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Introducere

Sturionii reprezintd un grup de pesti care a aparut cu aproximativ 200 de milioane de ani ih urma, in
Jurasic si care a reusit sa supravietuiasca unor extinctii in masa si catorva glaciatiuni. Prezentand o evolutie
desfasuratd pe milioane de ani si avand un ritm de evolutie lent, sturionii sunt considerati pesti primitivi,
adevarate “fosile vii”, cu o deosebita importanta stiintifica. Acestia reprezintd un model de studiu pentru
evolutia pestilor n special, dar si a vertebratelor, in general (Grande and Bemis, 1991; Bemis et al., 1997,
Krieger and Fuerst, 2002).

Sturionii (Acipenseridele) sunt pesti marini de talie mare, cu schelet cartilaginos-osos, care traiesc in
special in Marea Neagra si Marea Caspica (cu exceptia cegii). Sunt foarte rar intalniti in Europa de Vest. Sunt
importanti din punct de vedere economic pentru icrele si carnea lor. In sezonul de reproducere, sturionii
parasesc mediul marin si migreaza in apele dulci ale fluviilor si raurilor bazinului hidrografic al acestora unde
isi depun icrele. Din cele sase specii de sturioni care se reproduceau in trecut in Dunare, in prezent se mai
reproduc doar patru specii: Acipenser gueldenstaedtii (nisetrul), Acipenser stellatus (pastruga), Acipenser
ruthenus (cega), Huso huso (morunul), speciile Acipenser nudiventris (viza) si Acipenser sturio (sipul) sunt
declarate extincte in bazinul Dunarii. Cele patru specii se regasesc pe lista rosie a IUCN marcate ca fiind
specii critic periclitate (exceptie facand cega, marcata ca specie periclitatd). Sturionii se recunosc dupa
trasaturile speciale ale acestui grup de pesti: scheletul cartilaginos-o0sos, lipsa solzilor si prezenta unor discuri
osoase pe piele, sub forma de siruri dispuse de-a lungul corpului. Din punct de vedere filogenetic si al
diversitatii genetice a populatiilor de sturioni, acest grup - special de pesti cu schelet cartilaginos-osos a fost
anterior studiat Tn Georgia (Beridze et al., 2022), Iran (Ghasemi et al., 2005; Khoshkholgh et al., 2011), China
(Zhao et al., 2005; Zhang et al., 2013; Shen et al., 2020), America de Nord (Walsh et al., 2001; Moyer et al.,
2012; O’Leary et al., 2014, Estep et al., 2020; Sellheim et al., 2022), in bazinul superior al Dunarii (Austria si
Germania — Friedrich et al., 2022), bazinul inferior al Dunarii (Roméania — Dudu et al., 2014; Holostenco et al.,
2021), in bazinele ponto-caspic si adriatic (Boscari et al., 2021).

n vederea protejarii sturionilor, s-au adoptat masuri de conservare. S-a interzis prin lege pescuitul in
scop comercial al speciilor de sturioni din habitatele naturale de pe teritoriul Romaniei pentru o perioada de
10 ani incepénd din 2006, a fost apoi prelungitd pentru Tnca cinci ani, pentru ca ulterior sa fie prelungita pe
termen nelimitat pana la refacerea populatiilor salbatice de sturioni. Sunt interzise atat comercializarea
produselor provenite de la sturioni capturati din bazinele naturale ale Dunarii si Marii Negre, cat si folosirea
echipamentelor de capturat sturioni in zonele de pescuit din habitatele piscicole naturale , .

De asemenea, au fost demarate programe de refacere a populatiilor de sturioni. Acestea vizeaza reproducerea
artificiala a genitorilor salbatici capturati din Dunare, urmata de cresterea puietului obtinut pe aceasta cale in
ferme de piscicultura. Ulterior, puietul este utilizat fie pentru actiuni de repopulare a mediului natural, fie pentru
obtinerea carnii si a caviarului de acvaculturd (Muscalu and Muscalu, 2009; Bronzi and Rosenthal, 2014).
Astfel, se urmareste descurajarea braconajului si a pescuitului de sturioni salbatici, ceea ce ar permite
refacerea populatiilor de sturioni din mediul natural si conservarea speciilor.

