente von gleicher Lange wurden as ein und derselbe Locus Uber dle Individuen und
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Spezies hinweg betrachtet. Die Berechnung der Frequenz des rezessiven Allds (g) erfolgte
innerhalb Spezies separat fur jeden Locus (x) nach WEIR (1990), wobei dessen Formel um
den Ploidiestatus (2) extendiert wurde:

[3] a,=3Q/n.

Q gdlte die Anzahl Individuen mit fenlendem Fragment an dem betrachteten Locus
innerhab einer Spezies dar und n die Individuenzahl. Die Frequenz des dominanten Allels
(p), d.h. dem Vorhandensein des Fragments an dem entsprechenden Locus (X), errechnete
schwiefolgt:

[4] Px =1- dx

Die derart berechneten Alldfrequenzen wurden fur die Kakulation des genetischen
Distanzmal3es Dy (NEI et al. 1983) unter Verwendung des Programms DISPAN (OTA
1993) herangezogen. In diesem Programm waren flr die Kongtruktion phylogenetischer
Stammb&ume die beiden Verfahren UPGMA (SNEATH & SOKAL 1973) und Neighbor
Joining (SaiTou & NEe 1987) implementiert. Die Robustheit der phylogenetischen
Stammbaume konnte durch den Bootstrap-Test (FELSENSTEIN 1985) mit dem Programm

untersucht werden.

3.26.3 Phylogenetische Analyse der mt Cyt b-Daten

Fur die Rekonstruktion phylogenetischer Stammbéume auf der Basis des mt Cyt b-
Gens wurde das Programm MEGA V1.0.2 (KUMAR et al. 1993) verwendet. In die
Andysen wurden A. transmontanus (BROWN et al. 1989, EMBL Accesson number:
X14944) und die in der GenBank erhdtlichen mt Cyt b-Sequenzen der drel Spezies der
Gattung Scaphirhynchus (Accession numbers: U55994, U56983-56988) mit einbezogen.
Als AufRengruppen wurden Polypterus ornatipinnis und Salmo salar verwendet
(GenBank accession numbers; U62532 und U12143).
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4 Ergebnisse

Zidsstizung der vorliegenden Arbet wa die Untersuchung verschiedener
biochemischer und molekulargenetischer Marker, um Individuen verschiedener Storarten
und Hybriden identifizieren zu konnen. Daher wurden fir jede Art die Daten Uber die
Herklinfte gepoolt betrachtet. Auf detallierte Vergleiche zwischen Herkiinften innerhab
Spezies wurde hingegen welitestgehend verzichtet. Aul3erdem wurden nur dann Hybriden in
die Untersuchungen mit enbezogen, wenn sch en Marker ds speziesspezifisch
herausstellte.

4.1 Ergebnisse der biochemischen Unter suchungen

Von den 13 untersuchten biochemischen Markern konnten nur die Systeme AK,
ALB, EST-D, GPI und PGM fur die Herklinfte A - F dargestd It und andysert werden.
Eine Auswertung der Herkunft G war aufgrund des schlechten Zugtands, in dem sch die
Blutproben befanden, nicht moglich. Trotz Verdnderung der pH-Werte ba  den
verwendeten Puffern und Farbddsungen war ene Dagedlung von den anderen
biochemischen Markern nicht maglich.

Im algemeinen gestdtet sich die Auswertung der Pherogramme bel diploiden Spezies
unproblematisch. Demgegentiber kénnen biochemische Systeme an polyploiden Spezies
nur mit denstometrischen Verfahren quaitaiv ausgewertet werden. Dagegen it ene
optische Bestimmung der Anzahl an Allden, die zu einer beobachteten Bande fuihren, bel
polyploiden Spezies nicht moglich. Fir eine Vergleichbarkeit zwischen den untersuchten
Storspezies wurden daher fir jeden Marker einheitlich die Phénotypfrequenzen einzeln
ausgewiesen. Die Benennung der beobachteten Banden erfolgte an dem betrachteten
Locus in aphabetischer Rethenfolge. Dabel wurde die Uber dle Spezies im dekirischen
Feld am weniggen mobile Isoform enes biochemischen Markers nach internationaer
Abgtimmung in der Internationd Society for Anima Genetics (1.S.A.G.) mit A benannt.



ERGEBNISSE 73

411 Alkalische Phosphatase (AK)

Uber dle funf untersuchten Spezies konnten lediglich zwel Isoformen an diesem Locus
gefunden werden (A, B). Abbildung 5 zeigt die Phanotypen der AK nach der Farbung.

A.b. A. Q. A.r. A.s H. h.

| o e

AB A AB A AB A A A AB A

Abb. 5 Elektropherogramm der beobachteten Phanotypen an der AK
A. b. = A baerii; A. g. = A. gueldenstaedtii; A. r. = A. ruthenus; A. s. =
A. stellatus; H. h. = H. huso

Tabelle 7 gibt einen Uberblick tber die beobachteten, gepoolten Phanotypfrequenzen

der verschiedenen Spezies.

Tab.7 Phéanotypfrequenzen der finf Stérspezies an dem Locus AK

Spezies
Phanotyp A baerii  A.gueldenst. A.ruthenus A. stellatus H. huso
A 0,720 0,764 0,963 1,000 0,779
AB 0,280 0,236 0,037 0,000 0,221
B 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000

Auffalig war, dass trotz des beobachteten heterozygoten Phanotyps AB bel den drel
Spezies A. baerii, A. gueldenstaedtii und H. huso kein Individuum mit dem homozygoten
Phéanotyp B gefunden wurde. Die untersuchten Individuen der Art A. stellatus waren am
AK-Locus fur den Phénotyp A fixiert.
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Betrachtet man die Phanotypfrequenzen innerhdb Spezies, konnten zwischen
Herkinften - auler bel A. stellatus, die fur das Alld a fixiet waren - Unterschiede
festgestd |t werden, wie exemplarisch fr A. baerii in Tabelle 8 dargestdlt.

Tab. 8 Gegentberstdlung der  AK-Phénotypfrequenzen zwischen den verschie-
denen Herkiinften der Spezies A. baerii

Herkunft
Phanotyp B C E F
A 0,860 0,533 1,000 1,000
AB 0,140 0,467 0,000 0,000
B 0,000 0,000 0,000 0,000

Das dleinige Vorkommen des Phanotyps A innerhdb einer Herkunft konnte auch bel
den anderen Spezies beobachtet werden.

4.1.2 Albumine (ALB)

Waéhrend sch die Spezies A. baerii und A. gueldenstadtii bei der Untersuchung

dieses Plasmaproteins ads sehr heterogen erwiesen, konnten bei A. ruthenus nur dre

CDF __ BCF CE BBDB B B B D D D
CF BC ACD

Abb. 6 Beaspide verschiedener Phanotypen in dem System ALB
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und be A. stellatus nur zwel Phénotypen beobachtet werden. H. huso war an diesem
Locus fir den Phanotyp D fixiert (Sehe Abb. 6 und Tab. 9).

Wie Tabdle 9 entnommen werden kann, traten bestimmte Phanotypenklassen nicht in
dem Untersuchungsmateria auf, wiez.B. A, AB, €c..

Tab. 9 Phéanotypfrequenzen der untersuchten Spezies an dem System ALB

Spezies
Phéanotyp A. baerii  A.gueldenst. A.ruthenus A. stellatus H. huso
ACD 0,000 0,049 0,000 0,000 0,000
B 0,072 0,000 0,357 0,833 0,000
BC 0,180 0,000 0,464 0,167 0,000
BD 0,036 0,000 0,179 0,000 0,000
BF 0,108 0,000 0,000 0,000 0,000
BCD 0,000 0,016 0,000 0,000 0,000
BCF 0,279 0,000 0,000 0,000 0,000
BDF 0,009 0,000 0,000 0,000 0,000
C 0,000 0,049 0,000 0,000 0,000
CD 0,000 0,115 0,000 0,000 0,000
CE 0,000 0,066 0,000 0,000 0,000
CF 0,288 0,180 0,000 0,000 0,000
CDE 0,000 0,180 0,000 0,000 0,000
CDF 0,009 0,246 0,000 0,000 0,000
CEF 0,000 0,033 0,000 0,000 0,000
D 0,000 0,000 0,000 0,000 1,000
DF 0,009 0,066 0,000 0,000 0,000
E 0,009 0,000 0,000 0,000 0,000

Be A. baerii und A. gueldenstaedtii konnten insgesamt neun bzw. zehn verschiedene
Phanotypen in dem System ALB beobachtet werden. Dagegen wiesen A. ruthenus drei
und A. stellatus zwe Phanotypen auf. H. huso war fur den Phénotyp D fixiert. Wahrend
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besimmte Phénotypen gleichzeitig bei mindestens zwel Arten auftraten, konnten auch

solche Klassen beobachtet werden, die nur be einer der finf Spezies zu finden war, wie

z.B. der Phénotyp CDE bei A. baerii.

4.1.3 Esterase-D (EST-D)

Auch an diesam Locus konnte eine grof3ere Heterogenitdt innerhadb der Spezies
A. baerii und A. gueldenstaedtii gegentiber den drel anderen Arten festgestellt werden.
Sechs unterschiedliche Phénotypen wurden bel A. baerii, acht bel A. gueldenstaedtii, drel
ba A. ruthenus und zwe be A. stellatus festgestelt. Individuen dler untersuchten
Herkinfte der Spezies H. huso waren an dem EST-D-Locus fur den Phanotyp A fixiert

(Tab. 10).

Tab.10  Phanotypfrequenzen der finf Acipenserinae an dem EST-D-Locus

Spezies
Phéanotyp A. baerii  A.gueldenst. A.ruthenus A. stellatus H. huso
A 0,000 0,000 0,000 0,833 1,000
AB 0,000 0,222 0,000 0,167 0,000
ABC 0,000 0,056 0,000 0,000 0,000
ABD 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
ABCD 0,000 0,111 0,000 0,000 0,000
B 0,504 0,097 0,000 0,000 0,000
BC 0,176 0,181 0,000 0,000 0,000
BCD 0,192 0,236 0,000 0,000 0,000
BD 0,000 0,069 0,107 0,000 0,000
C 0,096 0,028 0,000 0,000 0,000
CD 0,024 0,000 0,750 0,000 0,000
D 0,008 0,000 0,143 0,000 0,000
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Die Phéanotypenklassen ABC und ABCD traen nur be der Spezies
A. gueldenstaedtii auf. Dagegen waren die anderen Phénotypen jeweils be zwel
verschiedenen Spezies vertreten. Die Phanotypenklassen AC, ACD und AD konnten in
dem Untersuchungsmeateria nicht beobachtet werden.

Abbildung 7 zeigt Begpide verschiedener Phanotypen der sch unter UV-Licht
darstellenden EST-D.

B BC A ABCD A AB D

Abb. 7 Beispiee verschiedener Phanotypen am Locus EST-D

4.1.4 Glucosephosphatisomer ase (GPI)

Uber die fiinf untersuchten Spezies konnten insgesamt vier verschiedene Phanotypen
am GPl-Locus beobachtet werden. Abbildung 8 zeigt ein Pherogramm der GPl von
unterschiedlichen Individuen.

BC A AB ABC A A A A A A

Abb. 8 Pherogramm der GPI von Individuen der verschiedenen Spezies
A. b. = A baerii; A. g. = A. gueldenstaedtii; A. r. = A. ruthenus; A. s. =
A. stellatus; H. h. = H. huso
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Die einzige Spezies, welche die vier beobachteten Phéanotypen A, AB, ABC und BC
aufwies, war A. baerii. Dagegen konnte bei A. gueldenstaedtii der Phanotyp BC nicht
festgestel It werden. Die drei anderen Spezies waren fur den Phanotyp A fixiert (Tab. 11).

Tab.11  Phanotypfrequenzen der finf Storarten am GPI-Locus

Spezies
Phéanotyp A. baerii  A.gueldenst. A.ruthenus A. stellatus H. huso
A 0,024 0,111 1,000 1,000 1,000
AB 0,675 0,528 0,000 0,000 0,000
ABC 0,293 0,361 0,000 0,000 0,000
BC 0,008 0,000 0,000 0,000 0,000

Im Untersuchungsmaterid traten die drei Alldle a, b und ¢ an diesem Locus auf. Die
Phanotypen AC, B und C konnten hingegen nicht beobachtet werden.

415 Phosphoglucomutase (PGM)

Dieser Locus war dadurch charakterisert, dass tber dle Individuen die Allde a b und
¢ immer in Verbindung mit dem Alle d auftraten (Sehe Abb. 9). Wéahrend die Spezies
A.baerii und A. ruthenus auschliefdich den Phénotyp AD aufwiesen, war
A. gueldenstaedtii an diesem Locus fir den Phanotyp BD und A. stellatus fur CD fixiert.
Demgegentiiber wies H. huso ds enzige von den untersuchten Arten den Phénotyp ABD
neben dem Phénotyp BD auf (Tab. 12).
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A.Db. A.g. A.r. A.s H. h.

AD AD BD BD AD AD CD CD ABD AD

Abb. 9 Pherogramm der PGM von Individuen der verschiedenen Spezies
A. b. = A baerii; A. g. = A. gueldenstaedtii; A. r. = A. ruthenus; A. s. =
A. stellatus; H. h. = H. huso

Tab.12  Phanotypfrequenzen der untersuchten Storspezies an dem PGM-Locus

Spezies
Phéanotyp A. baerii  A.gueldenst. A.ruthenus A. stellatus H. huso
AD 1,000 0,000 1,000 0,000 0,000
ABD 0,000 0,000 0,000 0,000 0,603
BD 0,000 1,000 0,000 0,000 0,397
CD 0,000 0,000 0,000 1,000 0,000
4.2 Ergebnisse der molekular genetischen Unter suchungen

Die molekulargenetischen Untersuchungen wurden - bis auf die Andyse der
Mikrosatdliten-Loci - an nur maxima zehn potentiel unverwandten Individuen pro Spezies
durchgefiihrt. Die Charakteriserung diessr zehn Tiere efolgte anhand der erhdtenen
Mikrosatelliten-Ergebnisse. Die Untersuchung der Mikrosatelliten-Loci wurde hingegen an
dlen Individuen der Herkiinfte A-G der funf Spezies durchgeftihrt.
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421 Ergebnisseder Mikrosatelliten-Analyse

Zu Beginn der Mikrostdliten-Andyse  wurde in Vorversuchen  die
Amplifiketionsféhigkeit der jeweligen Primerpaare an drel Individuen der funf Spezies
untersucht. Hiefir wurden die ba MAY e al. (1997) beschriebenen
Resktionsbedingungen verwendet. Zeigten sich im Agarosege Amplifikationsprodukte an
dem betrachteten Locus, erfolgte ene Andyse mit dem Sequenzierautomaten ABI Prism
310. Andernfals wurde das Temperaturprofil und/oder die MgCh-Konzentration variiert.
Gleiches wurde auch dann durchgefiihrt, wenn an dem betrachteten Locus bei mehreren
Individuen der Spezies S6rende Artefakte auftraten oder keine Einordnung in enen der fir

eine Art moglichen Ploidiestatus vorgenommen werden konnte.

Von den neun vewendeten Mikrosatdlitenloci konnten nur LS19, LS-34,
LS-39 und LS54 bel den beiden Spezies A. baerii und A. gueldenstaedtii ausgewertet
werden. Be A. ruthenus, A. stellatus und H. huso kam zu den vier genannten noch der
Locus LS-68 hinzu, wobel der Locus LS54 bel A. ruthenus nicht amplifiziert werden
konnte (Tab. 13). Trotz Variation der verwendeten MgCh-Konzentration im PCR-Ansatz
und Anderung des PCR-Temperaturprofils konnten die tibrigen Mikrosatelliten-Loci nicht
amplifiziert bzw. ausgewertet werden. Letzteres war durch das Auftreten von storenden
Artefakten und/oder einem Peskmuster bedingt, so dass keine Einordnung der betrachteten
Spezies in einen bestimmiten Ploidiestatus maglich war.

Der Sequenzierautomat setzte die wéhrend der Elektrophorese registrierten Daten in
ein Elektropherogramm um. Die Allddetermination sowie die Alldquantifizierung erfolgte
manudl im Anschluss an den Lauf. Daba MAY et al. (1997) Informationen Uber Grofe-
und Wiederholungamotiv von je einem Alld der df Mikrosatdliten-Loci gegeben waren,
konnten die erwarteten Allelgrolien daraus abgeleitet werden.
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Tab.13  Uberscht iber den Amplifikationsafolg und die Auswertbarkeit der
neun untersuchten Mikrosatelliten-Loci

Spezies
Locus A. baerii  A.gueldenst. A.ruthenus A. stellatus H. huso
LS-19 P(7) P (10) P (4) P(4) P (6)
LS-34 P(5) P (6) P(4) P(4) P(2)
LS-39 P(8) P (16) P(3) M? P (4)
LS54 P (14) P (15) -4 P (8) P (10)
LS57 NA3 NA NA NA NA
LS-58 - - - - -
LS-62 - - - - -
LS-68 NA NA P(12) P(9) P(7)
LS-69 NA NA NA NA NA

'Polymorpher, auswertbarer Mikrosatelliten-Locus unter Angabe der Anzahl an
beobachteten Allelen; 2Monomorpher, auswertbarer Mikrosatdlliten-Locus, *Nicht
auswertbarer Locus (Artefakte bzw. keine Einordnung in einen bestimmten Ploidiestatus
moglich); “Keine Amplifikation.

Im Gegensatz zu den biochemischen Markern konnte eine Allelquantifizierung Gber dle
Individuen fur solche Mikrosatelliten-Loci vorgenommen werden, die sch innerhadb ener
Spezies as di- und tetraploid dargtellten. Die Definition des Ploidiestatus bezog sich dabel
immer auf den betrachteten Locus innerhab einer Spezies und nicht auf die Spezies selbst.

Die Alldquantifizierung wurde wie nachfolgend beschrieben vorgenommen. An einem
diploiden Locus représentierte ein in dem erwarteten Grofenbereich detektierter Peak
dabel zwe Allde und an enem tetraploiden Locus vier Allde. Ein heterozygotes
Individuum besal3 an einem diploiden Locus zwei Pegks von unterschiedlicher Grofée (in
bp), d.h. zwea Allde. An enem tetrgploiden Locus wurde hingegen die Alldverteilung bel
zwel oder drel detektierten, unterschiedlich hohen Pesks aus dem Verhdltnis der im
Programm GeneScan V.2.1 aufgezei chneten Peakflachen abgdeitet (Abb. 10).
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123 bp

117 bp

Dye/Sample Minutas Siza Peak Halght Peak Arsa Data Point
Paak
26B,27 13.46 120.49 1772 11109 3670
268,28 13.53 123.43 617 4083 3690
18B,29 13.33 117.65 1350 8104 3634
18B,30 13.42 120.46 2498 15101 1658
18B,3 1 13.51 123.41 1088 6588 3683
Abb.10 Begpide fir die Abletung der Alldvertelung fir zwe Individuen von

A. gueldenstaedtii an dem Mikrosatelliten-Locus LS-39
a, zwe detektierte Pesks mit der Allelverteilung 3:1; b, drel detektierte
Pegks mit der Alldvertelung 1:2:1; ¢, GeneScan-Ergebnistabele; Alld-
grolen (bp) sind tber den Peaks angegeben

Im Folgenden werden die ausgewerteten Mikrosatelliten-Loci einzeln vorgestellt und
Alldfrequenzen der fiinf Spezies gegeniibergestd|t.
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4211 Mikrosatelliten-L ocus L S-19

LS19 présentierte sich bei dlen Individuen und Herkinften der Arten A. ruthenus,
A. stellatus und H. huso ds diploid. Bei A. baerii und A. gueldenstaedtii konnten
maxima vier verschiedene Allele bal Einzdtieren beobachtet werden (Abb. 11).

127 bp
130 bp
133 bp
136 bp

Abb.11  Elektropherogramm eines A. gueldenstaedtii mit vier Allden am Mikro-

satelliten-Locus LS-19
Allelgrofen sind Uber den Peaks angegeben

Wie in der Abbildung 11 zu sehen ig, wiesen die ausgewertelen Amplifi-
kationsprodukte an diesem Locus Doppel peaks auf.

Bel den Spezies A. baerii, A. gueldenstaedtii und H. huso fid auf, dass zwischen
dem kleinsten und grofden Allel enige Allelgrofen nicht beobachtet werden konnten (Tab.
14). Dagegen waren bei A. ruthenus und A. stellatus keine Alldliicken vorhanden.

Besonders deutlich war dies bei H. huso festzustdllen. Bei dieser Spezies differierte das

kirzeste (127 bp) von dem né&chdgroleren Alld mit 145 bp um sechs

Wiederholungseinheiten. Insgesamt konnten Uber die finf Spezies 13 verschiedene Allde
zwischen 118 und 157 bp beobachtet werden, wobel das Alld mit 121 bp bei keiner
Spezies vorkam. Aufgrund des tetrgploiden Status der Spezies A. baerii ud

A. gueldenstadtii konnten an diesem Mikrosatelliten-Locus Nulladlele detektiert werden

(Abb. 12).
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118 bp

136 bp
139 bp

Abb.12 Beguid fir en detektiertes Nulldld eines A. baerii-Individuums an dem
Mikrosatelliten-Locus LS-19
Allegrofiien (bp) sind Uber den Peaks angegeben

Tab.14  Beobachtete Allele und berechnete Allelfrequenzen an dem Locus LS-19

Allelgrofen Spezies
(bp) A. baerii  A.gueldenst. A.ruthenus A. stellatus H. huso
118 0,027 0,016 0,000 0,000 0,000
121 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
124 0,000 0,006 0,000 0,000 0,000
127 0,056 0,401 0,000 0,000 0,147
130 0,031 0,022 0,013 0,295 0,000
133 0,634 0,486 0,737 0,500 0,000
136 0,243 0,034 0,237 0,167 0,000
139 0,000 0,006 0,013 0,038 0,000
142 0,000 0,003 0,000 0,000 0,000
145 0,003 0,022 0,000 0,000 0,015
148 0,000 0,000 0,000 0,000 0,404
151 0,006 0,000 0,000 0,000 0,022
154 0,000 0,003 0,000 0,000 0,147
157 0,000 0,000 0,000 0,000 0,265




ERGEBNISSE 85

4212 Mikrosatelliten-L ocus L S-34

Insgesamt  konnten Uber dle fUnf untersuchten Arten sechs verschiedene Allde
zwischen 134 bp und 149 bp an diesem Locus detektiert werden. A. gueldenstaedtii
présentierte Sch as die Spezies mit der grofden Heterogenitét. Demgegeniber wies
H. huso die geringste Variahilitét an diesem Locus mit zwe beobachteten Allden bei sehr
grof3en Frequenzunterschieden zwischen diesen auf. (Tab. 15).