In astfel de situatii, acvacultura reprezintd o masurad de conservare a speciilor periclitate ce urmareste
cresterea de puiet pe cale artificiala, cu scopul fie de a repopula mediul natural, fie de a obtine caviar de
acvacultura. In crescatorii se utilizeazad un numar limitat de indivizi in programele de reproducere, intrucat
capturile de indivizi salbatici sunt reduse. in consecinta, pericolul consangvinizarii este crescut in piscicultura
sturionilor si prin urmare, se urmareste mentinerea unui nivel crescut de diversitate genetica a juvenililor
obtinuti Th acvacultura.

Toate organismele sunt predispuse la aparitia mutatiilor. Acestea pot fi cauzate fie de deficiente in
procesele fiziologice de reparare a erorilor survenite in replicarea ADN, fie de expunerea la anumiti factori de
mediu. Mutatiile conduc la aparitia variatiei genetice, denumitd polimorfism. Alaturi de alte forte evolutive
precum selectia naturald si deriva genetica, aparitia mutatiilor determina cresterea diferentierii genetice in
cadrul unei populatii, specii sau altui taxon superior. Cu ajutorul markerilor moleculari se poate evalua
unicitatea genetica la nivel de individ, populatie sau specie (Avise, 195; Park and Moran, 1995).

Un marker molecular reprezinta un fragment de ADN specific situat intr-o anumita locatie din cadrul
genomului, care este  folosit pentru a identifica un individ sau 0  specie
(http://en.wikipedia.org/wiki/Molecular_marker). O alta definitie a markerului molecular este ca acesta
reprezinta o secventa specifica de ADN, cu locatie cunoscuta ih genom, care marcheaza pozitia unei gene
particulare sau modul de transmitere al unui caracter particular.

Markerii moleculari se impart in: markeri ADN nucleari si markeri ADN mitocondriali si ambele tipuri permit
evaluarea variatiei genetice in cadrul intregului genom.

Markerii moleculari se clasifica in markeri de tipul |, asociati cu gene cu functie cunoscuta, si markeri
de tip Il asociati cu regiuni necodante (Liu and Cordes., 2004).
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Tehnicile de biologie moleculara sunt folosite pentru identificarea taxonomica precisa a indivizilor si inlaturarea
confuziilor cauzate de incadrarea taxonomica strict pe baza caracterelor morfologice. De asemenea, analiza
hibridizarii si a introgresiei cu ajutorul markerilor moleculari permite identificarea hibrizilor prin stabilirea
identitatii genitorilor.

O alta aplicatie a markerilor moleculari este identificarea populatiilor, evaluarea gradului de
variabilitate genetica a acestora si a gradului de diferentiere interpopulationala si analiza fluxului de gene intre
populatii. Markerii moleculari sunt utilizati si in analiza structurii unei populatii, pentru a stabili daca aceasta
constituie o unitate distincta sau este alcatuita din mai multe subpopulatii.

Markerii ADN Tsi gasesc aplicatie Tn acvacultura venind in sprijinul programelor de reproducere artificiala si
repopulare. Acestia sunt utilizati pentru a compara variatia genetica a populatiei crescute Tn acvacultura cu
cea a populatiei salbatice. Se poate evalua gradul de consangvinizare a populatiilor de acvacultura in vederea
planificarii programului de reproducere (Wirgin et al., 1997; Chauhan and Rajiv., 2010).