Tab.15  Beobachtete Allele und berechnete Allelfrequenzen an dem Locus LS-34

Allelgrofen Spezies
(bp) A baerii  A.gueldenst. A.ruthenus A. stellatus H. huso
134 0,370 0,072 0,000 0,000 0,000
137 0,003 0,081 0,053 0,088 0,007
140 0,477 0,611 0,184 0,013 0,993
143 0,123 0,047 0,684 0,050 0,000
146 0,027 0,177 0,079 0,850 0,000
149 0,000 0,012 0,000 0,000 0,000

Wie schon an dem Locus LS-19 beobachtet werden konnte, waren auch hier die
beiden Arten A. baerii und A. gueldenstaedtii tetragploid. Die drei anderen Spezies wiesen

einen diploiden chromosomaen Status an diesem Mikrosatdliten-L ocus auf.

Da be enigen Individuen der Spezies A. baerii und A. gueldenstaedtii triploide
Genotypen beobachtet werden konnten, ist davon auszugehen, dass es dch hierbe um
Tieremit Nulldlelen handdte.
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Abb.13 Besid fir en heerozygotes Individuum der Spezies A. ruthenus an
dem Mikrosatelliten-Locus LS-34
Allegrofiien (bp) sind Uber den Peaks angegeben

4213 Mikrosatelliten-Locus L S-39

Insgesamt wurden 17 Alldle Uber dle Individuen und Spezies in eéinem Grol¥enbereich
von 108 bis 156 bp an dem Mikrosatelliten-Locus L S-39 detektiert (Tab. 16).

Von den 17 beobachteten Allelen traten 16 bei A. gueldenstaedtii, acht bei A. baerii,
vier ba H. huso und dre Allde ba A. ruthenus auf. Alle Individuen der Spezies
A. stellatus waren an diesem Locus fir das Alld von 111 bp fixiert. Dieses Alld trat
zudem nur bel dieser Storart auf. LS-39 wurde daraufhin an den drei Kaviarsorten Beluga
(H. huso), Ossetra (A. gueldenstaedtii) und Sevruga (A. stellatus) amplifiziert. Nur der
Sevruga-Kaviar wies das Fragment von 111 bp auf (Abb. 14).

Im Gegensatz zu den untersuchten Individuen der Spezies A. gueldenstaedtii, welche
maxima vier Peaks an diesem Locus aufwiesen, konnten beim OssetraKaviar seben
Peaks mit den Grofzen 120, 123, 126, 132, 135, 150 und 153 bp detektiert werden.
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Tab.16  Beobachtete Allele und berechnete Allelfrequenzen an dem Locus LS-39

Allelgrofzen Spezies
(bp) A baerii  A.gueldenst. A.ruthenus A. stellatus H. huso
108 0,000 0,019 0,013 0,000 0,000
111 0,000 0,000 0,000 1,000 0,000
114 0,000 0,015 0,000 0,000 0,580
117 0,075 0,017 0,000 0,000 0,000
120 0,375 0,068 0,461 0,000 0,000
123 0,460 0,223 0,526 0,000 0,051
126 0,000 0,012 0,000 0,000 0,362
129 0,000 0,185 0,000 0,000 0,000
132 0,002 0,004 0,000 0,000 0,000
135 0,020 0,031 0,000 0,000 0,000
138 0,059 0,247 0,000 0,000 0,000
141 0,000 0,005 0,000 0,000 0,000
144 0,002 0,014 0,000 0,000 0,000
147 0,006 0,036 0,000 0,000 0,000
150 0,000 0,109 0,000 0,000 0,007
153 0,000 0,009 0,000 0,000 0,000
156 0,000 0,006 0,000 0,000 0,000

Wie schon bel den Mikrosatelliten-Loci LS-19 und LS-34 konnten bei enigen
Individuen der Arten A. baerii und A. gueldenstadtii nur drei Allele beobachtet werden,
d.h. Nulldlee traten auch an diesem Locus auf.
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Vergleich der Amplifikationsprodukte des Mikrosatelliten-Locus LS-39

Abb. 14
von drel verschiedenen Kaviarsorten
a, BdugaKaviar (H. huso); b, Ossetra-Kaviar @. gueldenstaedtii) und
¢, SevrugaKaviar (A. stellatus); AlldgroRen sind Uber den Pesks
angegeben
4214 Mikrosatelliten-L ocus L S-54

Der Mikrosatdlliten-Locus LS-54 konnte nicht bei A. ruthenus amplifiziet werden.
Mit 14 bzw. 10 detektierten Allden wies LS54 bei A. baerii und H. huso den
héchsten Polymorphiegrad von den Mikrosatdlliten-Loci auf, an denen flr ale Spezies

Allefrequenzen berechnet werden konnten.
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Tab.17  Beobachtete Allele und berechnete Allelfrequenzen an dem Locus LS54

Allelgrofien Spezies
(bp) A baerii  A.gueldenst. A. stellatus H. huso
165 0,000 0,000 0,039 0,000
169 0,000 0,000 0,026 0,000
173 0,000 0,028 0,105 0,000
177 0,029 0,000 0,092 0,000
181 0,000 0,000 0,026 0,000
185 0,000 0,009 0,132 0,000
189 0,020 0,014 0,237 0,000
193 0,148 0,097 0,342 0,000
197 0,015 0,037 0,000 0,000
201 0,294 0,060 0,000 0,000
205 0,011 0,066 0,000 0,000
209 0,126 0,228 0,000 0,000
213 0,000 0,034 0,000 0,224
217 0,254 0,171 0,000 0,015
221 0,060 0,009 0,000 0,007
225 0,020 0,234 0,000 0,000
229 0,000 0,006 0,000 0,007
233 0,009 0,003 0,000 0,000
237 0,002 0,006 0,000 0,209
241 0,009 0,000 0,000 0,239
245 0,000 0,000 0,000 0,254
249 0,000 0,000 0,000 0,022
253 0,000 0,000 0,000 0,007
269 0,002 0,000 0,000 0,000

285 0,000 0,000 0,000 0,015
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Zwischen dem kleingten Allel von 165 bp, das nur bei A. stellatus auftrat, und dem
grolten Allel von 285 bp, welches bal Individuen der Spezies H. huso beobachtet wurde,
lag ene Diffeeenz von 120 bp. Dies entspricht be einem Tetranukleotid-
Wiederholungsmotiv einem Unterschied von 30 Wiederholungsenheiten.

Auffdlig war, dass die beiden Arten A. stellatus und H. huso unterschiedliche, sich
nicht Uberschneidene Alldklassen besallen. Dagegen wiesen A, baerii und
A. gueldenstaedtii eine sehr heterogene Alldvertellung Uber den Grof¥ell der Allelklassen
auf.

Waéhrend ba A. stellatus jede Alldklasse zwischen dem kleingen und grofden
beobachteten Alld besetzt war, wiesen die drel Ubrigen Spezies unbesetzte Alleklassen
auf.

LS54 présentierte sich bel den Arten A. stellatus und H. huso ds ein diploider
Locus. Demgegeniber war e tetrgploid bel den beiden Spezies A. baerii und
A. gueldenstaedtii. Nulldlele konnten wiederum bel Individuen der beiden letztgenannten
Arten direkt durch en triploides Allemuster nachgewiesen werden.

4215 Mikrosatéelliten-L ocus L S-68

Waéhrend die Spezies A. ruthenus, A. stellatus und H. huso maximd zwe Allde an
LS68 aufwiesen und somit diploid an diesem Locus waren, présentierte sch
LS-68 bel den beiden Arten A. baerii und A. gueldenstaedtii ds putativer octaploider
Locus. Das bel den Individuen der beiden Spezies beobachtete Peakmuster gestattete
jedoch keine schere Alldquantifizierung (Abb. 15).

Von den ausgewerteten Mikrosatdlliten-Loci wies LS-68 sowohl bei A. ruthenus ads
auch A. stellatus den hochsten Polymorphiegrad mit zwolf bzw. neun detektierten Allelen
auf. Obwohl an diesem Locusfur A. baerii und A. gueldenstaedtii keine Berechnung von
Alldfrequenzen durchfihrbar war, konnten be A. baerii 15 Allde und be
A. gueldenstaedtii 28 Allele beobachtet werden. Der Vollstandigkeit halber wird fir diese
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beiden Spezies andelle der Allefrequenzen das Vorhandensain bzw. die Abwesenheit der
Peaks (Allele) in Tabelle 18 dargestd|t.

P [= £, i =
= 5 = L 0
o o0 .l |
1 = - [x Kl
i gt — = Rl

1 T

Abb.15  Nicht quantifizierbares Peskmuster am Mikrosatelliten-Locus LS-68 bei
enem Individuum der Spezies A. baerii
Allelgroien sind Uber den Peaks angegeben

Tab.18  Beobachtete Allde der finf Spezies an dem Mikrosatdliten-Locus LS-68

Allelgrofiien Spezies
(bp) A baerii  A.gueldenst. A.ruthenus A. stellatus H. huso
104 - X 0,000 0,000 0,000
116 - X 0,000 0,028 0,000
120 - X 0,000 0,069 0,000
124 - X 0,000 0,139 0,000
128 X X 0,000 0,153 0,000
132 - X 0,000 0,250 0,000
136 X X 0,000 0,139 0,923
140 X X 0,000 0,167 0,007
144 X X 0,000 0,042 0,000
148 X X 0,000 0,000 0,014
152 X X 0,000 0,014 0,000
164 - - 0,000 0,000 0,021
168 - - 0,028 0,000 0,000

176 X 0,125 0,000 0,000

x
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Tab.18  Fortsetzung

AllegrofEen Spezies
(bp) A. baerii  A.gueldenst. A.ruthenus A. stellatus H. huso
180 X X 0,056 0,000 0,000
184 - X 0,278 0,000 0,000
188 - X 0,000 0,000 0,000
192 - X 0,139 0,000 0,000
196 X X 0,111 0,000 0,000
200 X X 0,000 0,000 0,000
204 - X 0,056 0,000 0,000
208 X X 0,069 0,000 0,000
212 - X 0,028 0,000 0,000
216 - - 0,028 0,000 0,000
220 - X 0,000 0,000 0,000
224 X X 0,056 0,000 0,000
228 X - 0,000 0,000 0,021
232 X X 0,000 0,000 0,000
236 X X 0,028 0,000 0,000
240 - X 0,000 0,000 0,007
244 - X 0,000 0,000 0,000
248 - X 0,000 0,000 0,000
260 - - 0,000 0,000 0,007

'Kein Pesk dieser GroRe in den Elektropherogrammen der Individuen innerhab der
Sperzies vorhanden; “Beobachteter, nicht quantifizierbarer Pesk

Bem Veglach der dre dch an diesem Loc ds diploid présentierenden Spezies
A. ruthenus, A. stellatus und H. huso fid auf, dass keines der zwdlf b A. ruthenus
detektierten Allele bei den beiden anderen Arten vorkam. Von den neun bzw. seben
beobachteten Allelen bal A. stellatus bzw. H. huso kamen nur die Fragmente mit einer
Grof3e von 136 und 140 bp bel beiden Spezies vor. Allerdings traten fast sdmtliche Allele
dieser Speziesauch ba A. baerii und A. gueldenstaedtii auf.
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4.2.1.6 Test der Stichproben auf Har dy-Weinber g-Gleichgewicht
Sowohl die Stichprobengiite der Herkiinfte mit einer Stichprobengréf3e von n3 10 ds
auch die Stichprobengiite der einzelnen Spezies wurden mittels des ¢’ Tests auf das

Hardy-Weinberg-Gleichgewicht (HWG) hin untersucht.

Tab.19 Tedt da Spezies und Herkinfte innerhdb der Spezies auf Hardy-

Weinberg-Gleichgewicht
Mikrosatdlliten-Locus
Spezies Herkunft n LS19 LS34 LS39 LS54 LS68
A. baerii B,C,E,F 125 *kk *kk *kk *kk (@)
B 50 kK kK n.s. n.s. Q)
C 60 *k* * *k* *k* (1)
F 13 n.s. n.s. n.s. *x Q)
A.gueldenst. C,E,F,G 91 *kk *x *kk *hk (@)
C 60 * k% ** * k% * k% (1)
F 10 kK n.s. kK n.s. @
G 19 * k% n.s. * k% * k% (1)
A. ruthenus A EF 38 n.s. n.s. n.s. 2 kK
A 10 n.s. n.s. n.s. 2 *Hk
F 21 n.s. n.s. *x 2 n.s.
A. stellatus D,E,F,G 38 n.s. kK 3 n.s. *
F 20 n.s. *Hk 3 n.s. n.s.
G 15 n.s. * 3 n.s. n.s.
H. huso D,EF,G 72 *kk n.s. *kk *hk *hk
D 50 * k% (3) * k% * k% * k%
F 16 *hx (3) *hx n.s. 3

Sgnifikenzen: p £ 0,001 =***; p £0,01 =**; p £ 0,05="*; p3 0,05 =n.s; (1) nicht
auswertbarer Locus, (2) keine Amplifikation; (3) Alldfixierung.
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Be der Betrachtung der Spezies wurden dabel die Alldfrequenzen an den einzelnen
Loci Uber dle Herkiinfte gepoolt berechnet. Fir den c*Test wurden die
Beobachtungswerte der Genotypfrequenzen aus dem Datenmaterid abgeleitet. Die
Berechnung der Erwartungswerte erfolgte unter Verwendung der Allelfrequenzen und der
Individuenzahl mit dem Programm EWERTE (BRANDT 1998).

Innerhalb der gepoolten Daten befanden sich A. ruthenus, A. stellatus und H. huso
jeweils an mindestens einem Locus im HWG. Keine der drel Spezies erflllte jedoch Uber
dle Lod, fir die der c>Test berechnet werden konnte, das HWG. A. baerii und
A. gueldenstaedtii waren an den vier betrachteten Loci hochsgnifikant vom HWG
verschieden.

Die Auswvetung der enzednen Herkinfte innerhdb der Spezies mit ener
Stichprobengrolie von n 3 10 zegte ebenfdls, dass keine Herkunft das HWG Uber dle
andyserbaren Loci hinweg erflllen konnte,

4217 Auswahl von potentiel unverwandten Individuen innerhalb der

Spezies

Zehn potentidl unverwandte Individuen wurden je Spezies fur die Durchfiihrung der
Methoden RAPD, SINE-PCR, Inter-SSR-PCR und AFLP ausgewahlt. Die Selektion von
Tieren, die aus dersdben Hekunft sammten, efolgte innerhdb Spezies anhand
unterschiedlicher Mikrosatd liten-Genotypen. Von diesen Individuen wurde ebenso wie von

Tieren aus verschiedenen Herkiinften angenommen, dass sie unverwandt seien.

4.2.2 Ergebnisse der RAPD

In Voruntersuchungen wurden die einzelnen in der RAPD-PCR verwendeten Primer
auf ihr Amplifikationgpotentid hin getestet. Je Spezies wurden hierfir drel Individuen
unterschiedlicher Herkiinfte ausgewahlt.
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4221 Ergebnisse der Oligonukleotide des Operon Kit H

Von den 20 Oligonukleotiden des Operon Kit H erbrachten 17 eine unterschiedliche
Anzahl an Amplifikationsprodukten in der RAPD-PCR. Bel der Verwendung der drel
Primer OPH-10, OPH-16 und OPH-17 konnten nach der Agarosegel-Elektrophorese
keine Fragmente beobachtet werden. Die nach der dektrophoretischen Auftrennung im
1,4%igen (w/v) Agarosegd visudiserten Fragmentmuster von 14 der 17 getesteten Primer
wiesen kene Speziesspezifitd auf. Haufig war die intragpezifische Variabilitét der
Bandenmuster hoher ds die interspezifische. Die Primer OPH-06, OPH-07 und OPH-11
zeigten in den Voruntersuchungen je en fir A. stellatus spezifisches Fragment mit ener
Grofe von ca. 500, 200 bzw. 300 bp, welches nicht bel den anderen Arten auftrat (Abb.
16).

TURE Eh
THRIE

R AR R =
:
" neEr

i
8 8888883

Abb.16 Im Agaosegd visudisete Amplifikationsprodukte des RADP-Primers
OPH-06 in dessen Voruntersuchung an je drel unverwandten Individuen
der finf Spezies
M = Molekulargewichtstandard (100 bp DNA Ladder Plus); A. b. =
A. baerii; A. g. = A. gueldenstaedtii; A. r. = A. ruthenus, A. s. =
A. stellatus; H. h. = H. huso; Das potentidl fir A. stellatus spezifische
Fragment wird durch einen Pfell markiert
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Das im Test aufgrund seiner Pogtion und Leuchtintensitét s potentiel A. stellatus-
ezifisch eingestufte Fragment konnte in der anschliel}enden Andyse bel dlen zehn
unverwandten Tieren dieser Art festgestellt werden. Es zeigte sch aber, dass dieses

Fragment ebenfdls ba zwe der zehn untersuchten A. gueldenstaedtii mit einer hohen
Leuchtintensitét auftrat (Abb. 17).

Abb.17 Dargdlung der mit dem Primer OPH-06 generierten Fragmentmuster bel
Seben zusitzlich untersuchten Individuen der Art A. guel denstaedtii
M = Molekulargewichtstandard (100 bp DNA Ladder Plus)

Die in den Voruntersuchungen mit den Primern OPH-07 und OPH-11 fir A. stellatus
potentiell artspezifischen Fragmente wurden bel seben wateren Individuen nicht einheitlich
amplifiziert.

Zusammenfassend |&sst 3ch festhaten, dass keiner der zwanzig eingesetzten 10 mer

Primer das Potentid besaly, Spezies anhand der generierten Fragmentmuster zu
differenzieren.
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4222 Ergebnisse der langen Primer

Bis auf den Primer Long-3 konnten mit den tbrigen 19 verwendeten Primern, die eine
Lange zwischen 17 und 34 Nukleotiden aufwiesen, Amplifikationsprodukte in der PCR
generiert werden. Nur mit den Primern Long-5 und Long-11 konnten in der
Voruntersuchung an den dre unvewandten Individuen pro Spezies potentiel
artcharakteristische Bandenmuster in der PCR erzeugt werden. Die drel Individuen der
Spezies A. gueldenstaedtii zeigten ein sehr heterogenes Fragmentmuster fir Long-5.
Demgegeniiber prasentierten sch die Individuen der Ubrigen vier Spezies mit sehr
homogenen, zwischen den Arten unterscheidbaren Bandenmugtern. Das mit Long-11
generierte  Fragmentmuster gedtattete eine Unterscheidung der Arten  A. ruthenus,
A. stellatus und H. huso. Die Beobachtungen wurden fir beide Primer an sieben weiteren
Individuen pro Spezies bestétigt.

M A.b. Ag Ar As Hh m

Abb.18 Dadgedlung der in der Voruntersuchung mit dem Primer Long5
generierten Fragmentmuster
M = Molekulargewichtstandard (100 bp DNA Ladder Plus); A. b. =
A. baerii; A. g. = A gueldenstaedtii; A. r. = A. ruthenus, A. s. =
A. stellatus; H. h. = H. huso
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Beide Primer wurden dann auf die Moglichkeit hin, Hybriden zu erkennen, untersucht.
Insgesamt wurden je zehn Individuen der Kreuzungen A. baerii X A. ruthenus,
H. huso x A. gueldenstaedtii, H. huso x A. ruthenus und H. huso x A. ruthenus) x
A. gueldenstaedtii untersucht. Das bel den Hybriden detektierte Bandenmuster erwies Sich
as sehr heterogen, s0 dass keine Rickschlisse auf die Kreuzungsdtern moglich waren
(Abb. 19).

M1 2 345 6 7 8 9101112 M

Abb.19 Dagdlung der mit Primer Long-5 generierten Fragmentmuster an zehn
Hybriden der Kreuzung H. huso x A. ruthenus
M = Molekulargewichtstandard (100 bp DNA Ladder Plus); 1 = A. ru-
thenus; 2 = H. huso; 3-12 = Hybriden

4.2.2.3 Wiederholbarkeit generierter Fragmentmuster

Die Wiederholbarkeit der generieten individudlen Fragmentmuster wurde
stichprobenhaft fir den 10-mer Primer OPH-06, Long-5 und Long-11 an Individuen der
verschiedenen Spezies Uberpriift.
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OPH-06 Long-5 Long-11
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Abb.20 Begpid zur Wiederholbarkeit der individudlen Fragmentmuster der
Primer OPH-06, Long-5 und Long 11 an einem Individuum der Spezies
A. ruthenus
M = Molekulargewichtstandard (100 bp DNA Ladder Plus); 1-3 =
intraindividuelle Wiederholung der RAPD-PCR

Abbildung 20 zeigt, dass eine geringe intraindividuele Varigbilitét in den generierten
Fragmentmustern bei zetlich getrennten, wiederholten Amplifikationen festgestellt werden
konnte. Diese war vor dlem auf die Prasenz/Abwesenheit von Banden schwacher
Leuchtintenstét und in Unterschieden hingchtlich der Leuchtintensitdt der Banden
zurlickzuftinren.

4.2.3 Ergebnisseder SINE-PCR

Wie schon bel der RAPD, wurden auch hier je Spezies drei Individuen verschiedener
Herkinfte getestet. Der verwendete Primer wurde anhand einer Konsenssequenz
kongtruiert, die aus SINE-Elementen mit einer tRNA"*-ghnlichen Region verschiedener
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Spezies abgeleitet wurde OHSHIMA et al. 1993). Trotzdem konnten unter stringenten
PCR-Bedingungen (1,5 mM MgCl, 50 °C Annedingtemperatur) Amplifikationsprodukte
generiert werden (Abb. 21).
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Abb.21  Geneiete Amplifikationgorodukte bel Individuen der finf Spezies in
der SINE-PCR
M = Molekulargewichtstandard (100 bp DNA Ladder Plus); A. b. =
A. baerii; A. g. = A. gueldenstaedtii; A. r. = A. ruthenus, A. s
A. stellatus; H. h. = H. huso

Innerhab der Spezies konnte eine Variabilitét hinachtlich des Auftretens bestimmiter
Fragmente festgestelt werden. Fragmente, welche eine eindeutige Artcharakteriserung
gedtatteten, wurden nicht beobachtet.

4.2.4 Ergebnisse der Inter-SSR PCR

Jeder der einzeln in der PCR eingesetzten funf Primer fihrte zu Amplifikations-
produkten. Die drei zu Dinukleotid-Wiederholungsmotiven homologen Primer ISSR1,
ISSR 2 und ISSR 3 generieten sehr komplexe Fragmentmuster, welche nur in
slbergefarbten, 6%igen (w/v) Polyacrylamidgelen dargestelt werden konnten. Auffalig

war, dass jeder dieser Primer ein intraspezifisch heterogenes Bandenmuster erzeugte.
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Abb.22  Dadgdlung der generieten Amplifikationsprodukte des Primers ISSR2
im slbergeférbten Polyacrylamidge
M = Molekulargewichtstandard (100 bp DNA Ladder Plus); A. b.
A. baerii; A. g. = A. gueldenstaedtii; A. r. = A. ruthenus, A. s.

A. stellatus; H. h. = H. huso
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Primer ISSR1 fihrte lediglich zu einem potentiel A. stellatus-spezifischen Fragment.
Die Verwendung des Primers ISSR2 erzeugte je ein potentid| artspezifisches Fragment fur
die beiden Spezies A. ruthenus und A. stellatus (Abb. 22). Der Primer 1SSR3 fihrte zu
keinem artspezifischen Amplifikationgprodukt be den finf untersuchten Spezies.

Aufgrund einer wesentlich geringeren Anzahl an Amplifikationsprodukten konnten die
generierten Fragmente der Primer 1ISSR4 und ISSR5 im 1,4%igen (w/v) Agarosege
dargestelt werden. Keiner der beaden Primer flhrte zu enem artspezifischen
Bandenmuster.  Intraspezifisch  heterogene  Fragmente  konnten besonders bel  der
Verwendung des Primers ISSR4 festgestel It werden (Abb. 23).

A.b. A.g A.r. A.s. H. h.

-'-E--—.---_-ﬁ::w—-—* -1.500
— -— g
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Abb. 23  Erzeugte Fragmentmuster bei Verwendung des Primers ISSR4
M = Molekulargewichtstandard (100 bp DNA Ladder Plus); A. b.
A. baerii; A. g. = A. gueldenstaedtii; A. r. = A. ruthenus, A. s
A. stellatus; H. h. = H. huso
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4.2.5 ErgebnissedesAFLP

4.25.1 Auswertung der generierten Fragmentmuster

Von den finf Spezies wurden im Rahmen der AFLP-Andyse je zehn unverwandte
Individuen untersucht. Im Bereich des Molekulargewichtstandards (50 bis 350 bp) konnten
Uber dle Arten insgesamt 297 unterschiedlich lange Fragmente mit dem Programm RFLP-
Scan detektiert werden.

Die Anzahl erzeugter AFLP-Banden schwankte innerhalb der Spezies zwischen
Individuen. Die Eckdaten der AFLP-Fragmente zwischen den Individuen derselben Storart

kénnen der Tabdle 20 entnommen werden.

Tab.20 Eckdaten der ausgewerteten AFLP-Fragmente innerhdb der  finf
untersuchten Spezies

Spezies

A. baerii  A.gueldenst. A.ruthenus A. stellatus H. huso

Maximum 59 49 76 58 77
Minimum 39 37 60 43 55
Mittelwert 48,20 42,60 68,80 49,60 66,20
Standardabw. 6,84 4,43 551 5,19 6,14

Da das Zid dieser Arbeit eine Artbesimmung von Einzdindividuen war, wurde an
dieser Stdlle auf den datistischen Vergleich der oben aufgeftihrten Mittelwerte verzichtet.

Die von dem Sequenzierautomaten LiCor aufgezeichneten Elektropherogramme der
Individuen konnten in Form enes sogenannten Image as Fragmentmuster visudl dargestelIt
werden. Das Bandenmuster sah innerhalb der Arten A. ruthenus, A. stellatus und H. huso
sehr homogen aus und unterschied sich zwischen den drel Spezies (Abb. 24).
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Abb.24  Image des LiCor der im AFLP generieten Fragmentmugter fur je funf
Individuen der untersuchten Spezies
M = Molecular Weight Marker; A. b. = A. baerii; A. g. = A. guelden-
staedtii; A. r. = A. ruthenus; A. s. = A. stellatus; H. h. = H. huso



ERGEBNISSE 105

Die amplifizierten Fragmentmuster von A. baerii und A. gueldenstaedtii waren von
denen der drel anderen Arten verschieden. Eine Unterscheidung der beiden Spezies war
dagegen anhand der Bandenmuster nicht moglich. Die interindividudlen Fragmentmuster
wiesen zudem visudl ba A. baerii und A. gueldenstaedtii eine hohere Variahilitét as bel
den Ubrigen Spezies aff.

Mit der Software RFLP-Scan wurden die Langen der einzelnen detektierten
Fragmente (bp) anhand des mit auf das Gd aufgetragenen Molekulargewichtstandards
berechnet. Ein Vergleich der kakulierten Fragmentlangen innerhab der Arten A. ruthenus,
A. stellatus und H. huso zeigte, dass eine hohere intraspezifische Variablilitédt vorhanden
war, ds die visudle Auswertung vermuten lief3. Dies spiegdte Sch auch in den Mittelwerten
der paarweisen Ahnlichkeitsindices (SI, siehe Kap. 3.2.6.2) wider, welche fir Individuen
innerhalb Spezies berechnet wurden (Tab. 21).

Tab.21  Mittlere Ahnlichkeitsindices und deren Standardabweichungen zwischen

Individuen innerhab ener Spezies

Spezies

A. baerii  A.gueldenst. A.ruthenus A. stellatus H. huso

Mittelwerte 0,253 0,239 0,578 0,645 0,493
Standardabw. 0,117 0,127 0,121 0,078 0,164

Die Individuen innerhab der Spezies A. ruthenus, A. stellatus und H. huso wiesen
eln intraspezifisch homogeneres Fragmentmudter ds die Individuen innerhab A. baerii und
A. gueldenstaedtii auf.

Innerhab der Individuenvon A. baerii konnte nicht eine Fragmentlange beobachtet
werden, die gleichzeitig be dlen zehn untersuchten Individuen vorkam. Gleiches traf auch
bel den zehn A. gueldenstaedtii zu. Innerhdb A. ruthenus traten 13 Fragmente auf, die
bel dlen zehn Individuen detektiert werden konnten. Diese Fragmente wurden auch be
Individuen der anderen Spezies festgestellt. Ba A. stellatus und H. huso wurden sieben
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bzw. drel intraspezifisch kongtant auftretende Fragmentl&ngen beobachtet. Auch hier waren
be den anderen Spezies Individuen mit den gleichen Fragmenten vorhanden.

4252 Berechnung des genetischen Distanzmal3es Do und Konstruktion

phylogenetischer Stammbéaume

Die Definition der Loc efolgte anhand der Uber dle Individuen ausgewerteten
Fragmente. Fir die Berechnung des genetischen Distanzmalles D, wurden Fragmente
unterschiedlicher Grolien als separate Loci betrachtet. Insgesamt konnten nach der
Auswertung 297 verschiedene Loci Uber ale Spezies detektiert werden. Die Berechnung
der Alldfrequenz des rezessiven Allels an eéinem Locus erfolgte nach der in Kapitel 3.2.6.2
angegebenen Formd [3]. Da in der Literatur kontroverse Andchten hindchtlich des
Ploidiestatus der Acipenseriformes bestehen, wurden die Spezies A. ruthenus,
A. stellatus und H. huso zuerst ds diploid (z = 2) und die Arten A. baerii und
A. gueldenstaedtii ds tetrgploid (z = 4) betrachtet. Ein weiterer Datensatz wurde erstellt,
in dem fir die drel erstgenannten Spezies ein tetraploider (z = 4) und fir die beiden anderen
Arten ein octaploider (z = 8) Status fir die Berechnung der Allefrequenzen angenommen
wurde. Die Alldfrequenzen der dominanten Allele wurden nach der Formd [4] ermittelt.
Auf der Bass der Alldfrequenzen wurden dann die durchschnittlichen genetischen Da-
Distanzen mit dem Programm DISPAN (OTA 1993) berechnet (Tab. 22).

Tab.22  Durchschnittliche genetische Da-Distanzen zwischen den funf Spezies

Spezies A.baerii A gueldenst. A.ruthenus A. stellatus  H. huso
A. baerii - 0,0138 0,0826 0,0861 0,0703
A. gueldenst. 0,0070 - 0,0832 0,0880 0,0682
A. ruthenus 0,0543 0,0554 - 0,0817 0,0697
A. stellatus 0,0681 0,0696 0,0632 - 0,0889
H. huso 0,0419 0,0409 0,0494 0,0710 -

z = 2 oder 4 oberhalb der Diagonden; z = 4 oder 8 unterhalb der Diagonalen
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Die berechneten durchschnittlichen Distanzwerte waren unter der Annahme eines di-
bzw. tetraploiden Status gegeniiber der tetra-/octaploiden Einordnung der Spezies leicht
erhoht.

Anhand dieser Daten wurden phylogenetische Stammbaume mit dem Programm
DISPAN (OTA 1993) rekongruiert. Die beiden in dem Programm implementierten
unterschiedlichen Verfahren UPGMA und Neighbor Joining, wurden zur Ergellung der
Stammbaume verwendet. Die Robustheit der erhaltenen AFLP-Dendrogramme wurde
durch 10.000 Bootstrap-Replikationen Uberpriift. Das Programm lieferte Stammbaume, an
deren Abzweigungen die erhatenen Bootstrap-Werte angegeben wurden. Je hoher dieser
Wert war, desto abgesicherter war diese Abzweigung.

a ..
100 A. baerii
51 A. gueldenstaetii
H. huso
— A. ruthenus
A. stdllatus
—
0,005
b .
100 A. baerii
68 A. gueldenstaedtii
H. huso
|7 A. ruthenus
A. stellatus
—
0,005

Abb.25  Phylogenetische Stammbaume auf der Bass der AFLP-Daten unter der
Annahme Di- bzw. Tetraploidie bei den Spezies
a, Dendrogranm nach dem UPGMA-Vefahren; b, Dendrogramm
nach dem Verfahren Neighbor Joining; Prozentude Bootstrap-Werte sind
Uber den Verzwegungen aufgefiihrt; Langenmalistédbe der genetischen
Diganz snd unterhdb der Dendrogramme gegeben
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Die in Abbildung 25 dargestdlten Stammb&ume wurden unter der Annahme eines
diploiden Status der Arten A. ruthenus, A. stellatus und H. huso sowie der
Charakteriserung von A. baerii und A. gueldenstaedtii as tetraploide Spezies generiert.
Beide nach verschiedenen Vefahren kondruierten Dendrogramme wiesen diesdbe
Topologie auf. A. stellatus stand basd zu den anderen vier Spezies. Unter den finf
betrachteten Storspezies wiesen die beiden Spezies A. baerii und A. gueldenstaedtii den
jungsten evolutiondren Ursprung auf. H. huso, welcher in der gangigen Systematik der
Gattung Huso angehort, wird in diesen Stammbaumen innerhalb der Acipenser gruppiert.
Allerdings wird die Plazierung dieser Spezies in beden Dendrogrammen nur durch

moderate Bootstrap-Werte bestétigt.
2 100 [ A baerii
87 A gueldenstaedtii
H. huso
] A. ruthenus
A. stellatus
| —
0,005
° 100 A. baerii
= A. gueldenstaedtii
H. huso
A. ruthenus
A. stellatus
—
0,005

Abb.26  Phylogenetische Stammbaume auf der Basis der AFLP-Daten unter der
Annahme tetra- bzw. octaploider Stati der Spezies
a, UPGMA-Dendrogramm; b, Neghbor  Joining-Dendrogramm;
Prozentude Bootstrap-Werte and Uber den Verzweigungen aufgeflhrt;
Langenmalistdbe der genetischen Didanz snd unterhdb der Dendro-
gramme gegeben
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Fur die Konstruktion der in Abbildung 26 dargestellten Dendrogramme wurde bel der
Berechnung der Alldfrequenzen je nach Spezies en tetra bzw. octaploider Status
angenommen. Diese beiden Dendrogramme glichen in der Topologie denen der in
Abbildung 25 dargestdlten Stammbé&ume. Im Gegensatz dazu wiesen die in der Abbildung
26 présentierten Dendrogramme wegen der hohen berechneten Bootstrap-Werte eine sehr
robuste Topologie auf.

4.2.6 Ergebnisse des mitochondrialen Cytochrom b (mt Cyt b)

Das vollstandige Cytochrom b (mt Cyt b) konnte unter Verwendung der Primer Cytb-
for.1 sowie Cytb-rev.1 in einer Standardreaktion generiert werden. Das PCR-Produkt
umfasste insgesamt 1211 bp. Das mt Cyt b selbst wurde durch 1140 bp codiert (BROWN
et al. 1989). Die anderen vier Primer wurden im Rahmen der Sequenzierung eingesetzt.
Des Weiteren wurde mit den Primern Cytb-for.1 und Cytb-rev.3 ein partielles Fragment
aus dem mt Cyt b amplifiziert.

4.2.6.1 Untersuchung eines partiellen Cyt b-Fragmentsim SSCP

Unter Verwendung der Primer Cytb-for.l und Cytb-rev.3 wurde von den zehn
potentiell unverwandten Individuen je Spezies sowie den Tieren der Herkunft G (Wildféange
aus Kaspischen Meer) ein 370 bp langes Fragment in der PCR generiert. Wahrend die
ersten 25 bp des Fragments inklusve der Primersequenz von Cytb-for.1l aus der mt
tRNA®Y  stammten, codierten die folgenden 345 bp fir die esen 115
N-terminalen Aminosauren des mt Cyt b. Das Fragment wurde im SSCP-Verfahren fir die
Untersuchung nach innerartlichen Haplotypen eingesetzt.

Be den untersuchten Individuen der Spezies A. baerii, A. ruthenus, A. stellatus und
H. huso konnten keine intraspezifische Variaionen in dem SSCP-Muster des 370 bp
Fragments festgestdllt werden. Demgegentiber traten vier verschiedene Haplotypen bel
unterschiedlichen Individuen der Art A. gueldenstaedtii auf (Abb. 27).
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Ein interspezifisch differenzierbares, artcharakteristisches SSCP-Muster konnte bel
den Spezies A. ruthenus, A. stellatus und H. huso und den beiden Individuen von
P. spathula beobachtet werden. Dagegen konnte ein bei A. gueldenstaedtii auftretender
Haplotyp nicht von dem sch ba A. baerii darstellenden SSCP-Mudter differenziert
werden. In der SSCP-Analyse konnten ferner aufgrund gleicher Konformationen der
Einzdgrange ebenfdls nicht A. naccarii und A. persicus und der Haplotyp 3 der Spezies
A. gueldenstaedtii (AG3) unterschieden werden (Abb. 27)

A.b. A.g.2 A.g4 A.p. A.s P.s
A.gl1 A.g3 A.n. A.r. H. h.

Abb. 27 Daddlung der inter- und intraspezifisch detektierten Haplotypen eines
370 bp grol¥en Fragmentsim SSCP nach der Silberfarbung
A.b. = A baerii; A. g. 1-4 = A. gueldenstaedtii, Haplotypen 1-4; A. n. =
A. naccarii; A. p. = A. persicus; A. r. = A. ruthenus; A. s. = A. stellatus;
H. h. = H. huso und P. s. = P. spathula

4.2.6.2 Sequenzier ungser gebnisse desmt Cyt b

Das vallsténdige mt Cyt b wurde von je einem Individuum der Spezies A. baerii,
A. gueldenstaedtii, A. naccarii, A. ruthenus, A. stellatus, H. huso und P. spathula
sequenziert. Von der Spezies A. gueldenstaedtii wurden drel weltere Individuen der
Herkunft G (Wildfange) sequenziert, da se im SSCP unterschiedliche Haplotypen
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zueinander und zu dem oben erwéhnten Tier aufwiesen. Ebenso erfolgte die Sequenzierung
des mt Cyt b von den vier Individuen der Art A. persicus. Von dlen Individuen wurden
beide Strdnge sequenziet und die erhdtenen Sequenzen mit dem Programm
SequenceEditor V.1.0.3 gegeneinander abgeglichen.

Abbildung A-1 (Anhang) zeigt enen Vegech de protencodierenden
Nukleotidsequenzen des mt Cyt b Uber die verschiedenen Spezies. Neben den eigenen
ermittlten wurden zuséizlich die in den Sequenzdatenbanken verflgbaren mt Cyt b-
Sequenzen von A. transmontanus (Accession number X14944) und die drei ausgewahliten
Individuen der Arten des Genus Scaphirhynchus (Accession numbers. U55994, U56985,
U56987) in der Abbildung A-1 dargestdlit.

Bel keiner der betrachteten Spezies konnte ein DNA-codiertes Terminationscodon
beobachtet werden. Bei jeder Spezies folgte der proteincodierenden Nukleotidsequenz, die
1140 bp umfasste, die Base Thymin (T) .

Tabelle 23 gibt eine Ubersicht Uber die durchschnittliche Gesamtfrequenz der vier
Basen Adenin (A), Thymin (T), Guanin (G) und Cytosin (C) sowie deren Frequenzen an
den einzelnen Codonpositionen Uber dle Individuen und Spezies.

Tab.23  Uberscht Uber die durchschnittliche Basenfrequenz im mt Cyt b sowie
deren Freguenzen an den drel Nukleotidpositionen der Codons Uber dle

Individuen und Spezies der betrachteten Acipenseriformes

Base
A T C G
Durchschnitt 27,0 26,0 31,8 15,2
Codonposition 1 24,8 22,8 27,2 25,2
Codonposition 2 20,8 40,4 25,1 13,7
Codonposition 3 35,6 14,7 43,1 6,6

Es zeigte dch, dass an den verschiedenen Codonpositionen stark unterschiedliche
Basenfrequenzen auftraten. Wéhrend die vier Basen an der ersten Codonpostion
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anndhrend gleiche Frequenzen aufwiesen, konnte an der zweiten Codonpostion ene
Uberdurchschnittlich erhohte Frequenz des T und ene unterdurchschnittliche Frequenz von
G festgestel It werden. Die dritte Codonposition wies zu ca. 80 % die Base A oder C auf.

Insgesamt konnten Uber dle im Rahmen dieser Arbet untersuchten und in den
Datenbanken verfligbaren Sequenzen 273 variable Nukleotidpositionen detektiert werden.
Davon entfielen 42 auf die erste, sechs auf die zweite und 225 auf die dritte Codonposition.
Von den 380 Codons des mt Cyt b waren 236 variabel, aber nur das Codon 357 wies
Uber die betrachteten Sequenzen Polymorphismen an alen drei Nukleotidpositionen auf.

Sehr auffélig war, dass der Haplotyp AG4, welcher von einem A. gueldenstaedtii aus
der Adrachaner Region (Herkunft G) sammte, keine Nukleotidsubstitution im Vergleich zu
A. baerii aufwies. Darlber hinaus konnten zwischen den Individuen der Spezies
A. gueldenstadetii (ohne AG4), A. naccarii und A. persicus maximal acht Trangtionen
und eine Transverson beobachtet werden. Zwischen den in der GenBank verfligbaren
Individuen der drei Arten der Gattung Scaphirhynchus konnten ebenfdls maxima acht
Trangtionen, wovon keine fir ene Spezies fixiert war, detektiert werden. Die meisten
Nukleotidsubstitutionen der einzelnen Arten aus der Gattung der Acipenseridae wurden zu
der Spezies P. spathula festgestdlt. Mit 150 beobachteten Nukleotidsubstitutionen (106
Trangtionen, 44 Transversonen) wies H. huso dabe die geingse Differenz zu
P. spathula auf, wohingegen das Individuum S, platorhynchus SD2 (Accesson number
U56988) mit 162 detektierten Nukleotidsubstitutionen (111 Trangtionen, 51

Transversonen) die grofde Differenz zu P. spathula besal3.

Die Nukleotidsequenz wurde mit dem Programm SequenceEditor V. 1.0.3 unter
Vewendung des mitochondridlen genetischen Codes (fir Mammalia) in de
Aminosiuresequenz trandatiert. Die Primarstruktur des mt Cyt b-Proteins bestand aus 380
Aminosauren. In Abbildung 28 wird exemplarisch die deduzierte Aminosiuresequenz eines

A. baerii-Individuums dargestdit.
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1 MANI RKTHPL LKI | NGAFI D LPTPSNI SYW WNFGSLLGLC LVTQ LTGLF 50
51 LAMHYTADI S TAFSSI AHI C RDVNYGWLI R NI HANGASFF FI CLYLHVAR 100
101 GWYGSYLQK ETWNI GVI LL LLTMMTAFVG YVLPWGOQVSF WGATVI TNLL 150
151 SAFPYI GDTL VQW WGGFSV DNATLTRFFA FHFLLPFVI A GASM HLLFL 200
201 HQTGSNNPTG LNSDADKVTF HPYFSYKDLL GFI LMLVGAT SVALFSPNLL 250
251 GDPDNFTPAN PLVTPPHI KP EWYFLFAYAI LRSI PNKLGG VLALLFSI LI 300
301 LMVPVLHTS KORGNTFRPL SQ LFWALVA DMLVLTW GG QPVEHPFVLI 350
351 GQVASTVYFA LFLI ALPLTG LLENKALNWN 380

Abb.28  Aus der Nukleotidsequenz deduzierte Aminoséuresequenz des mt Cyt b

von A.baerii

Ein vollsdndiger Vergleich der Aminosauresegquenzen des mt Cyt b der verschiedenen
Spezies is im Anhang (Abb. A-2) zu finden. Die Individuen A. gueldenstaedtii 1-3 und
A. persicus 2-4 wurden der Ubersicht halber in der Abbildung A-2 zusammengefasst, da
Se identische Aminosauresequenzen aufwiesen. Zwischen den in der GenBank verfligbaren
Sequenzen von verschiedenen Individuen der drel Arten der Gattung Scaphirhynchus
konnte an keiner Postion en Aminosaureaustausch festgestelt werden. Daher wurde
anddle der einzdnen Arten das Genus beim Vergleich der Primérstruktur des Proteins
aufgefihrt.