Microsatelitii sau repetitii ale unor secvente simple (SSR) sau secvente scurte repetitive in tandem (STR)
reprezintd un marker molecular codominant care permite diferentierea din punct de vedere genetic a indivizilor
homozigoti de cei heterozigoti pentru un locus specific. Aceste portiuni de 1 — 6 pb sunt localizate in principal
in genomul nuclear. Pentru speciile de sturioni, studiile anterioare mentionate identifica o gama variata de
microsateliti sau se bazeaza pe analiza ADN-ului mitocondrial. In cadrul Institutului National de Cercetare
Dezvoltare "Delta Dunarii” — Tulcea prin proiectul EraNet CsOFASP-DASTMAP s-au analizat aspecte
metodologice ale analizei diversitatii genetice a populatiilor de sturioni din bazinul inferior al Dunarii: Acipenser
gueldenstaedtii (nisetrul), Acipenser stellatus (pastruga), Acipenser ruthenus (cega), Huso huso (morunul).
Microsatelitii sunt markeri de tip Il doar daca nu sunt asociati cu gene cu functie cunoscuta. Microsatelitii
reprezinta repetitii dispuse in tandem ale unei secvente simple de ADN de 2 - 9 pb (Tautz, 1989). Se estimeaza
ca microsatelitii apar o data la fiecare 10 kb in genomul nuclear al pestilor (Wright, 1993). Acesti markeri sunt
distribuiti uniform Tn genom, fiind prezenti in toti cromozomii, atat in regiunile codificatoare, cét si in introni si
secvente din afara genelor (Liu and Cordes., 2004).

Polimorfismul microsatelitilor consta in diferentele de marime datorate numarului variat de unitati repetitive
continute de o alela dintr-un locus particular. Polimorfismul microsatelifilor consta nu doar in numarul de
repetitii, dar si Tn marimea unitaiii repetitive si in prezenta sau absenta unitatilor repetitive distincte. Numarul
mare de alele per locus creste continutul informational polimorfic comparativ cu alti markeri ADN (Liu and
Cordes., 2004). Gradul mare de polimorfism este cauzat de rata mare de mutatie (10-2 per generatie), atribuita
unei "alunecari” a polimerazei in timpul replicarii ADN (Tautz, 1989; Weber and Wong, 1993). Gradul mare de
polimorfism inter- si intraspecific i face sa fie utili in evaluarea diferentierii genetice intre indivizi strans inruditi
(Chauhan and Rajiv., 2010).

Microsatelitii sunt mosteniti intr-o manierd mendeliana si sunt markeri codominanti (Liu and Cordes., 2004).
Distributia uniforma in genomul nuclear, abundenta, marimea redusa, codominanta si hipervariabilitatea sunt
caracteristici care ii fac sa fie markeri ideali pentru cartarea genomului si studii de genetica populationala
(Dayanandan et al.., 1998; Liu and Cordes, 2004).

Material si metoda

Prelevarea probelor biologice si izolarea ADN total

Activitatea de analiza genetica s-a concentrat asupra speciei Acipenser gueldenstaedtii (nisetru), cu
scopul de a evalua diversitatea genetica in contextul conservarii si al programelor de repopulare din bazinul
Dunarii.

Pentru aceasta etapa a proiectului, materialul genetic a fost colectat de la un total de 96 de indivizi
apartinand speciei Acipenser gueldenstaedtii, grupati dupa provenienta astfel:

+10 indivizi salbatici, capturati prin pescuit stiintific in Dunarea Inferioara, Tn cadrul proiectului (Activitatea A6.6
siA7.1);

+86 de puieti, obtinuti din reproducerea controlata a reproducatorilor capturati in Dunarea Inferioara, si crescuti
in conditii controlate.

Indivizii adulti capturati din mediul natural au fost utilizati pentru reproducere controlata, iar ulterior, in
conformitate cu bunele practici si reglementarile nationale privind conservarea sturionilor, au fost eliberati
inapoi in Dunarea Inferioara, in acelasi loc unde au fost capturati.
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Pentru fiecare exemplar analizat, au fost Tnregistrati parametrii morfologici (lungimea totala si greutatea
corporald), iar pentru analizele genetice au fost prelevate fragmente de tesut de la nivelul inotatoarei anale
(Figura 1).

Probele de tesut au fost stocate individual in eprubete continand alcool etilic absolut (99%) si pastrate
la -20°C pana la momentul extractiei ADN-ului si al procesarii moleculare in laborator.