Insgesamt konnten in dem Datenmateria 24 variable Aminosdurepositionen festgestel It
werden (Tab. 24). Nur an den beiden Pogtionen 306 und 357 wurden dre
unterschiedliche Aminoséuresubgtitutionen Uber dle Sequenzen detektiert. Die Ubrigen
variablen Pogtionen wiesen jewels zwea unterschiedliche Aminosduren auf. An den
Pogitionen 23, 155, 219, 233, 327 und 369 konnten Austausche von Aminosduren mit
unterschiedlichen Eigenschaften festgestellt werden. Wahrend an der Pogition 155 die
Spezies A. transmontanus eine Asparaginsaure (D) aufwies, welche eine saure Saitenkette
hat, war bei den anderen Individuen/Spezies die ungdladene polare Aminoséure Tyrosin
(Y) vorzufinden. An den redlichen finf der oben ewahnten Postionen fanden
Subdtitutionen zwischen jewells verschiedenen unpolaren bzw. ungdadenen polaren
Aminosauren gatt. Des Waeiteren fielen die beiden Positionen 33 und 241 bel P. spathula
im Verglech zu den anderen Individuen/Spezies auf. Wéhrend die redlichen
Individuen/Spezies an der Position 33 ein unpolares Phenyldanin (F) aufwiesen, war hier
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bel P. spathula ungeladenes polares Serin (S) vorhanden. Dagegen wies P. spathula an
Pogtion 241 ein Serin auf, welches in den Ubrigen Aminosiuresequenzen durch en
unpolares Alanin (A) subgtituiert war. An den verbliebenen 16 variablen Positionen konnten
jewells Subdtitutionen zwischen Aminosiuren mit gleichen Eigenschaften festgestellt
werden. Davon fanden 15 Subditutionen zwischen unpolaren Aminosauren tett. An
Position 109 wurde ein Austausch zwischen ungeladenen polaren Aminosauren beobachtet.
Bei Betrachtung der sehr dhnlichen Aminoséuresegquenzen zwischen den DNA-Haplotypen
1-3 von A. gueldenstaedtii (AG1-3), A. naccarii und A. persicus konnten zwel
Aminosuresubstitutionen beobachtet werden. A. naccarii wies an der Aminosaureposition
188, ein Methion (M) angdle enesVdins (V) auf. A. persicus 4 unterschied sich von den
anderen Arten durch die Subditution enes Vdins (V) durch en Alanin (A) an der
Aminosaureposition 353.

Diebe A. naccarii vorgefundene Aminosduresubgtitution an Postion 188 wurde
durch eine Trangtion (G ® A) an der ersten Codonposition bedingt. Aus diesem Grund
wurde von dem zweten Individuum dieser Art der die Mutation enthdtene partiele
Abschnitt ebenfdls sequenziert. Die beobachtete Transstion konnte auch bel diesem Tier
festgestd It werden.

4.2.6.3 Konstruktion phylogenetischer Sammbaume anhand des mt Cyt b

Unter Verwendung der p-Distanz in dem Programm MEGA V.1.0.2 (KUMAR et al.
1993) wurde en auf den Aminosiurensequenzen baserendes phylogenetisches
Dendrogramm mit dem Neighbor Joining-Verfahren kongtruiert (Abb. 29). Die Robustheit
der Topologie von dem rekongtruierten Stammbaum wurde durch einen Bootstrap-Test mit
1.000 Replikationen tberprift. Der Datensaiz enthidt dabe dle der im Rahmen dieser
Arbet sequenzierten Individuen. Fir eine korrekte Darstellung wurden zudem die in der
Sequenzdatenbank  erhdtlichen, vollsténdigen Sequenzen des mt Cyt b von A. trans-
montanus (EMBL accesson number: X14944) und die aler Individuen der Arten des
Genus Scaphirhynchus (GenBank accesson numbers: U55994, U56983-56988) mit
einbezogen. Als sogenannte Aullengruppen wurden die mt Cyt b-Sequenzen von



116 ERGEBNISSE

Polypterus ornatipinnis und Salmo salar verwendet (GenBank accesson numbers.
U62532, U12143). Aufgrund sehr grofer Distanzen der beiden Spezies zu den
Acipenseriformes wurde aus Griinden der Ubersichtlichkeit nur der Teil des Stammbaums
in  Abbildung 29 dageddlt, der die vewandischaftlichen Beziehungen der

Acipenseriformes enthidt.

P. spathula

S albus1, 2

S albus 3, 4

S. platorhynchus H1
S. platorhynchus H2
S. platorhynchus SD1
93 S. platorhynchus SD2
S. suttkusi A1, A2, A3
— H. huso

A. transmontanus
43

A. ruthenus
— A\ stellatus
12 133 % | A. baerii

I A. gueldenstaedtii 4
— A. persicus 1
31 [—— A. naccarii
A. gueldenstaedtii 1
A. gueldenstaedtii 2
A. gueldenstaedtii 3

36

A. persicus 2
A. persicus 3
A. persicus 4
—
0,005

Abb.29  Phylogenetischer Konsenssammbaum  verschiedener  Acipenseriformes
auf der Bass der Aminosiuresequenzen des mt Cyt b nach dem
Bootstrap-Test
Prozentude Bootstrgp-Werte werden an den Abzweigungen angegeben;
Ein Langenmal3 fir die Distanzen befindet sich unter dem Dendrogramm

Das Dendrogramm zeigte, dass P. spathula eine basde Stdlung zu den
Acipenseriformes ennahm. Innerhab der CUbrigen Spezies wies die Gattung
Scaphirhynchus ene aul¥enstehende Postion auf, wahrend H. huso und die Spezies des

Genus Acipenser unter evolutionaren Aspekten noch spéter divergierten. Die Distanzen,
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welche auf den Aminoséuresegquenzen basierten, waren dabei sehr gering. Dies spiegdte
sich in sehr geringen Bootstrap-Werten wider, die an den Abzweigungen angegeben waren.
Anhand des prasentierten Stammbaums deutete sch eine nachfolgende Divergenz der
Spezies A. transmontanus, A. stellatus und A. ruthenus an. Die Arten A. baerii,
A. gueldenstaedtii, A. naccarii und A. persicus besa3en einen gemeinsamen Ahnen. Die
Phylogenese der Spezies und Haplotypen innerhab der Gruppe ist dabel inkonsistent.
Haplotyp A. gueldenstaedtii 4 wurde mit A. baerii geclustert. Die Divergenz der
Haplotypen 1-3 der Spezies A. gueldenstaedtii, A naccarii und die Haplotypen 1-4 der
Spezies A. persicus konnte nicht einheitlich aufgel 6t werden.

Um die evolution&ren Beziehungen zwischen den IndividuernySpezies néher betrachten
zu kdnnen, wurde ein phylogenetischer Stammbaum in MEGA V.1.0.2. auf der Bass diller
Nukleotidsubgtitutionen kongtruiert. Eine detallierte Untersuchung der evolution&ren
Vewandtschaftsverhdtnisse geschah dabel unter der Verwendung der zur Verfligung
sehenden Nukleotidsequenzen des Cytochrom b verschiedener acipenseriformer
Individuen und Spezies.

Mit diesem Verfahren wurden hohere Distanzwerte berechnet, was mittlere bis sehr
hohen Bootstrap-Werte bedingte (Sehe Abb. 30). Die Topologie dieses Dendrogramms
unterschied sch von der des in Abbildung 29 présentierten Stammbaums im Wesentlichen
durch die Plazierung von H. huso innerhab der Acipenser. Bel der Betrachtung des Genus
Scaphirhynchus konnte keine konsgtente Separierung der einzelnen Spezies festgestd |t
werden. A. gueldenstaedtii 4 wurde wieder mit A. baerii geclustert und war durch einen
hohen Bootstrap-Wert von dem Cluster bestehend aus A. gueldenstaedtii  1-3,
A.naccarii und A. persicus 1-4 separiet. Auch unter Verwendung der dillen
Nukleotidsubgtitutionen konnte keine abgesicherte artspezifische Divergenz der dre
Spezies aus dem oben genannten Cluster beobachtet werden.
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P. spathula
S. suttkusi A1, A2, A3
S. platorhynchus SD1
S. albus 3, 4

- S. platorhynchus SD2
{ S albus1, 2
{ S. platorhynchus H2
S. platorhynchus H1
A. transmontanus

100

H. huso
100 A. stellatus

A. ruthenus

44 % )| A. baerii

41 A. gueldenstaedtii 4
100 — A. gueldenstaedtii 3
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A. gueldenstaedtii 2
-~ A. naccarii
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Abb.30 Phylogenetischer Konsenssammbaum verschiedener  Acipenseriformes
auf der Bass diller Nukleotidsubgtitutionen im mt Cyt b nach dem
Bootstrap-Test
Prozentuade Bootsrap-Werte werden an den Abzweigungen angegeben;
Ein Langenmal3 fir die Distanzen befindet sch unter dem Dendrogramm
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5 Diskussion

Hauptzid der vorliegenden Arbeit war, biochemische und molekularbiologische Marker
zu untersuchen, mit deren Hilfe eine Identifizierung von Individuen verschiedener Stérarten
und Hybriden erfolgen kann. Waeiterhin konnten im Rahmen dieser Arbeit durch die
Anayse von biochemischen Markern und Mikrosatdlliten-Loci néhere Erkenntnisse Uber
die Ploididevd der untersuchten Spezies gewonnen werden, welche in der Literatur zum
Teil kontrovers diskutiert werden. Durch die Sequenzierung des mt Cyt b von Einzdtieren
der zur Verfligung stehenden Stérarten und auf der Basis der AFLP-Daten wurden
Stammbéume kongtruiert, die Einblicke in die Phylogenie und taxonomische Einordnung der
Arten gedtatteten.

Einschrénkend muf3 erwahnt werden, dass sich die hier getroffenen Aussagen nur auf die
in die Untersuchungen eingebundenen Tiere beziehen.

51 Die Eignung verschiedener Marker fir ene Identifizierung

der Storarten

511 Biochemische Marker

In der Literatur snd diverse Untersuchungen von unterschiedlichen biochemischen
Markern bel verschiedenen Spezies der Acipenseriformes beschrieben (Ubersichten bei
KIRPICNIKOV 1987, HoLcik 1989). Allerdings baserten de fast ausnahmdos auf der
Verwendung innerer Organe, wie z.B. Augenlinse, Herz, Leber und Muskulatur. Das
Probenmaterid fur diese Arbeit sammte hauptsichlich von Zuchttieren aus aguakulturellen
Besténden. Da ene Toétung der Tiere ausgeschlossen war, wurde auf Blutproben
zurlckgegriffen.  Eine Charakteriserung von Individuen setzt dabe generdl die
Unversehrtheit des Probanden nach der Probenentnahme voraus, wenn diese zur Zucht
verwendet und/oder Arterhatungsprogrammen zugefuihrt werden sollen.

Im Rahmen diesr Arbat wurde versucht, 13 verschiedene im Blut vorkommende

biochemische Marker bel den Spezies A. baerii, A. gueldenstaedtii, A. ruthenus,
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A. stellatus und H. huso darzugdlen. Von diesen lief3en gch nur die Allozymsysteme
Adenylatkinase (AK), Esterase-D (EST-D), Glucosephosphatisomerase (GP1) sowie die
Phosphoglucomutase (PGM) und die im Blutplasma vorhandenen Albumine (ALB) visudl
darsdlen. Bel den Ubrigen untersuchten Systeme konnten hingegen keine Banden detektiert
werden. Es kann aber davon ausgegangen werden, dass se auch be den
Acipenseriformes im Blut vorkommen mifden, da diese biochemischen Marker bel
verschiedenen vertebraten Spezies im Blut zu finden sind. Die Visudiserung von im Blut
vorkommenden Allozymsystemen dellte Sch auch bel einer weiteren Arbetsgruppe ds
schwierig heraus (A. Schreiber, pers. Mitteilung).

Eine Auswertung der finf biochemischen Marker ALB, AK, EST-D, GPI und PGM
efolgte fur die untersuchten Spezies anhand der beobachteten Phanotypen. Aus der
intragpezifischen  Phanotypverteilung wurden Phénotypfrequenzen hergdeitet. Auf eine
Berechnung der Alldfrequenzen wurde verzichtet, da der funktionelle Ploidiestatus der
enzenen Arten nicht bekant war und diese Maker keine quditativen Aussagen
gestatteten.

Mindestens eine der untersuchten Spezies war an den biochemischen Systemen ALB,
AK, EST-D und GPI fir enen bedimmten Phénotyp fixiet. Obwohl kene
Allequantifizierung vorgenommen wurde, bedeutete dies, dass die Spezies somit fir das
dem homozygoten Phénotyp entsorechende Alld fixiert war. Eine Artcharakteriserung
lief}en diese Systere dennoch nicht zu, da dassdlbe innerhab einer Art konservierte Alld in
heterozygoten Individuen be mindestens einer weiteren Storspezies beobachtet werden

konnte.

Die PGM unterschied sich von den oben erwahnten biochemischen Markern. Das bel
sdmtlichen Individuen beobachtete Alld d unterschied sch  hingchtlich  seiner
elektrophoretischen Mobilitét deutlich von den Allden a b und c. Daher kdnnte es sich hier
um dupliziete PGM-Loc handen. Dupliziete Loci snd be  verschiedenen
Acipenseriformes beschrieben (SLYN'KO 1976, CARLSON et al. 1982, NGUYEN et al.
1994). Die Présenz zweier PGM-Loci konnte in der Skelettmuskulatur von A. stellatus

nachgewiesen werden (NIKONOROV et al. 1986). Dies fihrte zu ener verdnderten
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Interpretation der beobachteten Pherogramme und resultierte in ener Abanderung der
Phanotypenklassen (Tab. 25; vergl. hierzu Tab. 12, Kap. 4.1.5).

A. baerii und A. ruthenus waren an dem Locus PGM-1 fir des Alld a fixiert.
A. gueldenstaedtii wies nur den Phanotyp B auf, wohingegen be H. huso die Phanotypen
AB und B, nicht aber A beobachtet werden konnte. Die PGM-1 war nur fur die Individuen
von A. stellatus charakterigtisch, da bei ihnen das Alld c fixiert war und nicht bel den
anderen vier Spezies auftrat. Somit wére die PGM-1 ein Marker fir eine Differenzierung
von A. stellatus von den anderen Spezies JENNECKENS et al. 1998). An dem Locus

PGM -2 waren dle untersuchten Individuen fir den Phanotyp A fixiert.

Tab.25 Phénotypfrequenzen der funf Storspezies an dem Sysem PGM  bel
Postulierung der duplizierten Loci PGM-1 und PGM-2

Spezies
Locus Phéanotyp A. baerii  A. guelden. A.ruthenus A. stellatus  H. huso
PGM-1 A 1,000 0,000 1,000 0,000 0,000
AB 0,000 0,000 0,000 0,000 0,603
B 0,000 1,000 0,000 0,000 0,397

0,000 0,000 0,000 1,000 0,000

PGM-2 A 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000

Waren die biochemischen Marker innerhab einer Spezies polymorph fie auf, dass
bestimmte Phanotypklassen nicht beobachtet werden konnten. Die beobachteten Allde
wurden aus genannten Griinden nicht quantifiziert. Die aus den beobachteten Phanotypen
abgdeteten Allde innerhdb Spezies und Herkinfte hétten dlerdings bel  ener
représentativen Stichprobe die nicht beobachteten Phénotypen erwarten lassen konnen.
Daher musste angenommen werden, dass die Tiere dersdben Art innerhab Herkunft wie
auch die innerhab einer Spezies Uber dle Herkiinfte gepoolten Daten sch nicht im Hardy-
Weinberg-Gleichgewicht befanden.
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Zusammenfassend |&sst sich festhalten, dass sich von den untersuchten biochemischen
Markern im Blut nur die PGM-1 fir A. stellatus ds artspezifisch herausstdlte. Die Ubrigen
Marker eigneten sich nicht fir eine Charakteriserung der untersuchten Storarten. Zum
enen konnte eine nur begrenzte Anzahl an Systemen visudl dargestdlt werden. Zum
anderen kamen bel den Ubrigen dargtellbaren Systemen gleiche Allde bzw. Phénotypen
zwischen verschiedenen Arten vor. Generell trat trotz konstanter Parameter hinschtlich des
verwendeten Trennmediums, den Elektrophoresebedingungen und der Farbung das
Problem der Phénotypbestimmung auf. Je polymorpher sch ein Marker darstellte, desto
schwieriger war eine enhatliche Phénotyp-Klassfizierung der Einzelindividuen.

Mit zunehmender Lagerungsdauer der Proben wurde zudem eine sch verringernde

Aktivitdt der Allozymsysteme festgestellt, wie Se auch be anderen Spezies beobachtet

werden kann.
512 Molekular biologische Marker
51.2.1 Mikrosatelliten-L oci

MAY et al. (1997) charekteriderten ef Mikrosatelliten-Loci bei A. fulvescens. Diese
Arbatsgruppe zegte, dass hiervon neun Loci be verschiedenen acipenseriformen Spezies
amplifiziet werden konnten. Daher wurden diese neun Mikrosatdliten-Loci im Rahmen
dieser Arbeit an den Spezies A. baerii, A. gueldenstaedtii, A. ruthenus, A. stellatus und
H. huso untersucht. In Abhéngigkeit von der Spezies lief3en sich von den neun Loci nur vier
bzw. funf innerhab der fnf betrachteten Eurasischen Storarten auswertbar darstellen (sehe
Tab. 13, Kap. 4.2.1). Die anhand der Mikrosatelliten-Loci gewonnenen Erkenntnisse
hing chtlich des Ploidiestatus der einzelnen Spezies werden in Kapitd 5.2 diskutiert.

Die untersuchten Mikrosadliten-Loci liefen sch  gruppieren in Loci, die
1) amplifiziet und ausgewertet, 2.) amplifiziert aber aufgrund des sch darsellenden
Peakmugters nicht ausgewertet und 3.) nicht amplifiziert werden konnten (sSehe auch Tab.
13, Kap. 4.2.1).
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Nicht amplifizierbare oder amplifizierbare aber nicht auswertbare Mikrosatelliten-Loci
sand nicht fir eine Identifizierung von Stéren geaignet.

Von den efolgreich Uber dle funf untersuchten Spezies amplifizierten Lodi liel¥en Sch
nur LS-19, LS-34 und L S-39 auswerten. Gleiches galt partidl fir LS-54, der adlerdings bel
A. ruthenusin der PCR zu keinen Amplifikationsprodukten fiihrte. LS-68 konnte zwar bel
A. baerii und A. gueldenstaedtii amplifiziert, aber aufgrund des komplexen Peskmugters
nicht ausgewertet werden. Diese Beobachtung traf auch fur die Mikrosatelliten-Loci LS-57
und LS69 Uber dle funf Storgpezies zu. Trotz Vaiationen in den PCR-Bedingungen
(MgCl-Konzentration, Absenkung der Annedlingtemperatur) konnten LS-58 und LS-62
bel keiner der Arten amplifiziert werden.

Die innerhalb der Spezies ausgewerteten Loci LS19, LS-34, LS54 und LS68
waren polymorph. An einigen Loci konnten Unterschiede zwischen den Spezies hingichtlich
der auftretenden AllelgroRen beobachtet werden. Dennoch gedetteten diese
Mikrosatdliten-Loci keine Identifizierung der Storart, da die meigten innerhab einer Art
beobachteten Allele auch mindestens bel einer anderen zu finden waren. GOTz & THALLER
(1998) présentieren in ener Smulaionsstudie ein datisisches Vefahren, mit dem
Individuen nach ener Genotypiserung an verschiedenen Mikrosatdliten-Loci mit ener
hohen Wahrscheinlichkeit einer Population zugeordnet werden konnen. Diese Studie setzte
dlerdings bekannte Alldfrequenzen an den enzelnen Loci in den Populaionen voraus.
Zusitzlich misste dieses Vefdren be ener Identifizierung von Sérindividuen die
unterschiedlichen Ploidiestati der Spezies mit berticksichtigen.

Dagegen waren sowohl die Individuen der Spezies A. stellatus a's auch der Sevruga:
Kaviar an dem Mikrosatdliten-Locus LS-39 homozygot fur das Alld von 111 bp fixiert.
Dieses Alld konnte bel keinem Tier der vier Ubrigen Spezies detektiert werden. Zusétzlich
wurden die Individuen von den Arten A. persicus, A. naccarii und P. spathula untersucht,
um zu Uberprifen, ob Se diesss be A. stellatus beobachtete Alle aufwiesen. Wahrend
LS-39 nicht bae P. spathula amplifiziet werden konnte, besal3en die Exemplare der
Spezies A. naccarii und A. persicus kein Alld dieser Grole. Anhand des vorliegenden
Untersuchungsmaterias prasentierte sich LS-39 daher ds artcharakteristischer Marker fir
A. stellatus. Ob sch diese Beobachtung auch bel der Einbeziehung der anderen Arten der
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Acipenseriformes bestétigt, muss in weteren Untersuchungen evauiert werden. Zudem
sollten weltere Individuen von A. stellatus aus Wildpopulaionen untersucht werden, um

die Fixierung an diesem Locus zu Uberprifen.