Boaees W B
Figura 1. Sturioni capturati in Dunarea Inferioara (adulti si puiet) de la care s-au prelevat probe biologice

Izolarea ADN-ului genomic total a fost realizata din probele de tesut prelevate, utilizdnd o metoda

eficientad de extractie pe baza de coloane cu membrane de siliciu.
Pentru aceasta etapa s-a utilizat kitul comercial NucleoSpin® Food (Macherey-Nagel, Diren, Germania),
conceput special pentru izolarea ADN-ului din materiale biologice complexe. Procedura s-a desfasurat
conform instructiunilor producatorului si permite obtinerea unor rezultate comparabile cu metodele clasice de
extractie, cum ar fi protocoalele CTAB si SDS, asigurand in acelasi timp o puritate ridicata a ADN-ului si o
eliminare eficienta a inhibitorilor de reactie PCR.

Protocolul de lucru presupune procesarea unor cantitati de pana la 200mg de tesut, care sunt initial
maruntite ultrafin si omogenizate mecanic cu ajutorul FASTPREP®-24 INSTRUMENT (MP Biomedicals)
(Figura 2). Aceasta etapa este esentiald pentru maximizarea randamentului de extractie si pentru asigurarea
uniformitatii probelor procesate.
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Figura 2. Omogenizator FASTPREP®-24 INSTRUMENT, utilizat pentru liza mecanica si chimica a probelor
de tesut

Protocolul standard de lucru s-a desfasurat conform instructiunilor producatorului si a inclus urmatorii pasi
rincipali:

?. P Liza mecanica si chimica a tesutului: Aproximativ 200 mg de material biologic a fost maruntit fin si
omogenizat utilizdnd omogenizatorul FASTPREP®-24 INSTRUMENT (MP Biomedicals) . Proba omogenizata
a fost suspendata intr-un tampon de liza specific (Buffer CF) la care s-a adaugat Proteinaza K urmat de
incubare la 65°C, pentru eliberarea ADN-ului genomic;

2. Inactivarea proteinelor si a contaminantilor si legarea ADN-ului de membrana de siliciu:
Supernatantul a fost amestecat cu tamponul de legare (Buffer C4 si etanol) si aplicat apoi pe coloanele de
purificare NucleoSpin®, unde ADN-ul s-a legat selectiv la membrana de siliciu in conditii de saruri ridicate.
Probele au fost centrifugate pentru separarea fazei clare care contine ADN-ul;

3. Spalarea coloanei: Coloanele au fost spalate succesiv cu tampoanele CQW si C5, pentru a elimina
proteinele, polizaharidele si alte impuritati;
4. Elutia ADN-ului purificat: ADN-ul genomic a fost eluat intr-un volum de 100 uL de tampon de elutie

(BE), rezultdnd o proba de Tnalta puritate, potrivita pentru aplicatii moleculare sensibile (PCR, genotipare,
secventiere).

Probele de ADN obtinute au fost ulterior evaluate calitativ si cantitativ prin spectrofotometrie (Nanodrop™) si
verificate prin migrare in gel de agaroza 1%, pentru a confirma integritatea fragmentelor si absenta
contaminantilor. Ulterior, esantioanele au fost stocate la -20°C, in vederea utilizarii ulterioare in reactiile de
amplificare PCR.

Amplificarea markerului mitocondrial si analiza secventelor de nucleotide
Pentru analiza variabilitatii mitocondriale, s-a amplificat si secventiat regiunea D-loop (regiunea de control,
MT-CR) a ADN-ului mitocondrial, utilizdnd metoda PCR urmata de secventiere enzimatica Sanger.