Die individudlen Pherogramme waren bel LS19 durch das Auftreten von
Doppelpeaks charakterisert (Abb. 31). In der Auswertung zeigte sch, dass zwe
Fragmente mit einer Grolendifferenz von ca. einer Base den Doppe peak bedingten. Das
kleinere der beiden Fragmente stdlte hierbel das “wahre’ Alld dar. Das groliere Alld kam
durch eine in der PCR durch die Tag-DNA-Polymerase bedingte Template-unabhéngige
Addition eines Nukleotids zustande. Dieses Phdnomen kann be der Verwendung dieses

Enzyms auftreten (CLARK 1988, HU 1993).

=
=
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—
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134 bp

Abb.31  Chaakterisika von LS19 dagestdlt an enem heterozygoten
Individuum der Spezies A. stellatus
Die beiden “wahren” Allde Snd grau hinterlegt.

Des Weiteren konnte mit Ausnahme von LS-19 an den auswertbaren Loci beobachtet
werden, dass kirzere Allde ba gleicher Alldanzahl leicht hohere Pesks aufwiesen ds
léngere. Die Begrindung hierfir liegt in ener Prédferenz der Tag-DNA Polymerase fir
klrzere Fragmente (WALSH et al. 1992).

Bel den Mikrosatelliten-Loci waren Stotterbanden unterschiedlicher Ausprégung zu
beobachten. Hierbei handdte es sich ausschliefdich um in vitro generierte und in dem
Wiederholungsmotiv verkirzte Artefekte des eigentlichen Allds (MURRAY et al. 1993,
WALSH et al. 1996).
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Auffalig war, dass an den Mikrosatdliten-Loci LS-19, LS-39, LS54 und LS-68
innerhab der Arten bestimmte Allelgrofien tellweise nicht detektiert werden konnten. Dies
konnte, wie schon bel den biochemischen Markern erwéhnt, an einem zu geringen
Stichprobenumfang liegen. In der Literatur igt dlerdings das Vorhandensein unbesetzter
Alleklassen an verschiedenen Mikrosatelliten-Loci bei diversen Populationen und Spezies
beschrieben worden (GOMOLKA et al. 1994, VAN ZEVEREN et al. 1995).

Bel den Kaviar-Elektropherogrammen (siehe Abb. 14, Kap. 4.2.1.3) fiel auf, dass bei
dem von der Spezies A. gueldenstaedtii stammenden OssatraKaviar kene
Alldgquantifizierung an LS-39 madglich war. Da diese Beobachtung auch bea den
Mikrosatdlliten-Loci LS-19, LS-34 und LS54 zutraf, kann angenommen werden, dass
der OsstraKaviar eine Mischcharge von mindestens zwel verschiedenen Individuen
sammite, die unterschiedliche Allele an den betrachteten Loci aufwiesen.

Fur die Arbet dand kein Familienmateriad zur Verflgung. Daher konnte der
Vererbungsgang an den Mikrosateliten-Loci nicht untersucht werden. In der Literatur
wurde ein mendelnder Erbgang dieser Mikrosatelliten-Loci bel verschiedenen Stérspezies
berichtet (MAY et al. 1997, PyATSKOWIT et al. 1997).

Bea den Individuen der Spezies A. baerii und A. gueldenstaedtii gdlten sch
LS19, LS-34, LS39 und LS54 dstetraploide Loci dar. Bel einigen Tieren konnten nur
dre Alldle an bestimmten Loci beobachtet werden. Dass es sich hierbel um Hybriden
z2wischen Spezies unterschiedlicher  Chromosomenzahlen handelte, konnte durch die
Auswertung der anderen drei Mikrosatelliten-Loci ausgeschlossen werden. Daher liegt die
Vermutung nahe, dass be diesen Individuen Nulldlde fir beobachtete “triploide’ Loci
verantwortlich waren. Nulldlde, d.h. nicht amplifiziete Allde, treten dann auf, wenn
Mutationen in der Primer-Bindungsstdlle vorhanden sind. Dies bedingt eine Reduktion in
der Homologie zwischen Primer und Template-DNA. Eine Reduktion in der Homologie
von enem Prozent bedingt ene Reduktion von 1-1,5 °C in der Annedingtemperatur
(BONNER et al. 1973). Die Auswirkung einer solchen Mutation inmitten der Primer-
Bindungsstelle auf die Amplifikation wurde z.B. bei einem equinen Mikrosadliten-Locus
gezeigt (EGGLESTON-STOTT 1997). Durch ene Reduktion der Annedingtemperatur
konnen solche Allde trotzdem amplifiziert werden. Dies igt dlerdings nicht mdglich, wenn
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die Mutation in der Template-DNA zu einer Fehlpaarung der letzten oder vorletzten
3 -endsténdigen Base des Primers filhrt (SAKAR et al. 1990). Datrotz einer Reduktion der
Annedingtemperatur das vierte Alld be den Individuen mit direkt nachweishbaren
Nulldlden nicht amplifiziert werden konnte, liegt die Vermutung einer Mutaion in der zum
3'-Ende des Primers homologen Template DNA nahe. Letztendliche Klarheit hiertiber
kann dlerdings nur eine Sequenzierung der Primerbindungsstellen erbringen. Ob bel den
Individuen der Spezies A. ruthenus, A. stellatus und H. huso ebenfals Nulldlee auftraten,
konnte aufgrund des sich an diesem Mikrosatdlliten-Locus darstellenden diploiden Status
dieser Arten nicht abgeschétzt werden.

Erfolgreiche speziesiibergreifende  Amplifikationen von Mikrosadliten-Loci  sind
mehrfach in der Literatur beschrieben (MOORE et al. 1991, SCHLOTTERER et al. 1991,
FITzZSIMMONS et al. 1995, RIco et al. 1996, MAY et al. 1997). Allerdings zeigte Sich in
der vorliegenden Arbet, dass be den polyploiden Spezies A. baerii  und
A. gueldenstaedtii Nulldlele direkt an den tetrgploiden Mikrosatelliten-Loci LS-19,
LS34, LS39 und LS54 detektiert werden konnten. Einige der an A. fulvescens
entwicketen Primerpaare amplifizierten zudem nicht bei den hier untersuchten Eurasischen
Sorgpezies. Diese Beobachtungen legen nahe, dass flr spezieslibergreifende
Amplifikationen von Mikrosadliten-Loci  innerhdb der  Acipenseriformes der
Primerentwicklung besondere Beachtung gewidmet werden muss. Im Idedlfal sollten die
das Mikrosatdlliten-Motiv flankierenden Bereiche be dlen Arten sequenziert werden, um
interspezifisch konsarvierte Bereiche flr eine optimae Primerentwicklung verwenden zu

kdnnen.

Be der Untersuchung der gepoolten Daten sowohl der innerhab Spezies Uber die
Herkunfte as auch der einzelnen Herkiinfte mit einem Stichprobenumfang von zehn oder
mehr Individuen stdlte sch heraus, dass das Hardy-Weinberg-Gleichgewicht (HWG) in
keinem Fall Uber dle Loci efillt wurde.

Eine mogliche Erklarung fir die beobachtete Abweichung vom HWG konnte das
Auftreten von Nulldlelen sain, da diese eine Verzerrung in den berechneten Allefrequenzen
bedingen. Andererseits wird durch das Fehlen besimmter Phanotypen bei den
biochemischen Markern die Hypothese, dass sich weder Herklinfte noch Speziesim HWG
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befanden, erhartet. Ba einzdnen Herklinften kann dieses dlerdings auch durch eine zu
geringe Stichprobengrofie bedingt sein. Bel den aguakulturdlen Herkiinften A-F konnte die
Nichterflllung des HWG auch darin begriindet liegen, dass die Individuen wahrscheinlich

von nur wenigen Elterntieren abstammten.

Fur Populationsstudien innerhdb ener Spezies erscheinen Mikrosatdliten-Loci
aufgrund ihres polymorphen Charakters sehr gut geeignet. Darlber hinaus konnten se fr
den Aufbau von aguakulturdlen Bestdnden und/oder Arterhatungsprogrammen
Verwendung finden. Unter diesen Agpekten wére eine Genotypiserung der Individuen die
Basis fir ene Sdektion moglichst unverwandter Individuen.

5122 RAPD

Fur die Amplifikationen mit den Primen des OPERON-Kit H wies das
Temperaurprofil ene Annedingtemperatur von 36 °C fur jeden der 40 Zyklen auf und
fuhrte i.d.R. zu deutlich erkennbaren Fragmenten. In Voruntersuchungen zeigte sich, dass
dieses Temperaturprofil bel der Verwendung der langen Primer in der RAPD-PCR einen
sdrenden Hintergrund generierte. Vermutlich handelte es sch hierbel um enzeldrangige
DNA-Fragmente. Dagegen konnte durch die Anhebung der Annedingtemperatur auf
50 °C &b dem sechsten PCR-Zyklus das Hintergrundrauschen erheblich reduziert werden.

Von den insgesamt 40 verwendeten Primern generierten nur zwe (Long-5 und Long-
11) interspezifisch differenzierbare Fragmentmudter. In der Voruntersuchung an dre
unverwandten Individuen je Spezies schienen die Amplifikationsprodukte der drei in der
RAPD-PCR verwendeten 10-mer Primer OPH-06, OPH-07 und OPH-11 jewells ein fur
A. stellatus charakteristisches Fragment aufzuweisen. Eine Untersuchung von Seben
weiteren Individuen dieser Spezies zeigte, dass die mit OPH-07 und OPH-11 generierten
Fragmente nicht kongtant bel dlen Individuen auftraten. Dagegen war das ds potentidl
artcharakteristisch eingestufte Fragment, das unter Verwendung des Primers OPH-06
amplifiziert wurde, bel den seben zusitzlich untersuchten Individuen dieser Spezies
kongant vorhanden. Das Fragment trat aber auch be Individuen der Art



128 DISKUSSION

A. gueldenstaedtii auf, so dass mit keinem der 20 Primer des OPERON-Kit H ene
Artcharakteriserung erfolgen konnte,

Dasin der RAPD-PCR verwendete 17 Basen lange Oligonukleotid Long-5 und der 19
Basen lange Primer Long-11 generierten artcharakteristische Fragmentmuster. Die
Amplifikationsprodukte der Ubrigen langen Primer  lielen  demgegeniber  keine
Artcharakteriserung zu. Durch die Verwendung des Primers Long-5 konnten die funf
untersuchten Arten A. baerii, A. gueldenstaedtii, A. ruthenus, A. stellatus und H. huso
- jede Spezies wurde durch zehn unverwandte Individuen représentiert - differenziert
werden. A. baerii und A. gueldenstaedtii wiesen dabel sehr dhnliche Fragmentmuster auf.
Die Unterscheidung dieser beiden Spezies war durch ein ca. 2.400 bp langes Fragment
maoglich, dadiesesbal A. baerii auftrat und bel A. gueldenstaedtii fehlte. Das mit Primer
Long-11 generierte Fragmentmugter gestattete eine Differenzierung der drei Spezies
A. baerii, A. ruthenus, A. stellatus und H. huso. Allerdings stdlten sich die Individuen der
Spezies A. gueldenstaedtii mit einem interindividuel sehr heterogenen Fragmentmuster

dar, so dass einige Tiere nicht von A. baerii unterschieden werden konnten.

Die Charakteriserung von Storarten mit dem RAPD-Vefahren war zwar in der
Literatur beschrieben (FONATANA et al. 1998b, JENNECKENS et al. 1998), jedoch stellte
sch bel der Untersuchung von Hybriden in der vorliegenden Arbeit heraus, dass die
anplifizieten Fagmentmuster ene hohe interindividudle Vaiadilitéd aufwiesen.
Kreuzunggiere konnten mit diesem Vefaren weder ds solche identifiziet noch

zweifddre den Elternarten zugeordnet werden.

Vortele der RAPD-PCR liegen in dem einfachen und flexiblen Verfahren sowie darin,
dass fir die Generierung multipler Fragmente keine Sequenzinformationen des zu
untersuchenden Organismus vorhanden sein miissen. Die funf an mehr Tieren geteteten
Primer OPH-06, OPH-07, OPH-11, Long-5 und Long-11 wiesen dabel eine hohe
intraindividudle Reproduzierbarkeit in dem amplifizieten Fragmentmugter auf. Ob die in
dieser Untersuchung fir eine Artcharakteriserung geeigneten Primer Long-5 und Long-11
in der RAPD-PCR bei Einbeziehung weiterer Storarten weiterhin das Potentid fur eine
Artcharakteriserung besitzen, kann dlerdings nicht abgeschétzt werden. Darlber hinaus ist
fraglich, ob diesdben Ergebnisse auf en anderes Labor Ubertragbar snd. Es ha sch
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gezeigt, dass die Wiederholbarkelt zwischen verschiedenen Laboratorien trotz Verwendung
derselben Template-DNA und Primer eingeschrankt war (PENNER et al. 1993).

5.1.2.3 SINE-PCR

Ausder bei OHSHIMA et al. (1993) dargestellten tRNA"*-K onsenssequenz wurde im
Rahmen dieser Arbet ein Primer entwickelt und in der PCR unter stringenten Bedingungen
verwendet. Es wurde angenommen, dass tRNA™S-SINEs in inverser und mit ihren
3-Temini enander zugerichteten Orientierung in dem Genom der verschiedenen
Storgpezies vorkommen.  OKADA  (1991) bezeichnete SINEs ds zatliche
Markierungssteine in der Evolution. Fur die Familie Salmonidae wurde gezeigt, dass
SINEs nicht nur fir diese Familie spezifisch waren, sondern auch fir einzelne Gattungen
und sogar fir verschiedene Spezies (KIDO et al. 1991, MURATA et al. 1993, TAKASAKI
et al. 1994). Die Verwendung des Primersin der PCR erfolgte daher unter der Annahme,
dassin der acipensariformen Evolution tRNAYS-SINEs interspezifisch an unterschiedlichen
Pogstionen im Genom konserviert sind. Treten dabel wie oben beschrieben invers
zuenander orientiete Elemente in  kurzer Entfernung zuenander auf, konnen

Amplifikationsprodukte erwartet werden.

Der in der SINE-PCR verwendete Primer generierte bel den Storspezies wenige
Fragmente. Das Vorhandensein von Amplifikationprodukten 18% a priori  zwe
Interpretationsmoglichkeiten zu. Die erste wére, dass SINEs mit einer tRNA-ghnlichen
Struktur auch bel Storen zu finden snd. Aufgrund der hohen Homologie des Primers zur
nuklegren tRNA™® und dem Vorhandensain eines genomischen tRNA"YS-Gencluster bel
verschiedenen Spezies (DORAN et al. 1987, MATSOU et al. 1995) konnte es sich aber
auch um Amplifikationsprodukte invers zueinander orientierter tRNA-*-Gene handeln. Da
kein Fragment sequenziert wurde, blieb diese Frage offen.

Die geringe Anzahl amplifizierter Fragmente gedtaiteten keine Speziestlifferenzierung.
Zudem konnte bel den Spezies eine intraspezifische Variabilitét beobachtet werden. Es ist
bekannt, dass innerhab ener Population die Retropostion von SINEs an enem
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betrachteten genomischen DNA-Abschnitt zwischen Individuen variabd, d.h. insertiert
oder nicht insertiert sein kann (TAKASAKI et al. 1997).

5124 Inter-SSR PCR

FUnf verschiedene Primer wurden in den Untersuchungen verwendet. Drel waren zu
Dinukleotid-Wiederholungsmotiven homolog. ISHIBASHI et al. (1995) fanden in ihrer
Untersuchung heraus, dass degenerierte Primerextensionen zu keinem klaren Bandenmuster
in ener Fischspezies (Oncorhynchus masou) fuhrten. Aus diesem Grund wiesen die im
Rahmen dieser Arbeit verwendeten Primer ISSR1 und ISSR2 zwei, der Primer ISSR3
sogar drel definierte Nukleotidextensonen am 3 -Terminus auf. Unter der Annahme, dass
Tri- und Tetranukleotid-hatige Mikrosatdliten-Motive mit einer geringeren Frequenz as
Dinukleotid-hdtige im Genom vorkommen, enthidten die Primer ISSR4 und ISSR5 keine

Extenson am 3’ -Terminus.

In den Amplifiketionen wurde jeder Primer einzeln eingesetzt. Fir die Amplifikation
wurde ein Touchdown Temperaturprofil verwendet, da SHARMA et al. (1995) zeigten,
dass en solches Vefaren ene hohe Reproduzierbarkeit hinschtlich des erzeugten
Fragmentmusters bedingte.

Diedre Primer ISSR1-1SSR3 generierten in der PCR trotz der sdlektiven Extenson en
sehr komplexes Bandenmuster, welches nur in 6%igen denaturierenden Polyacrylamid-
Geen nach einer Siberfarbung aufgel 6t werden konnte. Die Fragmentmuster wiesen dabel
eine hohe intraspezifische Varidbilitét auf. Primer ISSR1 fihrte in der Voruntersuchung
lediglich zu @nem potentidl A. stellatus-spezifischen Fragment. Die Verwendung des
Primers ISSR2 erzeugte je ein potentidl artspezifisches Fragment fur die beiden Spezies
A.ruthenus und A. stellatus. Der Primer ISSR3 flhrte zu keinem artspezifischen
Amplifikationgprodukt bei den finf untersuchten Spezies. Da der Arbeitsaufwand gemessen
an dem ezielten Ergebnis zu grof3 war, wurde auf eine Andyse der welteren seben

unverwandten Individuen verzichtet.

Die Amplifikationsprodukte der Primer ISSR4 und ISSR5 konnten im Agarosege

ausgewertet werden, da hier, wie angenommen, eine geringere Anzahl an Fragmenten
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amplifiziet wurde. Primer 1ISSR4 erbrachte in der PCR dabe eine hohere Anzahl an
Amplifikationsprodukten as Primer 1SSR5. Allerdings konnten be Verwendung dieser
Primer keine artcharakteristischen Fragmente detektiert werden.

5125 AFLP

Im Rahmen dieser Arbeit wurde untersucht, ob eine Differenzierung von Storgpezies mit
dem AFLP-Vefaren moglich war. Von zehn unvewandten Individuen der Spezies
A. baerii, A. gueldenstaedtii, A. ruthenus, A. stellatus und H. huso wurden die in der
PCR generierten Fragmentmuster mit dem Sequenzierautomat LiCor ausgewertet. Die in
ein Image umgewanddten Elektropherogramme wiesen visudl eine hohe intraspezifische
Homogenité fir die Arten A. ruthenus, A. stellatus und H. huso auf. Heterogener
présentierten sch hingegen die Individuen der Spezies A. baerii und A. gueldenstaedtii.
Hierfir konnte der héhere Ploidiestatus dieser Arten verantwortlich sein, da gegentiber den
drei anderen Spezies die doppelte Menge an genetischem Materid pro Zelle vorliegt.

Die Auswertung der Fragmente erfolgte im Bereich des mit auf das Gel aufgetragenen
Molekulargewichtstandards von 50-350 bp. Insgesamt konnten Uber die 50 Individuen
297 Fragmente unterschiedlicher Lange beobachtet werden. Innerhab der Individuen
wurden zwischen 37 und 77 Fragmente detektiert.

Gegeniber der visudlen Betrachtung des Image war nach der Auswertung der
Fragmente die Ahnlichkeit von Individuen innerhalb der Arten geringer, as erwartet. Ein
mdglicher Grund hierfir kbnnte in der manuelen Fragmenterkennung liegen, die zu ener
Uber- oder Unterklassifizierung hinsichtlich der detektierten Fragmente fiihren kann. Die
daraus resultierende Folge war, dass die berechneten durchschnittlichen Ahnlichkeitsindices
innerhalb der Spezies' zwischen 0,239 fir A. gueldenstaedtii und 0,645 fur A. stellatus
schwankten.

Innerhab der Individuen von A. baerii konnte nicht eine Fragmentlénge beobachtet
werden, die gleichzeitig be dlen zehn untersuchten Individuen vorkam. Gleiches wurde
auch be den zehn A. gueldenstaedtii festgestellt. Innerhdb A. ruthenus traten 13
Fragmente auf, die bal dlen zehn Individuen detektiert werden konnten. Ba A. stellatus
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und H. huso wurden seben bzw. drel intraspezifisch kongant auftretende Fragmentléngen
gefunden. Fragmente, die innerhab einer Spezies be dlen Individuen vorkommen, kénnen
as potentiell artcharakteristische Banden angesehen werden. Kann ein solches Fragment
hingegen auch bei Tieren ener anderen Art beobachtet werden, so besitzen se keine
Antspezifitdt mehr. Da die ba A. ruthenus, A. stellatus und H. huso intragpezifisch
kongant auftretenden Banden auch interspezifisch auftraten, liefd dieses Verfahren keine
Charakterigerung der Arten zu.

Liu et al. (1998) zeigten, dass anndhernd 50 % der gesamten AFLP-Fragmente fir
eine der beiden untersuchten Ictalurus-Spezies spezifisch waren. Durch Modifikationen
des im Rahmen der vorliegenden Arbeit verwendeten AFLP-Protokolls kénnte vieleicht
éne ldentifizierung von Siorarten efolgen. Zum enen wirde eine Reduktion der
amplifizierten Fragmente die Auswertung erleichtern, zum anderen missten flr ene
Artidentifizierung  intragpezifisch  homogene  aber  interspezifiscch  differenzierbare
Fragmentmuster erzeugt werden. Durch die Verwendung von Oligonukleotiden in der
finalen PCR-Resktion, welche andtatt der hier verwendeten zwel Sattdessen drei selektive
Nukleotide an dem 3'-Terminus bedtzen, kann die Anzahl amplifizierter Fragmente
vermindert werden. AIMMONE-MARSAN et al. (1997) generierten durch den Einsatz der
beiden Redtriktionsendonukleasen EcoRI und Tagl bel Rindern ein sehr homogenes
Fragmentmusgter Uber die in der Studie untersuchten Individuen. Im Rahmen dieser Arbeit
wurden die Redtriktionsendonukleasen EcoRl und Msel verwendet. Moglicherweise
konnte die Verwendung der Restriktionsendonukleasen EcoRI und Tagl ebenfals zu einem
interindividuell homogeneren Fragmentmuster insbesondere bel den beiden Storspezies
A. baerii und A. gueldenstaedtii fuhren.