Pentru amplificare s-a utilizat perechea de primeri specifica sturionilor:
o Acip PHE 1F: 5'-CAC CCT TAA CTC CCA AAG C-3'

J Acip PHE 1R: 5'-CCC ATC TTA ACA TCT TCA GT-3'

Reactile PCR au fost realizate utilizadnd kitul GoTag® Flexi DNA Polymerase (Promega, SUA), conform
protocolului recomandat de producator. Amplificarea a fost efectuata intr-un VeritiPro Thermal Cycler (Applied
Biosystems), achizitionat prin proiect.
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Compozitia amestecului de reactie si programul de amplificare termica sunt prezentate mai jos (Figura 3).

94°C 94°C
GoTaqgGreen Flexi Buffer 5X 5 72°C 72°C
MgCl2 2,5 S5min = 45sec :
dNTPs mix 0,5 54°C 1min =~ 2min
AcipPHE-1F 0,5 \ Y
AcipPHE-1R 0,2 30 sec
apa ultrapura 14,8
ADN 1
Total volum 25 40 cicluri

Figura 3. Compozitia amestecului de reactie si programul de amplificare termica pentru regiunea D-loop (MT-
CR) din ADN mitocondrial

Produsii de amplificare au fost verificati prin electroforeza in gel de agaroza 1%, utilizand MidoriGreen (Nippon
Genetics) pentru vizualizare. Separarea fragmentelor a fost realizata la 70V timp de 1 ora, iar benzile rezultate
au fost vizualizate la un transiluminator UV (A = 302 nm). S-a confirmat prezenta unui produs de aproximativ
823 pb in toate cele cinci probe analizate.

Produsii PCR pozitivi au fost purificati cu ajutorul kitului Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega),
conform protocolului furnizorului. Produsii purificati au fost trimisi la Macrogen Inc., Olanda
(https://dna.macrogen-europe.com/eng/) pentru secventiere Sanger, realizatd pentru ambele catene (forward
si reverse).

Prelucrarea primara a secventelor sub forma de fluorograme si corectarea acestora s-a realizat
utilizdnd programul DNA Sequence Assembler (Heracle BioSoft, RO), datele fiind exportate in format. fasta
pentru aliniere. Alinierea tuturor secventelor unei gene, provenite de la indivizi diferiti, s-a realizat prin metoda
ClustalWW (Thompson et al., 1994) utilizdnd programul MEGA 11 (Kumar et al., 2018). Ulterior, alinierea
secventelor este utilizata pentru analiza populationala si filogenetica a indivizilor studiati.

Amplificarea microsatelitilor si analiza si genotiparea indivizilor analizati

Pentru amplificarea simultana a mai multor loci microsatelitari in reactii multiplex, au fost pregatite patru
paneluri de primeri, fiecare contindnd céate trei perechi de primeri specifici, marcati cu fluorocromi diferiti
(BMN-6, DY-751, Cyanine 5) (Tabel 1). Fiecare primer a fost diluat din solutia stoc de 100 yM péana la
concentratia doritd, conform protocolului - de lucru (tabelul X), astfel incat concentratia finala a fiecarei perechi
de primeri in mixul 10X sé se situeze intre 0.55% si 5%, in functie de eficienta fiecarui marker.

Tabel 1. Panelurile de primeri, fiecare continand cate trei perechi de primeri specifici, marcati cu
fluorocromi diferiti (BMN-6, DY-751, Cyanine 5), utilizate pentru amplificarea locilor satelitari la specia
Acipenser gueldenstaedtii

Panel 1
Primer Dye V apa Stoc [uM] Conc. tinta uL of stoc [100uM] C% 10x
Aguse [NNBMNEGRN FW | 208 100 0.200 3.00 2.00
Rev = 444 100 0.200 3.00 2.00
Agu51 Fw | 232 100 0.180 2.70 1.80
Rev | 741 100 0.180 2.70 1.80
Aguss [INBNINGGEN Fw 195 100 0.175 2.63 1.75
Rev | 908 100 0.175 2.63 1.75
Apa 2728 133.35
Panel 2
Primer Dye V apa Stoc [uM] Conc. tinta  uL of stoc [100uM]  C% 10x
Agu54 FW | 264 100 0.055 0.83 0.55
Rev = 558 100 0.055 0.83 0.55
Agu36 FW | 205 100 0.195 2.93 1.95
Rev | 1334 100 0.195 2.93 1.95
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Agu3d7 FW 223 100 0.195 2.93 1.95