Da mit der im Rahmen diesr Arbeit verwendeten Vorgehensweise nach der
Fragmentauswvertung keine Artcharakteriserung erfolgen konnte, it die Erkennung von
Hybriden ebenfdls nicht moglich. Ob durch die oben erwédhnten Modifikationen Hybriden
und Ruickkreuzungen erkannt werden konnen, kann alerdings nicht abgeschétzt werden.
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51.2.6 Mitochondriales Cytochrom b

In der SSCP-Untersuchung zeigten die zehn Individuen der Spezies A. baerii,
A. ruthenus, A. stellatus und H. huso ein enheitliches Fragmentmugter. Differenzieren
lieffen Sch daba A. ruthenus, A. stellatus und H. huso. Dartiber hinaus konnten die
beiden Individuen der Art P. spathula von den Ubrigen Spezies im SSCP-Verfahren
unterschieden werden. Innerhab der Spezies A. gueldenstaedtii konnten Uber die zehn
unverwandten Individuen aguakulturdler Herkunft und den 19 Wildféngen (Herkunft G)
vier verschiedene Haplotypen beobachtet werden (AGL bis AG4). Der Haplotyp AG3
sowie A. naccarii und A. persicus konnten aufgrund des gleiches SSCP-Musgters nicht
voneinander differenziert werden. Demgegenuber glich der Haplotyp AG4 dem SSCP-
Muster der Individuen von A. baerii. Von den 19 A. gueldenstaedtii wiesen insgesamt
Seben den nicht von A. baerii unterscheidbaren Haplotyp AG4 auf.

Aufgrund des Auftretens gleicher Haplotypen konnten A. baerii, A. gueldenstaedtii, A.
naccarii und A. persicus nicht enwandfre mit dem SSCP-Vefaren vonenander
differenziert werden. Unter der Voraussetzung, dass be den Spezies A. ruthenus,
A stellatus, H. huso und P. spathula keine weteren Haplotypen sowohl in
aquakulturellen Bestanden as auch in Wildpopulationen auftreten, it der SSCP unter
Verwendung dieses partiellen Fragmentes des mt Cyt b ein geeigneter Marker, um diese
Spezies auf mitochondrider Ebene zu unterscheiden. Vorteil dieser Methode i, dass se
sowohl be der Untersuchung von Individuen as auch bel verschiedenen Storprodukten
(Kaviar, Hesch) angewandt werden kann. Die Verwendung des SSCP fir die
Uberprifung von Kaviar ist bereits in der Literatur beschrieben (REHBEIN 1997). Der
Nachtell diesser Methode igt dlerdings, dass Hybriden nicht as solche erkannt werden
kdnnen, da es Sch hier eben um einen mitochondrialen Marker handelt.

Die Sequenzierung des mt Cyt b von Individuen verschiedener Spezies zeigte, dass
eine Verzerrung in der Basenzusammensatzung auftrat. Die Base Guanin (G) wies Uber dle
Codonpositionen betrachtet die geringste durchschnittliche Frequenz auf. Dieses Phanomen
ist bei poikilothermen Spezies bekannt, die Grinde hierfir snd jedoch unklar (MEYER
1993). In der dritten Codonposition wiesen die mt Cyt b-Sequenzen der Stére einen hohen
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Anteil der Basen Adenin (A) sowie Cytosn (C), aber eine sehr geringe Frequenz von G
auf, was aber ebenfals bel anderen Fischspezies vorgefunden wurde (MEYER 1993).

Die fur das mt Cyt b codierende DNA wies bel keiner der sequenzierten Individuen ein
erkennbares Stop-Codon auf, welches fir einen Abbruch der spéteren Trandation
notwendig is. Be A. transmontanus konnte ebenfdls kein fir ene Termindion
codierendes Nukleotidtriplett festgestellt werden (BROWN et al. 1989). Be dlen
untersuchten Stoérarten folgte die Base Thymin der proteincodierenden Nukleotidsequenz.
ANDERSON et al. (1981) zeigten, dass nach der Transkription eine Polyadenylierung der
mitochondriden mMRNA sattfindet, welche zu dem Ochre-Stop-Codon UAA fiihrt.

Die grofden Sequenzdivergenzen in dem mt Cyt b der betrachteten Acipenseriformes
traten zwischen P. spathula und alen Ubrigen Spezies auf. Sowohl Trangtionen ds auch
Transversonen konnten beobachtet werden. Dagegen konnten zwischen den mt Cyt b-
Sequenzen der Arten A. baerii, A. gueldenstaedtii, A. naccarii und A. persicus nur
wenige Nukleotisubgtitutionen festgestellt werden. Es it bekannt, dass mit zunehmender
Divergenz zwischen Spezies die Anzahl an Nukleotidsubgtitutionen zunimmt. Wahrend
Trandtionen (A « G, C « T) auch zwischen eng verwandten Spezies auftreten, snd
Transversonen (A, G « C, T) ba entfernt verwandten Arten zu finden MEYER et al.
1990). Die berechneten relativen Verhdtnisse an Nukleotidsubstitutionen lagen zwischen
der ersten, zweiten und dritten Codonposition bel den mt Cyt b der Stremit 7: 1: 37,5in
dhnlichen Bereichen wie dievon IRWIN et al. (1991) bei Sdugern beobachteten.

Obwohl die Sequenzen verschiedener Individuen der drei Scaphirhynchus-Arten in der
Sequenzdatenbank GenBank erhdtlich waren, konnte keine Publikation hierzu gefunden
werden. Daher werden im Rahmen dieser Arbeit auch die fir das Genus Scaphirhynchus

erhatenen Beobachtungen mitdiskutiert.

Ein Vergleich der Sequenzen der drel Arten des Genus Scaphirhynchus zeigte, dass
keine artspezifisch unterschiedlich konsarvierten Nukleotidsubstitutionen auftraten. Uber die
verschiedenen Haplotypen konnten sSeben Trandtionen detektiet  werden, die
auschliefdich an der dritten Codonposition auftraten. Auf der Basis des mt Cyt b lassen
gch folglich die dre Arten nicht unterscheiden. Des Weiteren war eine Differenzierung

dieser Arten auch an einem 435 bp langen Fragment aus der mitochondrialen D-loop nicht
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mdglich (CAMPTON et al. 1995). In einer Untersuchung an 37 Allozym-Loci konnten die
beiden Spezies S. albus und S. platorhynchus ebenfals nicht voneinander unterschieden
werden (PHELPS & ALLENDORF 1983). Ahnliches musste auch bei der RFLP-Analyse an
acht verschiedenen nukledren Genen festgestellt werden (GENETIC ANALYSIS INC. 1994).
Es gibt keine zweifdsfreen Kriterien fir die Interpretation molekularer Daten hingchtlich
der Bestimmung des taxonomischen Status (O’ BRIEN & MAYR 1991, WAYNE 1992). Auf
der Basis der vorliegenden Arbeit verbunden mit den Ergebnissen anderer Arbeitsgruppen
scheint aber das Genus Scaphirhynchus nur eine Spezies zu enthdten, welche die drel
bisherigen Arten zusammenfass.

Auffdlig war in diessr Arbeit, dass der Haplotyp A. g. 4 (A. gueldenstaedtii)
vollkommen homolog zu A. baerii war. Wéhrend die Ubrigen drei sequenzierten
Haplotypen innerhab A. gueldenstaedtii (A. g. 1 —A. g. 3) maxima sieben Trangtionen
aufwiesen, die keine Aminosuresubdiitution zur Folge hatten, konnten bei AG4 df
zusitzliche Trandtionen beobachtet werden. Drel dieser Trangtionen fanden in ersten
Codonpositionen gttt und flihrten zu Aminosiuresubgtitutionen. Zwel mdgliche Hypothesen
snd fur diese Beobachtung denkbar.

Die erste Hypothese basert auf der Annahme, dass die Wildfange von A. guelden-
staedtii mit dem Haplotyp A. g. 4 Hybriden snd. Da mitochondride DNA maternd
vererbt wird, miisste A. g. 4 durch eine Kreuzung zwischen ménnlichen Individuen Spezies
von A. gueldenstaedtii und weiblichen Exemplaren der Art A. baerii hervogegangen sein.
Beide Arten kamen urspringlich in unterschiedlichen, nicht Uberlappenden Habitaten vor
(HOCHLEITHNER 1996, SOKOLOV & VASIL'EV 1989a, VLASENKO et al. 1989b). In der
ehemaigen UdSSR gab es dledings verschiedene Versuche, A. baerii  und
A. gueldenstaedtii (und andere Storarten) in neuen Habitaten anzusedeln SOKoLOV &
VASIL'EV 1989a, VLASENKO et al. 1989b). Da bede Spezies die gleiche
Chromosomenanzahl besitzen, snd deren Kreuzungsnachkommen fertil (NIKOLJUKIN
1966, RONYAI & VARADI 1995). Nalrlich vorkommende Hybriden zwischen
verschiedenen Storspezies sind bekannt (Ubersicht bei BIRSTEIN et al. 1997a). Die beiden
Arten A. baerii und A. gueldenstaedtii sind morphologisch sehr verschieden (Ubersicht
bel HOCHLEITHNER 1996), 0 dass dem Storexperten ein F1-Hybride zwischen beiden
Arten sicherlich aufgefdlen wére. Aufgrund des maternden Erbgangs mitochondrider DNA
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konnten sch die Hybriden aber be einer Uber mehrere Generationen attfindenden
natUrlichen Rickkreuzung mit der paternalen Elternspezies A. gueldenstaedtii der letzteren
morphologisch angleichen.

Obwohl aufgrund der Sequenzhomologie zwischen A. baerii und A. g. 4 die
“Hybridtheorie’ plausbe erscheint, wére auch folgende zweite Hypothese denkbar. Diein
den Abbildungen 29 und 30 (Kap. 4.2.6.3) dargestellten phylogenetischen Stammbé&ume
auf der Bass des mt Cyt b deuten an, dass beide Spezies in der Evolution aus einem
gemeinsamen Ahnen hervorgingen. Es it bekannt, dass die Spezies A. gueldenstaedtii
hingchtlich ihrer Morphologie sehr heterogen ist (HOCHLEITHNER 1996, VLASENKO et al.
1989b). VECsEl (1997) portratierte sogar ein Individuum der sdten vorkommenden
nackten Form dieser Spezies, die gegeniber den anderen Formen keine kntchernen
Ricken- und Setenschilder aufweis. Es gddlt sch hier die Frage, ob unter
A. gueldenstaedtii verschiedene Spezies zusammengefast werden. Eine dieser
hypothetisch separaten Spezies konnte dabel maternal gesehen phylogenetisch sehr eng mit

A. baerii verwandt sain.

Weitere Untersuchungen erscheinen daher snnvoll, um zu Uberprifen, ob entweder
verschiedene Spezies unter dem Artnamen A. gueldenstaedtii zusammengefasst werden
oder ob fertile Hybriden eine “genetische Kontaminierung” von A. gueldenstaedtii bedingt
haben.

A. gueldenstaedtii, A. naccarii und A. persicus snd sich morphologisch sehr dhnlich
(TORTONESE 1989, VLASENKO et al. 1989a, 1989b). Abgesehen von dem Haplotyp AG4
piegdte sch diese Beobachtung in den geringen Sequenzdivergenzen wider (Sehe auch
Tab. A-1, Anhang). Obwohl der Haplotyp 1 von A. persicus (A. p. 1) gegentiber den
anderen Haplotypen dieser Spezies eine Aminosiuresubgtitution an der Position 353
aufwies, war die dafir verantwortliche Nukleotidsubstitution nicht artspezifisch konserviert.
Zwischen den Individuen der beiden Spezies A. gueldenstaedtii und A. persicus konnten
keine potentiell speziesspezifisch konservierten Nukleotidsubstitutionen detektiert werden.
Natdrlich vorkommende Hybriden zwischen beiden Arten sind bekannt (VLASENKO et al.

1989h). Unter der Voraussetzung, dass die hier untersuchten Individuen keine Hybriden



DISKUSSION 137

sind, konnte der Artstatus von A. persicus auf der Grundlage des mt Cyt b nicht bestétigt

werden.

Das Exemplar der Spezies A. naccarii unterschied sch in den Nukleotidpositionen 345
und 562 von dlen anderen mt Cyt b Sequenzen. Die Trangtion an der Nukleotidposition
562 bedingte zudem eine Aminoséuresubsitution (V. ® M, Postion 188). Daher wurde
von dem zweiten Individuum dieser Spezies en patidles mt Cyt b Fragment amplifiziert
und sequenziert, welches die erwédhnten Nukleotidpositionen enthiet. Die Trandtionen
konnten ebenfals be diesem Tier deektiet werden. Inwiefern  diese
Nukleotidsubstitutionen fur A. naccarii charakteristisch sind, muss an weteren Individuen
verschiedener  Populationen  untersucht  werden, um ene  gichprobenbedingte
Fehlinterpretation ausschliel}en zu konnen (DAVIS & NIXON 1992). Beide Individuen
gammten namlich aus dersdben aguakulturdlen Herkunft und kdnnen somit maternd eng

verwandt sain.

Streng genommen werden durch das mt Cyt b nur maternale Linien betrachtet.
Nukleotidsubgtitutionen in diesem Gen haben sich aber auch fur Populationsstudien ds
geeignet herausgestelt (BARTLETT & DAVIDSON 1991, SMITH & PATTON 1991).
Sequenzdivergenzen von unterschiedlichem Ausmald konnten auch in der vorliegenden
Arbeit zwischen den Haplotypen innerhab der beiden Spezies A. gueldenstaedtii und
A. persicus festgestellt werden (Sehe Abb. A-1, Anhang).

Ein Vergleich der mt Cyt b-Sequenzen Uber die verschiedenen Individuen (sSehe Tab.
A-1, Anhang) zeigte, dass die Spezies A. naccarii, A. ruthenus, A. stellatus,
A. transmontanus, H. huso, P. spathula und der Gattung Scaphrihynchus potentiel
artcharakteristische  Nukleotidsubgtitutionen  aufwiesen.  Eine Untersuchung  waelterer
Individuen dieser und der anderen Storspezies kann zur Definition von artcharakteristischen
und somit speziesdiagnostischen Nukleotiden fihren. Wie schon fir das SSCP-Verfahren
angemerkt, konnen dlerdings Hybriden nicht as solche erkannt werden. PCR-gestlitzte
Verfahren, die firr eine Uberprifung von Storkaviar auf artdiagnostischen Nukleotiden im
mt Cyt b basieren, wurden bereits in der Literatur beschrieben OESALLE & BIRSTEIN
1996, BIRSTEIN €t al. 1998Db). Die partidlen Sequenzen aus dem mt Cyt b, auf denen die
Artcharakteriserung von dieser Arbeitsgruppe basierte, sSind in den Sequenzdatenbanken
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EMBL (Accesson numbers. X95053-X95061) und GenBank (Accesson numbers:
AF006123-AF006188) erhdtlich. Einige der in den Sequenzdatenbanken hinterlegten
partillen Sequenzen des mt Cyt b wiesen an den 3'-Termini zu den hier prasentierten
Sequenzen zunehmende Nukleotiddifferenzen auf. Abbildung 32 zeigt einen Vergleich der
Nukleotid- und deduzierten Aminosauresequenzen des Fragments mit der EMBL-
Zugangsnummer AF006183 zu den in dieser Arbat ermittelten fir die Spezies P. spathula.

Die deduzierte Aminoséuresequenz von AF006183 wies amn 3'-Terminus ein Ochre-
Stop-Codon auf. Da es sich bel der Nukleotidsequenz um ein partielles Fragment mitten
aus dem mt Cyt b handdt, wirde dieses Stop-Codon eine Termination der Transkription
nach 186 Aminosauren bedingen. Ein derart kurzes mt Cyt b it bidang nicht in der
Literatur beschrieben, weshalb die Funktionditét des Proteins angezweifdt werden muss.
Insgesamt wiesen inklusve AF006183 neun der 75 von dieser Arbeitsgruppe in den
Datenbanken abgelegten partiellen mt Cyt b-Fragmenten eine solche Termination auf.

a

PS TTC TTC GCC TTC CAC TTC CTT CTG CCA TTC
AF006183 e e AL LT ... .A..G.AA
b

PS F F A F H F L L P F
AF006183 .. Y

Abb.32 Vegech de in dieser Arbet emmittedten Nukleotid- und deduzierten
Aminosauresequenz von P. spathula mit dem 3'-Terminus der in der
EMBL-Datenbank erhdtlichen Sequenz AF006183 dieser Spezies
a, Nukleotidsequenzvergleich; b, Vergleich der deduzierten Aminoséure-
sequenzen. PS = Sequenz des mt Cyt b von P. spathula (Nukleotid-
postionen 532-561); AF006183 = Zugangsnummer der Sequenz von
P. spathula in der EMBL-Datenbank; Identische Nukleotide bzw.
Aminosiuren dnd durch Punkte dargestdlt; Aminosduren snd im
Ein-Buchstaben-Code angegeben; Der Stern symbolisiert ein Stop-Codon
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Entweder wurden von dieser Arbeitsgruppe nukledre Pseudogene des Cytochromb
sequenziert (Sehe z.B. COLLURA et al. 1996), oder die Sequenzierung wurde bei geringer
Quditét der Template-DNA nur fur den Plus-Strang vorgenommen. Da die partiellen
Sequenzen mit maxima 247 Basen recht kurz sind, héite die dleinige Sequenzierung des
Plus-Stranges bel ener guten Qudité der Template-DNA nicht zu diesen Ergebnissen

fuhren dirfen.

52 Die Zytogenetik der Acipenseriformes

An den ausgewerteten biochemischen Markern wiesen die Spezies A. ruthenus,
A. stellatus und H. huso - diese drei Arten besitzen 120 Chromosomen - maximal zwel
Banden auf. Diese Beobachtungen deuteten auf einen diploiden Status dieser Spezies hin,
der von FONTANA (1994) und FONTANA et al. (1998a) fur diese Arten postuliert wurde.
In anderen Studien konnten dagegen duplizierte proteincodierende Loci  bel
acipenseriformen Spezies aus der 120 chromosomaen Gruppe detektiert werden, was fur
einen tetraploiden Status dieser Arten sprechen wiirde (Ubersicht bei BIRSTEIN et al.
19974). Im Rahmen dieser Arbeit stdlte sich heraus, dal3 nur die PGM duplizierte Loci
aufwies. Be Samoniden und Catostomiden, die enen tetrgploiden Ursprung besitzen,
konnte gezeigt werden, dass Spezies beider Familien anndhernd die Héfte ihrer
urspringlichen duplizierten Genexpression verloren (gene dlencing) haben (FERRIS &
WHITT 1978, STONEKING €t al. 1981). Auf der anderen Seite konnten bei den Spezies
A. baerii und A. gueldenstaedtii, die 240 Chromosomen aufweisen, maximd vier Banden
an den untersuchten biochemischen Markern detektiert werden. Unter der Annahme eines
octaploiden Status der beiden Arten BIRSTEIN et al 1997a) misste dann auch hier das
gene slencing eingetreten sein. Andernfdls sind e funktiond| tetrgploid, was FONTANA
(1994) und FONTANA et al. (1996) annehmen.

In vitro amplifizierte, polymorphe genomische Marker gedtaiten eine direkte, wenn
auch nur partidle, Betrachtung des Genoms. Die auswertbaren Mikrosatelliten-Loci wiesen
maxima zwel Allele be den Individuen der Spezies A. ruthenus, A. stellatus und H. huso
af. Ba den Arten A. baerii und A. gueldenstaedtii lielen die individudlen
Elektropherogramme einen tetraploiden Status an den betrachteten Mikrosatelliten-Loci
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erkennen. LS-68 hingegen deutete bel diesen beiden Spezies an, ein octaploider Locus zu

sHin.

Die hier untersuchten Mikrosatdliten-Loci wurden an der Spezies A. fulvescens
charakterisert (MAY et al. 1997). In einer Sudie zeigte keiner dieser elf Mikrosatdliten-
Loci bel A. fulvescens, die 240 Chromosomen besitzt, einen octaploiden Vererbungsgang
(PyATskowIT et al. 1997). Zwe Loci wiesen sogar eine diploide Vererbung auf. Sechs
Mikrosatdlliten-Loci (GenBank accesson numbers: AF067808-AF067813) sind fur die
Spezies A. oxyrinchus beschrieben, die 120 Chromosomen besitzt. Von diesen wiesen
funf enen diploiden, der sechste einen tetraploiden Erbgang auf (T. King, pers. Mittellung).

Die hier erhdtenen Ergebnisse lassen dch mit den Beobachtungen anderer
Arbatsgruppen wie folgt zu ener Hypothese Uber die evolutiondre Zytogenetik der
Acipenseriformes zusammenfassen. Der Urahne der Acipenseriformes enstand durch
einen Tetraploidiserungsprozess und wies enen Chromosomensatz von 4n » 120 auf
(BIRSTEIN et al. 19974). Vor der Diverdfikation fand die Wiederherstellung des funktiond|
diploiden Zugtandes in diesem Vorfahren gatt (FONTANA 1994). Das Genom der Sauger
durchlief wahrend der Evolution enen ahnlichen Prozess und kann im Hinblick auf den
Gehdt an genetischem Materiad und Genkopien ds polyploid, funktionell jedoch ds diploid
bezeichnet werden (LEIPOLDT 1983). Wetere Floidiserungsereignisse traten in der
Phylogenese der Acipenseriformes erst be der Diversfizierung innerhdb des Genus
Acipenser auf (BIRSTEIN et al. 19973, BIRSTEIN & DESALLE 1998). Diese Gattung weist
neben Arten mit 120 Chromosomen mehrere Spezies auf, die 240 Chromosomen besitzen
(Ubersicht bei BIRSTEIN et al. 1997a). Die in dieser Arbeit erhatenen Ergebnisse legen
nahe, dass A. ruthenus, A. stellatus und H. huso funktiondl diploid sind. A. baerii und
A. gueldenstaedtii scheinen daher funktiondll tetrgploid zu sein.

5.3 Molekular e Phylogenese der Acipenseriformes

Innerhalb der Ordnung der Acipenseriformes wurde die Divergenz der beiden Familien
Polyodontidae und Acipenseridae in unterschiedlichen Studien bestétigt, wohingegen die
Diskusson hinschtlich der verwandtschaftlichen Beziehungen innerhdb der Acipenseridae
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kontrovers war (GRANDE & BEMIS 1991, MAYDEN & KUHAJDA 1996, BEMIS et al.
1997a, FINDEIS 1997, BIRSTEIN et al. 19973, BIRSTEIN & DESALLE 1998).

In diessr Arbeit wurden phylogenetische Stammbéume présentiert, die auf zwel
unterschiedlichen molekularbiologischen Methoden baseren. Wéhrend die im AFLP
generierten Fragmente  nukledr-genomischer Herkunft  sind, wurden  die

Sequenzinformationen vom mitochondriden Cytochrom b gewonnen.

531 Dendrogramme auf der Basisder AFL P-Daten

Es konnte keine Literaturquelle gefunden werden, die eine Rekondruktion phylo-
genetischer Stammbdume auf der Bads der im AFLP generierten Fragmente fur hohere
Organismen mit unterschiedlichen Ploidiestati beschrieb. Daher wurde in dieser Arbeit die
von WEIR (1990) fur dominante Marker entwickelte Formel verwendet. DNA-Fragmente
von unterschiedlicher Grof3e werden ds separate Loci betrachtet. Mit der Gleichung kann
innerhab der betrachteten Spezies an jedem Locus (X) die Frequenz des rezessven Allds
(o) aus der Anzahl Individuen mit nicht vorhandenem Fragment (Q) berechnet werden.
Um den unterschiedlichen Ploidiestatus der untersuchten Spezies berlicksichtigen zu
konnen, wurde die Formel entsprechend erweitert (siehe Kap. 3.2.6.2). Im Kapitel 5.2
wurden Arten mit 120 Chromosomen ds funktiondl diploid und solche mit 240
Chromosomen ds funktiond| tetrgploid angesehen. Aufgrund des Gehdltes an genetischem
Materia konnen die Arten astetra- bzw. octaploid betrachtet werden. Daher wurden zwel
Datensiize aufgebaut, die auf den unterschiedlichen Annahmen hindchtlich der Ploidideve
acipenseriformer Spezies baserten.

Verschiedene genetische Disanzmalie, die auf der Verwendung von Alldfrequenzen
berunen, sSnd in der Literatur beschrieben. In ener Smulationsstudie wurde die
Uberlegenheit des genetischen Distanzmalies D gegeniiber anderen  Distanzmalen
hindchtlich der erzidten Stammbaum-Topologie und der lineren Beziehung zur
Evolutionszeit gezeigt (TAKEZAKI & NEI 1996). Aus diesem Grund wurde das Programm
DISPAN (OTA 1993) verwendet, das phylogenetische Stammbaume auf der Basis dieses
Distanzmal3es generiert. Die berechneten Dy-Digtanzen zwischen den funf Spezies (Sehe



142 DISKUSSION

Tab. 22, Kap. 4.25.2) waren dabel gering. Begrinden lasst sich dieses durch ene
zwischen den Spezies beobachtete hohe Anzahl an gemeinsamen Lodi, die sehr dhnliche
Alldfrequenzen aufwiesen. Unabhangig von der verwendeten Methode (UPGMA,
Neighbor Joining) und der angenommenen Ploididevel der Spezies besalien die ergdlten
Stammbaume diesdlbe Topologie. A. stellatus wies dabe eine basde Stdlung zu den
anderen vier Spezies auf. H. huso hingegen wurde innerhab der Acipenser plaziert. Diese
Beobachtung bestétigt die von BIRSTEIN & DESALLE (1998) aufgestellte Hypothese, dass
das Genus Huso keine separate taxonomische Einheit ig. In der klassschen Systematik ist
H. huso dagegen in enem separaten Schwestergenus zu den Acipenser vorzufinden
(FIEDLER 1991, MAYDEN & KUHAJA 1996). A. baerii und A. gueldenstaedtii
divergierten von den untersuchten Spezies aus einem gemeinsamen Ahnen, wahrend die
beiden Spezies in der be BIRSTEIN & DESALLE (1998) prasentierten molekularen

Phylogenie der Acipenseriformes entfernter verwandt sind.

In Abhangigkeit von dem angenommenen Foidiestaus der enzenen Spezies
(z =2 oder 4 bzw. z = 4 oder 8) wiesen die generierten Stammb&ume nach dem
Bootgtrap-Test in ihrer Topologie eine unterschiedliche Robusthelt auf. Die Plazierung von
H. huso unter den Acipenser wurde unter der Annahme, dass diese Spezies funktionell
diploid ig, in dem UPGMA- sowie dem Neighbor Joining-Dendrogramm nur durch
moderate Bootstrap-Werte bestétigt. Hohe Bootstrap-Werte wurden dagegen fir die
Sdlung von H. huso unter der Annahme gefunden, dass diese Spezies tetraploid sa.
Verschiedene Ursachen konnen hierfir verantwortlich sein.

Es zeigte sch, dass die an enem Locus berechnete Frequenz des rezessven Allds in
hohem Mal3e vom Ploidiestatus abhing. Des Weiteren konnte mit seigendem Ploidiestatus
ein zunehmender Fehler in der Berechnung der Alldfrequenzen auftreten, wie aus Tabelle
26 hervorgent.
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Tab.26  Auswirkungen des PFoidiestatus und der Anzahl an beobachteten
rezessven Genotypen (Q)* von zehn untersuchten Individuen auf die

Berechnung der rezessven Allefrequenz () an einem Locus (X)

Ploidie Q

gaus@| 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

2 000 032 045 05 063 0,71 0,78 0,84 089 095 1,00

4 0,00 056 067 0,74 080 084 088 092 095 097 1,00

8 000 0,75 082 086 089 092 094 096 097 099 1,00

*ndividuen, bel denen das Fragment an dem betrachteten Locus nicht vorhanden ist

Einen weteren Einfluss kann das Bootdrap-Verfahren sdbst bestzen. In jeder der
10.000 Replikationen wurde ein neuer Datensatz ersdlt, indem zufdlig eine gewisse Anzahl
an Loci samt deren berechneten Frequenzen entfernt und durch Duplikation anderer Loci
ersetzt wurde (FELSENSTEIN 1985). Da insgesamt Uber die fUnf betrachteten Spezies 297
Loci detektiert wurden und die Hélfte der Chromosomen der Stére Mikrochromosomen
snd, konnen Kopplungen zwischen Loci nicht ausgeschlossen werden. Eventuele
Kopplungen werden aber im Bootstrap-Test nicht berlicksichtigt.

Bam Auftreten von Kopplungen wére dlerdings die Grundvoraussetzung fir
phylogenetische Studien auf der Bass dominanter Marker, namlich dass innerhdb und
zwischen den Loci das Hardy-Weinberg Gleichgewicht vorliegt, nicht erflllt CLARK &
LANIGAN 1993).

Eine wetere Moglichkelt, phylogenetische Stammb&ume auf der Bass dominanter
Marker zu rekongruieren, ist die Verwendung des Ahnlichkeitsindexes (Sehe Kap.
3.2.6.2). COMINCINI et al. (1998) gdlten mit dem Ahnlichkeitsindex unter Verwendung
von RAPD-Daten die verwandtschaftlichen Beziehungen zwischen sechs Stérarten dar.
Erhebliche Unterschiede zu dem be BIRSTEIN & DESALLE (1998) prasentierten
Stammbaum, der auf Sequenzinformationen beruhte, lassen jedoch Zweife an dieser
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Methode aufkommen. Die Eignung von RAPD-Makern fir phylogenetische Andysen
wurde zudem in der Literatur kontrovers diskutiert BOROWSKY et al. 1995, VAN DE
ZANDE & BIJLSMA 1995, MELO et al. 1998).

Da die durchschnittlichen paarweisen Ahnlichkeitsindices besonders von Individuen
innerhab der Arten A. baerii und A. gueldenstaedtii gering waren und hohe Standard-
abweichungen aufwiesen (Sehe Tab. 21, Kap. 4.25.1), wurde kein phylogenetischer
Stammbaum anhand dieser Daten erstellt.

Koénnen die hier dargestdlten Probleme hingchtlich einer enheitlichen Fragment-
erkennung und -auswertung gelost werden ist anzunehmen, dass eine AFLP-basierende
Rekonstruktion phylogenetischer Stammbédume dem RAPD-Verfahren Uberlegen ist. Eine
Anwendung des AFLP zegte zB. be Békterien en hohes evolutionares
Auflésungsvermdgen sowohl zwischen verschiedenen Spezies des Genus Bacillus as auch
zwischen verschiedenen S@mmen innerhab B. anthracis (KEIM et al. 1997). Aufgrund
dringenter  Reektionsbedingungen wels die AFLP-Technik zudem ene hohe
intraindividudle Wiederholbarkeit in dem generierten Fragmentmuster auf (AIJMONE
MARSAN et al. 1997, LIU et al. 1998). Durch die Verwendung von Sequenzierautomaten
is aulferdem ene exakte Bestimmung der einzelnen Fragmentlangen maglich.

532 Dendrogramme auf der Bass der Sequenzinformationen des
mt Cyt b

Generdl hangt die Genauigkeit in der Rekongruktion phylogenetischer Slammbéume
vor alem von der betrachteten Nukleotid- und Aminosaureanzahl ab (RUSSO et al. 1996).
Von den proteincodierenden mitochondridlen Genen hat sch die Vewendung der
Aminosduresequenz des vollgténdigen mt Cyt b ds sehr zuverldssg in der molekularen
Phylogenie erwiesen (RUSsO et al. 1996). Im Rahmen dieser Arbeit wurde das
vollgandige mt Cyt b von Individuen der Spezies A. baerii, A. gueldenstaedtii,
A. naccarii, A. persicus, A. ruthenus, A. stellatus, H. huso und P. spathula sequenziert.
Darlber hinaus wurden die in den Gendatenbanken (GenBank, EMBL) verfligbaren
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Sequenzen von A. transmontanus, S albus, S platorhynchus und S suttkusi in die

phylogenetischen Anaysen einbezogen.

Der auf der Bass der Aminosiuresequenzen rekongtruierte  phylogenetische
Stammbaum (Abb. 29, Kap. 4.2.6.3) konnte nach dem Bootstrap-Test nur die Divergenz
zwischen P. spathula und den Spezies aus der Familie der Acipenseridae absichern.
Unter Einbeziehung der mt Cyt b - Sequenzen von Polypterus ornatipinnis und Salmo
salar ds Aul¥engruppen wurde diese Divergenz mit enem Bootstrap-Wert von 93 %
bestétigt. Obwohl das vollstéandige mt Cyt b von P. gladius (Familie Polyodontidae) und
den drel Arten aus dem Genus Pseudoscaphirhynchus (Unterfamilie Scaphirhynchinae)
nicht bekannt ist, deutete der phylogenetische Stammbaum die Separierung der Familien
Polyodontidae und Acipenseridae an. Innerhalb der Acipenseridae zeigte sSich, dass sich
das Genus Scaphirhynchus in der sammesgeschichtlichen Entwicklung mit einer hohen
Wahrscheinlichkeit von der Unterfamilie Acipenserinae separierte. Diese Beobachtung
widerlegt die aufgrund osteologischer Untersuchungen von BEMIS et al. (1997a) und
FINDEIS (1997) getroffene Annahme, dass die Gattung Scaphyrhinchus der Unterfamilie
Acipenserinae zuzuordnen ist. Somit bestzt die bestehende Systematik waterhin die
Gliltigkelt, dass die Familie Acipenseridae die baden Untefamilien Acipenserinae und
Scaphirhynchinae enthdt (FIEDLER 1991, MAYDEN & KUHAJDA 1996).

Die phylogengtischen Vewandischaften innerhalb der Acipenserinae  konnten
demgegentber in der molekularen Phylogenie in Abbildung 29 aufgrund sehr geringer
Bootsirap-Werte nicht abgesichert werden. Begriindet wird dies durch die geringe Anzahl
an Aminosiuresubgtitutionen zwischen den enzdnen Spezies, welche zu niedrigen
Diganzwerten flhrten. BIRSTEIN et al. (1997a) sdlten in ihrer Untersuchung eine geringe
Vaidbilitd der Acipenseriformes in patielen Fragmenten der mitochondriden
12SrDNA, 16S rDNA und mt Cyt b sowie der nukledren 18S rDNA fest. Ihre Annahme,
dass dch en langerer Abschnitt des mtCytb fir ene Untersuchung der
vewandtschaftlichen Beziehungen innerhab der Acipenserinae eignen konnte, hat die
vorliegende Arbeit nicht bestétigt. Ein begrenztes phylogenetisches Auflésungsvermdgen
des mt Cyt b wurde bereits in verschiedenen Studien beobachtet AVISE et al. 1994,
NUNN & CRACRAFT 1996).
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Gemessen an der langen evolutiondren Entwicklungsgeschichte der Acipenseriformes
konnte die hier beobachtete relativ geringe Sequenzdivergenz zwischen verschiedenen
Storaten durch zwe unterschiedliche Faktoren bedingt sein. Zum einen konnte bel
verschiedenen Fischen in proteincodierenden mitochondriden Genen eine drei- bis achtfach
langsamere Nukleotidsubgtitutionsrate als bel Saugern festgestellt werden (MARTIN et al.
1992, MARTIN & PALUMBI 1993, CANTATORE et al. 1994). Diese bedingt eine geringere
Anzahl an Aminosauresubgtitutionen und kdnnte zumindest zum Tell fir die geringen mt Cyt
b-Unterschiede zwischen den Spezies verantwortlich sein. Zum anderen kann ein geringes
phylogenetisches Auflosungsvermogen auftreten, wenn Arten in @nem unter evolutiondren
Aspekten engen Zeitraum divergierten (Avise et al. 1994, NUNN & CRACRAFT 1996). So
mutmalden CHOUDHURY & Dick (1998), dass die Arten der Acipenserinae in @nem

engen zeitlichen Rahmen divergierten.

Die Acipenseriformes konnten trotz zum Tel erheblicher morphologischer
Unterschiede ds engverwandte Spezies auf der Grundlage der mt Cyt b-Sequenzen
betrachtet werden. Daher wurde ein zweiter phylogenetischer Stammbaum auf der Basis
diller Nukleotidsubstitutionen erstellt (Abb. 30, Kap. 4.2.6.3). Der rekondruierte
phylogenetische Stammbaum wies ein hoheres Auflésungsvermogen auf, ds das auf den
Aminoséuresequenzen beruhende Dendrogramm. Der wesentliche Unterschied zu dem in
Abb. 29 présentierten Dendrogramm lag in der Plazierung von H. huso. Diese Spezies
wies keine basde Pogtion zum Genus Acipenser auf, sondern wurde unter den Aci penser
plaziert. Diese Stellung wurde durch einen hohen Bootstrap-Wert charakterisert. In den
molekularen Phylogenien von BIRSTEIN et al. (1997a) und BIRSTEIN & DESALLE (1998)
wurde H. huso ebenfdls unter den Spezies der Gattung Acipenser gruppiert. Sollte sich
diese Beobachtung auch in weteren Untersuchungen, bel der mdglichst die
Schwesterspezies H. dauricus mit einbezogen werden sollte, bestétigen, muss die bidang
angenommene evolutiond&re  Entwicklung innerhdb der Unterfamilie Acipenseridae
angezweifdt werden. Dies hétte zur Folge, dass die Familie Acipenser entweder nicht as
monophyletisches Taxon angesehen werden dirfte oder die momentan glltige Systematik
abgedndert werden misste. Die Unterfamilie Acipenserinae enthidte bel  ener
Umgtrukturierung der Systematik nur noch die Familie Acipenser, in der beide Huso-Arten

enthdten waren. H. huso misste dann in Acipenser huso umbenannt werden, da
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LINNEAUS (1758, zt. n. PIROGOVKII et al. 1989) diesen synonymen Artnamen in der

Systema Naturae in der Literatur zuerst erwéhnte.

Aufgrund geringer Bootdrgp-Werte an den Abzweigungen zwischen H. huso,
A. stellatus und A. ruthenus konnte vermutet werden, dass diese drel Eurasischen
Storarten in einem engen Zaitraum divergierten. Allerdings besitzen auch der Metabolismus,
die Korpergrolie, das Generationsnterval, das Alter bei der ersten Reproduktion, die
Lebensdauer und Populationsgrofie einen Einfluss auf die Nukleotidsubgtitutionsraten von
Genen innerhab und Uber verschiedene Taxa (SCHLOTTERER et al. 1991, MARTIN &
PaLumBl 1993). Da sch H. huso in der Reproduktionsbiologie, Korpergrofie und
L ebensdauer wesentlich von den anderen beiden Spezies unterscheidet (Ubersichten bei
HoLcik 1989, HOCHLEITHNER 1996), konnte die Distanz zu beiden anderen Arten
unterschétzt sein. Die Abgrenzung von H. huso zu A. transmontanus wird demgegeniber
nicht (wesentlich) Uberschéizt, da beide Spezies 8hnliche biologische Parameter aufweisen
(Ubersicht bei HOCHLEITHNER 1996).

Wie schon bereits erwahnt, liefien sich die Arten des Genus Scaphirhynchus anhand
biochemischer und molekulargenetischer Marker nicht unterscheiden. Diese Feststellungen
spiegdte sch auch in den rekongruierten Stammbaumen wider.

Abgesehen von dem bel A. gueldenstaedtii beobachteten Haplotyp 4 (A. g. 4) liel3 der
Cluster bestehend aus den Individuen der Arten A. gueldenstadtii, A. naccarii und

A. persicus keine einheitliche Divergenz der Spezies erkennen.

Um die molekulare Phylogenese der Acipenseriformes und insbesondere die
verwandtschaftlichen Beziehungen innerhab der Acipenserinae eingehender betrachten zu
konnen, snd weiterflhrende Untersuchungen notwendig. Da das mitochondride Genom
schneller s das nukledre evolviert (BROWN et al. 1982), hietet es sich fur phylogenetische
Studien an. Die bidang untersuchten mitochondriden Gene 12S rDNA, 16S rDNA und mt
Cyt b BIRSTEIN et al. 1997a, BIRSTEIN & DESALLE 1998, diese Arbeit) besalien
dlerdings ein nur begrenztes phylogenetisches Aufldsungsvermogen. Diese Beobachtung
traf vor alem auf die verwandtschaftlichen Verhdtnisse der Arten innerhab des Genus
Acipenser zu. Aus diesem Grund sollten schneller evolvierende mitochondride Gene fir

phylogenetische Studien an Storen verwendet werden. Von den proteincodierenen
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mitochondridlen Genen bietet sich z.B. die zwete Untereinheit der Nikotinamid-adenin-
dinukleotid-dehydrogenase  (ND2) oder die sechste und achte Untereinheit der
Adenosintriphosphatase (ATP6, ATP8) an (MEYER 1993). Bestimmte Bereiche in der
Kontrollregion gdlten sch fir phylogenetische Studien an Finken ds gedignet heraus
(MARSHALL & BAKER 1997, 1998). Zwischen Storarten it die Evolutionsrate in der
Kontrallregion im Vergleich zu der in dem gesamten mitochondriden Genom dlerdings
unterschiedlich. Be A. fulvescens konnte keine erhohte Nukleotidsubstitutionsrate in der
D-loop festgestellt werden (FERGUSON et al. 1993). Dagegen evolviete be
A. transmontanus diesr Bereich vie- bis finfmad schneler, ds die gesamte
mitochondriale DNA (BROWN et al. 1993).

54 Schlussbetrachtung und Ausblick far die Entwicklung von

artcharakteristischen Markern bei Acipenseriformes

Idedlerweise sollten Marker das Potentid bestzen, sowohl Individuen as auch
Storprodukte (Kaviar, Storfleisch) hingchtlich der Artherkunft und -reinheit sSicher
identifizieren zu kdnnen. Molekularbiologische Marker and hierfir das Mittd der Wahl, da
se bel jedem Probenmateria, das DNA enthdt, verwendet werden kénnen. Zudem ist der
bendtigte Probenumfang bei PCR-gestiitzten Methoden minimal. Diese beiden Vorziige
gedtatten eine schonende Probennahme am |ebenden Tier.

Aufgrund der Problematik natirlich vorkommender sowie kinglich ergdlter
Arthybriden i ene Identifizierung dlein auf der Bads mitochondrider DNA nicht
ausreichend. So wiirde z.B. Kaviar vom fertilen Hybrid “Bester” (H. huso x A. ruthenus)
unter Verwendung eines mitochondriden DNA-Markers ds BdugaKaviar (H. huso)
diagnostiziet werden. Diese Marker eignen sch auf der anderen Sdte wegen ihres
Vererbungsgangs hervorragend fur eine Uberprifung der maternadlen Artabstammung.
Theoretisch snd Rickkreuzungen fertiler Hybriden mit einer der Elternarten moglich. Hier
gdlt sch dann dlerdings die Frage, wie vide Uber das Genom verdreute Marker fur die
Erkennung solcher Individuen notig wéren. Unter praktischen Gesichtspunkten reichen

dlerdings wenige genomische DNA-Maker fir ene Speziessrtkennung aus. Fir ene
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Untersuchung von Storindividuen und -produkten ist eine Kombination mitochondrialer und

genomischer DNA-Marker daher empfehlenswert.