Rev | 782 100 0.195 2.93 1.95
Apa 3366 136.65
Panel 3
Primer Dye V apa Stoc [uM] Conc. tinta uL of stoc [100uM] C% 10x
 Ag4o [[Cyanines| Fw | 352 100 0.075 1.13 0.75
Rev | 448 100 0.075 1.13 0.75
Agu15 FW | 230 100 0.500 7.50 5.00
Rev | 580 100 0.500 7.50 5.00
Aguso [INBNMINGNN Fw | 249 100 0.170 2.55 1.70
Rev | 860 100 0.170 2.55 1.70
Apa 2719 127.65
Panel 4
Primer Dye V apa Stoc [uM] Conc. tinta  uL of stoc [100uM]  C% 10x
Agu3s UBMNSGRN Fw | 206 100 0.150 2.25 1.50
Rev = 515 100 0.150 2.25 1.50
Agu46 FW | 208 100 0.160 2.40 1.60
Rev | 547 100 0.160 2.40 1.60
Agust [INBNMINGIN Fw | 225 100 0.180 2.70 1.80
Rev | 635 100 0.180 2.70 1.80
Apa 2336 135.30

Volumul final al fiecarui mix (panel) a fost obtinut prin aditia de apa ultrapura la volumele calculate din solutiile
stoc, iar amestecul rezultat a fost utilizat ca 10X Primer Mix in reactiile de PCR.

Pentru fiecare reactie (per godeu intr-o placa de 96 de probe), s-a preparat un Master Mix de 10 uL, continand
componentele specificate in Tabelul 2

Tabel 2. Compozitia Master Mixului necesar pentru amplificarea locilor satelitari la specia Acipenser
gueldenstaedtii

QIAGEN Multiplex PCR Buffer

2X 1X 5.00 pL 550 pL
Q-Solution 5X 0.75X 1.50 pL 165 pL
Primer Mix 10X (Panel 1-4) 1X 1.00 pL 110 uL

Apa ultrapura — 1.50 uL 165 pL
ADN genomic [~10 ng/pL] — 1.00 yL adaugat individual
Total per reactie — 10.00 pL —

Mixul a fost distribuit Tn benzi de 8 tuburi (8-strip), cate 123.8 pL per strip, apoi cate 9 yL de Master Mix au
fost adaugati in fiecare godeu din placa de reactie folosind pipeta multicanal. Ulterior, s-a adaugat 1 yL ADN
genomic per reactie.

Reactiile PCR s-au efectuat in termociclere programate conform temperaturii optime de hibridizare stabilite
anterior prin gradient de temperatura.

Programul standard a inclus:
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1. Activare initiala a polimerazei: 95°C, 15 min

30 de cicluri:

Denaturare: 94°C, 30 sec

Hibridizare: 60°C (57°C pentru panelul 4), 90 sec
Extensie: 72°C, 60 sec

Extensie finala: 72°C, 10 min

Pastrare: 4°C

PwooToDd

Panel1-3 Panel 4

95 30cicluri 95 30cicluri
15min 94 15min 94
30s 72 30s 72
60s 60 60s 60
63 30 min 57 30min
90s 90s

Figura 4. Reprezentarea grafica — amplificare termica PCR pentru cele 4 paneluri de primeri

Dupa amplificare, produsele PCR au fost pregatite pentru electroforeza capilara pe platforma CEQ™ 8000
(Beckman Coulter), folosind modulul Fragment Analysis, conform pasilor specificati Tn Tabelul 3.

Tabel 3. Amestecul de reactie pentru fiecare produs PCR pregatit pentru electroforeza capilara

Componenta Volum per reactie
SLS (Sample Loading Solution) 30 pL
Marker intern de dimensiune (Size Standard 400) 0.75 uL
Produs PCR 0.55 uL
Total per well 31.3 uL

Amestecul a fost ulterior incarcat in placa de secventiere si introdus n analizor.

Dupa etapa de amplificare PCR, pentru fiecare esantion au fost pregétite probele de migrare, prin
adaugarea a 3 L de produs PCR intr-un amestec format din 36,5 L de SLS (Sample Loading Solution) si
0,5 pL de marker de dimensiune moleculara interna (Size Standard 400). Amestecul a fost transferat in placa
de analiza si incarcat n sistemul de electroforeza capilara CEQ™ 8000 Genetic Analysis System (Beckman
Coulter, California, SUA)

Sistemul CEQ 8000 functioneaza pe principiul electroforezei capilare, in care fragmentele ADN
denaturate migreaza printr-un polimer sub influenta unui cadmp electric, iar viteza de migrare este direct
dependenta de dimensiunea fragmentului (in perechi de baze). Fragmentul marcat cu fluorofor este excitat de
un sistem cu laser intern, iar semnalul fluorescent emis este detectat optic si digitalizat, rezultdnd un
electroferograma pentru fiecare esantion.

Pentru fiecare reactie multiplex, sistemul a permis identificarea simultana a mai multor loci
microsatelitari, diferentiati atat prin dimensiunea fragmentelor amplificate, cat si prin spectrul de emisie al
fluorocromilor utilizati. Detectia s-a realizat in modulul dedicat de Fragment Analysis, iar rezultatele au fost
exportate in format tabelar (.xIs) contindnd informatii precum: numele esantionului, colorantul utilizat,
fragmentul estimat (in pb), inaltimea si aria semnalului.

Analiza diversitatii genetice la nivel mitocondrial

Pentru evaluarea diversitatii mitocondriale, secventele de nucleotide au fost utilizate pentru analiza
populationala si filogenetica a indivizilor de nisetru studiati.

Distantele genetice intre indivizii folositi la reproducerea asistata au fost estimate utilizand programul MEGA
11 (Kumar et al., 2016). Acelasi program a fost utilizat pentru identificarea relatiilor filogenetice dintre indivizi.
Aceasta analiza s-a realizat prin metoda Maximum Likelihood (ML) pe baza modelului optim de substitutie
selectat prin algoritmul BIC (Bayesian Information Criterion), suportul topologic al arborelui s-a testat prin
metoda bootstrap, pentru 500 de replicari. Vizualizarea si editarea grafica a arborelui filogenetic obtinut, s-a
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realizat in programul FigTree v1.4.4 (Rambaut, 2012).
Analiza cronologica a divergentei (Real Time-timetree) a fost realizata utilizadnd acelasi program MEGA 11.
Aceasta analiza ofera informatii cruciale pentru intelegerea istoriei evolutiei filiatiilor materne.

Analiza diversitatii si structurii genetice la nivel nuclear

Prelucrarea datelor si determinarea alelelor in R
Datele brute obtinute au fost ulterior procesate in mediul R, printr-un flux de analizé dedicat pentru loci
tetrasomici, care permite detectarea a pana la patru alele distincte per locus si per individ. Procesarea a
inclus:

. Separarea si curatarea datelor (split sample ID, eliminarea fragmentelor cu semnal slab);

. Filtrarea pe baza fluorocromilor si a ferestrelor de migrare pentru identificarea corectd a
fragmentelor per locus;

. Binning-ul alelelor, pe baza repetitivitatii secventei (ex: motif din 2 pb), folosind functii specializate
(e.g. BinStats() si binning personalizat);

J Corelarea cu colorantul si markerul genetic, avand in vedere compatibilitatea dintre fluorofor si
fereastra de detectie;

o Constructia obiectelor genotipice compatibile cu analiza poliploida (ex: genambig din pachetul

polysat), in care se stocheaza alelele identificate per individ si locus.

Aceasta etapa a permis identificarea exacta a profilului alelic pentru fiecare individ analizat, precum si
construirea unei baze de date de genotipuri utilizabile ulterior in analize de:

. diversitate genetica (He, Ho, Na, alele private),
. structura populationald (STRUCTURE),
. echilibru Hardy—Weinberg si linkage disequilibrium.