Um eine korrekte Charakteriserung von Storindividuen und -produkten vornehmen zu
kdnnen, miissten gerade aufgrund des internationden Handels mit Kaviar fir dle Spezies
DNA-Maker zur Vefigung dehen. Aufgrund der wedtweiten Verbretung der
Acipenseriformes gdlt sch hier das Problem der Beschaffung von Probenmaterid der
verschiedenen Spezies. Streng genommen missten sogar  Individuen  verschiedener
Populationen fur die Entwicklung von artspezifischen Markern untersucht werden, da
aufgrund der vorhandenen genetischen Variahilitét innerhab und zwischen Populationen be
Zu geringer Stichprobengrole Fehlinterpretationen moglich snd (DAVIS & NIXON 1992).
Obwohl Store teilweise in der Literatur als “lebende Fossile’ bezeichnet werden, scheint
die gendtische Divergenz zwischen Arten nur gering ausgepragt zu sein (KEDROVA et al.
1980, StocK et al. 1991, MIKHAILOVA et al. 1995, BIRSTEIN et al. 1997a). Dies gilt
besonders fur die Spezies A. baerii, A. dabryanus, A. gueldenstaedtii, A. naccarii,
A. nudiventris und A. persicus (BIRSTEIN et al. 1998b). Diese Beobachtung wurde durch
den Vergleich der Nukleotidsequenzen des vollstandigen mt Cyt b der Arten A. baerii,
A. gueldenstaedtii, A. naccarii und A. persicusin der vorliegenden Arbet bestétigt (Sehe
Tab. A-1, Anhang). Die genetische Ahnlichkeit - besonders bei engverwandten Spezies -
gdlt ein weiteres Hindernis fur die Charakteriserung von artspezifischen DNA-Markern
dar. Es blebt zu Uberprifen, welches Potentid schnell evolvierende Bereiche im
mitochondriaen und nuklegren Genom hingichtlich einer Artcharakteriserung besitzen.

KEDROVA et al. (1980) zeigten anhand molekularer Hybridiserungsstudien, dass
zwischen den Spezies A. gueldenstaedtii, A. ruthenus, A. stellatus und H. huso nur sehr
geringe Nukleotidsubgtitutionsraten sowohl in codierenden (1,5-2,7 %) ds auch in
repetitiven Sequenzen (0-2,6 %) zu finden waren. Diese Arbetsgruppe sah in der hohen
Ahnlichkeit des Genoms der verschiedenen Spezies die genetische Basis furr das Auftreten
von |ebensféhigen und fertilen Hybriden begriindet. Auf der anderen Seite ist bekannt, dass
einzelne nukledre Gene unterschiedlich schndll evolvieren. In @ner Studie stellten SCHMID
& TAUTZ (1997) fedt, dass Uber en Drittd der von der Fruchtfliegenspezies Drosophila
melanogaster verwendeten cDNAs nicht mit der DNA von D. virilis kreuzhybridiserten.

Die néhere Analyse von einer dieser Sequenzen ergab dlerdings, dass ein extrem hoher



130 DISKUSSION

Grad an deduzierten Aminosaurepolymorphismen innerhab der Spezies auftritt. Inwiefern
sch diese Methode fur die Entwicklung von charakterigtischen Markern fir die einzelnen
Storspezies eignet, kann nicht abgeschétzt werden. Andere mogliche Vorgehensweisen,
artcharakterische nuklegre DNA-Marker acipenseriformer Spezies zu entwickeln, kdnnten
z.B. auf den im Rahmen dieser Arbet dargestellten Techniken AFLP, Inter-SSR PCR,
RAPD oder SINE-PCR aufgebaut werden. Fragmente, die charakteristisch fir eine
Spezies snd, kénnten isoliert und in Kreuzhybridiserungsstudien verwendet werden. Auf
diese Weise wurden bereits speziesspezifische Sonden fir Mikroorganismen entwickelt
(DoBrROWOLSKI & O'BRIEN 1993, FANI et al. 1993). Nach einer Sequenzierung solcher
Fragmente i es moglich, eén Primerpaar zu entwicken, mit dem ene spezifische
Amplifikation dieses Fragmentes erreicht werden kann (MONNA et al. 1994, TILSALA -
TIMISIARVI & ALATOSSAVA 1998, QLIVIER et al. 1999). Tritt hingegen ein Fragment
kongant Uber vide Spezies hinweg auf, 0 kann es auf artspezifisch unterschiedlich
konservierte Nukleotidsubgtitutionen untersucht werden. Artunterschiedlich konservierte
Nukleotidsubdtitutionen in den flankierenden Bereichen von Mikrosatelliten-Motiven
kdnnten ebenfalls fir die Entwicklung artspezifischer Primerpaare Verwendung finden.

Zusammenfassend l&sst sch festhdten, dass speziesspezifische DNA-Marker im
Idedifdl auf artunterschiedlich konservierten Nukleotidunterschieden aufbauen und in PCR-
gestiitzten Verfahren ene einfache, zweifd<freie, schnelle und kostenglinstige Diagnose von
Storindividuen und -produkten gestatten. Eine Kombination artspezifischer mitochondrider
und nuklegrer DNA-Marker erscheint dabei gerade fir die Erkennung von Hybriden

snnvall.
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6 Zusammenfassung

Eine zwefddrae Identifizierung von Individuen der Ordnung Acipenseriformes is
eine notwendige Vorausseizung fur eéne artreine Storzucht in aquakulturellen Anlagen. Die
hier erzeugte Nachkommenschaft findet Verwendung in der Stiitzung von nattirlichen und
bedrohten Populationen, in der Wiedereinblrgerung in vor der Ausrottung genutzten
Habitaten und in der Aquakultur selbst fir eine Kaviar- und Heischproduktion. Im Rahmen
dieser Arbeit wurde daher untersucht, welches Potentid verschiedene biochemische und
molekulargenetische Marker besitzen, die Artherkunft von Storindividuen determinieren zu
konnen. Fur die Untersuchungen stand eine Vidzahl von Tieren der Eurasschen Arten
Acipenser baerii, A. gueldenstaedtii, A. ruthenus, A. stellatus und Huso huso sowie
Individuen von den vier Arthybriden A. baerii x A. ruthenus, H. huso x A. guelden-
staedtii, H. huso x A. ruthenus und (H. huso x A. ruthenus) x A. gueldenstaedtii in
Form von Blutproben zur Verflgung. Des Weiteren lag Probenmaterid von je zwel
Exemplaren der Spezies A. naccarii und Polyodon spathula sowie von vier Tieren der
Art A. persicus fur die Studie vor. Neben den hier aufgefiihrten Arten kommen in der
Ordnung Acipenseriformes nach heutigem Kenntisstand weltweit 19 weitere Spezies vor.
Jede der insgesamt 27 Storarten untergliedert sich zudem in mehrere Populationen, so dass
die hier getroffenen Aussagen fir bestimmte Marker hingchtlich ihrer Speziesspezifitét

sreng genommen nur fir die untersuchten Tiere zuldssg Snd.

Obwoh die in dieser Studie verwendeten Methoden auf die Identifizierung von
Individuen verschiedener Storarten und deren Hybriden ausgerichtet waren, it die
Ubertragbarkeit der angewandten Verfahren auf unterschiedliches Probenmateria, wie z.B.
Kaviar, ebenfdls zu bedenken. So waren in der Literatur in jungster Zeit vermehrt Hinweise
darauf zu finden, dass Verbraucher, Handd und Zoll durch eine Falschdeklaration von

Kaviarchargen getduscht werden.

Von den im Blut vorkommenden, verschiedenen biochemischen Systemen wurden
inggesamt 13 im Rahmen dieser Arbeit bel den Spezies A. baerii, A. gueldenstaedtii,
A.ruthenus, A. stellatus und H. huso untersucht. Von diesen liefen sch nur die
Allozymsysteme Adenylatkinase (AK), Esterase-D (EST-D), Glucosephosphatisomerase
(GF) sowie die Phosphoglucomutase (PGM) und die im Blutplasma vorhandenen
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Albumine (ALB) visudl darsdlen. Trotz Vaiaion der Methoden konnten be den
Systemen Adenosindeaminase (ADA), Alkaische Phosphatase (AKP), Carboanhydrase
(CA), Digphorase  (DIA), a -Glycerophosphatdehydrogenase (a-GPDH),
Laktatdehydrogenase (LDH), Transferrine (TF) und 6-Phosphogluconat-Dehydrogenase
(6PGD) keine Banden detektiert werden. Daher konnten diese Systeme nicht mit in die
Auswertung einbezogen werden. Lediglich die PGM-1 war innerhadb der untersuchten
Individuen der in dieser Arbeit betrachteten Storarten fir A. stellatus spezifisch. Diese
Spezies war fur das Alld c fixiert, welches bal den Ubrigen vier Arten nicht beobachtet
werden konnte. Allerdings bedtzen biochemische Marker generdl den wesentlichen
Nachteil, dass se - bezogen auf das verwendbare Probenmateriad - eine beschrankte
Anwendbarkelt aufweisen. Die Ergebnisse der hier untersuchten Systeme gelten lediglich
fir biochemische Marker im Blut und konnen auf keine andere Gewebeart Ubertragen

werden.

Molekularbiologische Marker bedtzen gegentber biochemischen Systemen den
Vortell, dass se unabhéngig von der Gewebeart fir eine Untersuchung an Storindividuen

und -produkten verwendet werden konnen.

Im Ramen dieser Arbeit wurden die Vefahren Mikrosatdliten-Anayse, AFLP,
Inter-SSR PCR, RAPD, SINE-PCR angewendet sowie das mitochondriale Cytochrom b

untersucht.

Von inggesamt neun untersuchten Mikrosatdliten-Loci war LS-39 fur A. stellatus
gpezifisch. Ba smtlichen Individuen dieser Spezies trat en fixiertes Alld von 111 bp auf,
welches bel den anderen Spezies nicht beobachtet werden konnte. Dieses Alld wurde
ebenfdlsim Sevruga-Kaviar, der von A. stellatus gewonnen wird, festgestellt. Die tbrigen
acht Mikrosateliten-Loci LS-19, LS-34, LS54, LS57, LS58, LS62, LS-68 und
L S-69 waren dagegen nicht fir eine Artidentifizierung geeignet.

Die Verfahren AFLP, Inter-SSR PCR und SINE-PCR erwiesen sich unter den hier
durchgefiihrten Versuchsbedingungen ds ungeeignet flr ene ldentifizierung der funf
untersuchten Storspezies A. baerii, A. gueldenstaedtii, A. ruthenus, A. stellatus und

H. huso.
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Dagegen flhrten zwea von den 40 in der RAPD-PCR getesteten Primern zu
artcharakteristischen Bandenmustern bei A. baerii, A. ruthenus, A. stellatus und H. huso
bzw. A. ruthenus, A. stellatus und H. huso. Stérhybriden konnten jedoch mit diesem
Verfahren weder unterschieden noch den Ausgangsdlternarten zugeordnet werden.

Das vollstandige mitochondriale Cytochrom b wurde von en bis vier Individuen der
zur Verflgung stehenden acht verschiedenen Spezies sequenziert. Zusétzlich wurden diein
den Sequenzdatenbanken erhdtlichen Nukleotidsequenzen der Arten A. transmontanus,
Scaphirhynchus albus, S. platorhynchus und S. suttkusi in die Auswertung einbezogen.
Auffdlige Sequenzunterschiede waren zwischen den Storarten A, ruthenus, A. stellatus,
A. transmontanus, H. huso, P. spathula und den Arten des Genus Scaphirhynchus
vorhanden. VVon jeder Spezies stlanden alerdings nur Sequenzinformationen von en bis
maxima vier Individuen zur Verflgung, so dass direkte Aussagen zu intraspezifisch
konservierten Nukleotidsubgtitutionen nicht getroffen werden konnten. Aufgrund des
mitochondriden Vererbungsgangs kann ene Charakteriserung von Individuen wie
Storprodukten (Kaviar, Fleisch) streng genommen nur maternd erfolgen. Darliber hinaus
dellte sich heraus, dass innerhab der Spezies A. gueldenstaedtii verschiedene DNA-
Haplotypen beobachtet wurden, welche z.T. nicht von A. baerii bzw. A. persicus
differenziet werden konnten. Inwiefen die be A, naccarii  beobachteten
Nukleotidaustauische charakteristisch fur diese Storart Snd, muss an einer grof3eren Anzahl

an Individuen Uberprift werden.

Hingchtlich des Ploidiestatus zeigten die Andysen der biochemischen Marker und der
Mikrosatelliten-Loci, dass die Arten A. ruthenus, A. stellatus und H. huso funktionel
diploid waren. A. baerii und A. gueldenstaedtii besal¥en dagegen einen funktionell
tetraploiden Status. Somit bestétigte diese Untersuchung die Hypothese, dass Storspezies

mit 120 Chromosomen diploid, Arten mit ca. 240 Chromosomen tetraploid sind.

Die phylogenetischen Untersuchungen auf der Bad's des mitochondrialen Cytochrom b
widerlegten Ansichten, dass das Genus Scaphirhynchus der Unterfamilie Acipenserinae
zuzuordnen is. Vidmehr bestétigten de die Lehrmenung, dass diesss Genus ener
eigengandigen Unterfamilie, némlich den Scaphirhynchinae, angehdrt. Die taxonomische
Einordnung von H. huso konnte jedoch nicht eindeutig anhand der Sequenzinformeationen
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bestimmt werden. Begrindet wurde dies durch die geringen Unterschiede in den
deduzierten Aminoséuresequenzen zwischen den Spezies der Gattung Acipenser und
H. huso. Ein auf der Bass diller Nukleotidsubstitutionen erstelltes Dendrogramm deutete
aber die Plazierung von H. huso unter den Acipenser an. Die Aussagefahigket der
Sequenzinformationen des mitochondridlen Cytochrom b beziiglich verwandtschaftlichen
Beziehungen der Arten aus der Gattung Acipenser zueinander war ebenfals sehr begrenzt.

Die Rekongtruktion phylogenetischer Stammbéume unter Verwendung von AFLP-
Daten wurde bidang noch nicht fur Arten mit unterschiedlichen Ploidiestati vorgenommen.
Daher kann die Aussagefanigkelt der im Rahmen dieser Arbeit fir die Arten A. baerii,
A. gueldenstaedtii, A. ruthenus, A. stellatus und H. huso ergellten Dendrogramme nicht
abgeschétzt werden. Festzustellen bleibt aber, dass H. huso auch mit diesem Verfahren

unter den Acipenser plaziert wurde.

Die in dieser Arbet durchgefiihrten molekularen Phylogenien der Acipenseriformes
deuteten Zwefd an der bidang glltigen Systematik dieser Ordnung an. Diese basert
derzeit auf morphologischen Vergleichen und wurde lediglich anhand weniger untersuchter
Exemplare ersdlt. Der Artdtatus der drel Spezies innerhalb des Genus Scaphirhynchus
scheint auf der Basis des mitochondridlen Cytochrom b fraglich zu sain. Des Welteren
gellte sch die Frage, ob H. huso - wie bidang angenommen - der Gattung Huso angehort

oder nicht dem Genus Acipenser zugeordnet werden sollte.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbet zeigten, dass fir eine Artidentifizierung von
Storindividuen und -produkten weitere Marker untersucht werden miissen. |dederweise
baseren de auf PCR gediitzten Verfahren, die ene vom Probenmaterid unabhangige
Charakteriserung gestatten. Um Hybriden identifizieren zu konnen, erscheint zudem die

Kombination nuklegrer und mitochondrider Marker snnvoll.



SUMMARY 155

7 Summary

A doubtless identification of individuals of the order Acipenseriformes is a neccessary
prerequiste in consarvation programs. Artificidly hatched and reared juveniles have been
used to uphold endagered natura stocks, for re-introductions into habitats where sturgeons
have been extirpated, as well as in aguaculture for the production of caviar and mest.
Therefore, the god of this theds was to explore the potentid of different biochemica and
molecular markers to discriminate different sturgeon species. Blood samples were collected
from the Euragan sturgeons Acipenser baerii (n = 125), A. gueldenstaedtii (n = 91),
A. ruthenus (n = 38), A. stellatus (n= 42) and Huso huso (n = 72). Additiondly four
samples of A. persicus as well as two samples of A. naccarii and Polyodon spathula
were avalable Furthermore, blood samples of the hybrids A. baerii x A. ruthenus,
H. huso x A. gueldenstaedtii, H. huso x A. ruthenus and . huso x A. ruthenus) x
A. gueldenstaedtii have been at disposal. However, beside the species mentioned over 19
additiona conspecifics are recognized worldwide. Each of the adltogether 27
Acipenseriformes exhibits different natura populations. Therefore, gtrictly spesking, the
findings of this study only hold true for the specimens andysed here.

Although it was seeked for techniques to identify individuds, i.e. purebred as wel as
hybrid sturgeons, the possibility concerning the gpplicability of these techniques on different
samples (blood, caviar, mesat, etc.) should be consdered. For instance in the recent
literature it was reported that a midabeling of highly prized caviar lots could be found on
the internationa market. There is the need to protect consumers, wholesalers and toll

agang deceits.

Alltogether 13 different biochemica markers occuring in the blood were investigated at
A. baerii, A. gueldenstaedtii, A. ruthenus, A. stellatus and H. huso. Of these solely the
dlozyme systems adenylate kinase (AK), esterase-D (EST-D), glucose-phosphate
isomerase (GP1) as well as the phosphoglucomutase (PGM) and the blood plasma derived
protein fraction abumines (ALB) could be desolved. Of these markers merely the locus
PGM-1 was characterigtic for stellate sturgeons. Specimens of this species were fixed at
dlde c not observed in individuas of the other four sturgeon taxa. Despite variaions in the
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gpplied methods no bands at dlozymes adenosine deaminase (ADA), dkaline phosphatase
(AKP), carbonic anhydrase (CA), digphorase (DIA), a-glycerophosphate dehydrogenase
(a-GPDH), lactate dehydrogenase (LDH) and glucose-6-phosphate dehydrogenase
(6PGD) as well as the blood plasma protein fraction transferrins (TF) could be visuaized.
However, in genera biochemica markers have the disadvantage of tissue-gpecifity.
Markers established on blood samples did not work in e.g. caviar.

Oppodite to this, molecular markers have the advantage to work in al tissues that
contain DNA.

Severd different molecular methods were investigated in this study, like AFLP, inter-
SSR PCR, RAPD and SINE-PCR. Furthermore, microsatellite loci as well as the
mitochondria cytochrome b gene have been examined.

Nine different microsatdlite loci have been anayzed. Only locus LS-39 was identified
as diagnostic marker for A. stellatus. All specimens as well as an andyzed caviar lot of this
gpecies were fixed a the dlele of 111 bp. This dlele was not observed in other sturgeons
investigated. The other eight microsatdllite loci - LS-19, LS-34, LS54, LS57, LS55,
LS62, LS68 and LS-69 - proved to be unsuitable in-species-identification.

With respect to the experimenta conditions the techniques AFLP, inter-SSR PCR and
SINE-PCR were unable to identify the investigated species A. baerii, A. gueldenstaedtii,
A. ruthenus, A. stellatus and H. huso.

In contrast to this, two of the 40 primers used for RAPD produced species-specific
banding patterns for A. baerii, A. ruthenus, A. stellatus and H. huso or A. ruthenus,
A. stellatus and H. huso, respectively. On the other hand neither a discrimination of
sturgeon hybrids nor the assgnment of hybridsto parenta species was possible.

The complete mitochondria cytochrome b gene has been sequenced for at least one
up to four individuds of the eight purebred species mentioned above. Additiondly
cytochrome b sequences of A. transmontanus, Scaphirhynchus albus, S. platorhynchus
and S suttkusi deposited in sequence databases were included in the analyses. Marked
sequence differences were observed among the species A. ruthenus, A. stellatus,

A. transmontanus, H. huso, P. spathula and the ssterspecies encomprised within the
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genus Scaphirhynchus. Due to the wdl known occurence of naturd variability of
nucleotide sequences among specimens within species, slatements concerning interspecific
conserved nucleotide subgtitutions could not be drawn. On the one hand different
cytochrome b haplotypes were observed within A. gueldenstaedtii of which some were
indigingiushable from A. baerii and A. persicus. On the other hand two nuclectide
subgtitutions were observed for A. naccarii offering a posshility for a molecular
discrimination of this species from the morphologicaly dosdy rdaed A. gueldenstaedtii
and A. persicus. However, the use of these nucleotide subdtititions as diagnostic festures
has to be proven a a larger number of specimens. The fact that mitochondrial DNA is
inherited maternaly has the disadvantage that hybrids could not be identified.

In the literature there was a controversa discusson concerning the ploidy leve of
Acipensderiformes. The data obtained from biochemica markers and from microsatdlite
loci led to the conclusion that the species A. ruthenus, A. stellatus and H. huso were
functiondly diploid. A. baerii and A. gueldenstaedtii exhibited a functiondly tetrgploid
genomic datus. These findings supported the hypothess that species with »120

chomosomes were diploid wheress species having » 240 chromosomes were tetrgploid.

The recongtruction of phylogenetic trees on the basis of the mitochondrid cytochrome
b gene refuted the opinion that the genus Scaphirhynchus is embedded within the
subfamily Acipenserinae. The results rather corrobated the opinion that this genus
belonged to the separated subfamily Scaphirhynchinae. However, a taxonomic
classfication of H. huso remained elusve which was due to observed smadl differences
concerning the complete deduced amino acid sequences between Acipenser and H. huso.
A dendrogram generated on the bads of slent nucleotid substutions indicated the
placement of H. huso among Acipenser. Focusing on the species of the genus Acipenser
the cytochrome b data yielded only limited information of their phylogenetic rdationships.

Until now the recongruction of phylogenetic trees using AFLP data has not been
performed smultaneoudy on species with different ploidy level. Therefore, on the one hand
the validity of the obtained dendrograms for A. baerii, A. gueldenstaedtii, A. ruthenus,
A. stellatus and H. huso presented in this thesis could not be estimated. On the other
hand, again H. huso was placed among the Acipenser using this procedure.



158 SUMMARY

At present the taxonomy is based solely on morphological comparisons performed on
few individuas per species. Taking dltogether, the molecular phylogenies presented in this
thes's shed new light on the systematics of Acipenseriformes and chdlenged its vdidity.
On the basis of cytochrome b data the taxanomic Status of the three species within the
genus Scaphirhynchus seemed to be doubtful. Furthermore the question arose, whether a
seperation of H. huso into the genus Huso hold true or if this species should be placed into

the genus Acipenser.

The results obtained in the presented study set forth that additiona markers must be
investigated for an identification of sturgeons as wedl as ther products. Idedly these
markers should be accomplished via the PCR to enable a doubtless, low-cost and quick
characterization of different sample materids. For the identification of hybrids a

combination of genomic as well as mitochondrid markers should be considered.
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