Estimarea diversitatii genetice

Estimarea diversitétii genetice reprezintd o componenta esentiald a analizelor geneticii populationale
a organismelor naturale. Indicii de diversitate genetica intra-populationala includ numarul de alele diferite per
loc, variabilitate alelica, si heterozigotia asteptata (HE) si observata (HO). Analizele heterozigotiei sunt puternic
corelate, dar heterozigotia asteptatd (HE) este consideratd o estimare mai buna a variabilitatii genetice
prezente intr-o populatie (Nei, 1987). Deoarece informatia despre diversitatea genetica reprezinta abordarea
cea mai fundamentald in genetica populationald empiricd, numeroase programe sunt concepute pentru a
furniza astfel de informatii. Indicii de diversitate genetica pot fi calculati folosind programele AGARST, Arlequin,
Cervus, DISPAN, FSTAT, GenAlEx, Genepop si Microsatellite Toolkit.
Estimarea diversitatii genetice a microsatelitilor ca numar total de alele, numarul de alele per locus (Na),
numarul de alele private per locus, heterozigotii asteptate (He) si observate (Ho) si abaterile de la echilibrul
Hardy-Weinberg pentru fiecare grup au fost estimate folosind programul GenAlEx (Peakall & Smouse, 2006,
2012). Pentru a detecta asocieri non-aleatoare ale alelelor intre mai multe loci, vor fi efectuate teste exacte
pentru linkage disequilibrium folosind aplicatia web GENEPOP (Raymond & Rousset, 1995; Rousset, 2008),
obtindndu-se indici de diversitate genetica.

Testul echilibrului Hardy-Weinberg

Testul echilibrului Hardy-Weinberg (HWE) ar trebui efectuat ca un pas initial al analizelor de genetica
a populatiei. Tn conformitate cu principiul Hardy-Weinberg, frecventele alelelor raman constante intr-o
populatie in absenta selectiei, mutatiei, migratiei si a driftului genetic. Astfel, testele echilibrului Hardy-
Weinberg investigheaza stabilitatea frecventelor alelice in timp. Principiul Hardy-Weinberg se refera la efectele
unei singure generatii de imperechere aleatoare, unde frecventele genotipurilor pot fi prevazute din frecventele
alelelor. Se asteapta ca HWE sa fie prezent in populatiile in care imperecherea este aleatoare, iar o astfel de
populatie nu ar trebui sa prezinte diferente semnificative intre heterozigozitatea observata si cea asteptata.
Abaterea excesiva de la HWE indicéa incéalcarea uneia dintre ipotezele analizelor de genetica a populatiei, prin
procese precum imperecherea non-aleatoare sau lipsa neutralitatii selective. Cu toate acestea, abaterea
semnificativa de la HWE poate s& apara si din cauza erorilor fizice in timpul genotiparii, cum ar fi alelele nule,
iar datele trebuie interpretate cu prudenta. Testele HWE si semnificatia acestora pot fi efectuate cu ajutorul
programelor Arlequin, FSTAT, GenAlEx si Genepop.

10



Cofinantat de
e Uniunea Europeana

*
*
*

* % %

DELTAICA nr. 8, 2025
Tulcea, Romania

Masurarea indicilor de fixare si diferentierea genetica intre populatii

Diferentierea genetica poate fi masurata prin diferenta distributiei frecventei alelelor intre populatii.
Informatiile despre indicii de fixare, cum ar fi statistica F, FIS, FIT si FST (Weir ;i Cockerham, 1984), per locus
in toate populatiile, ar trebui sa fie investigate in pasul initial al analizelor de genetica a populatiei. O diferenta
semnificativa intre heterozigozitatea observata si cea asteptata rezulta intr-o valoare FIS semnificativa si poate
indica prezenta alelelor nule, efectul Wahlund sau alte anomalii. Valorile estimarilor FST sunt in intervalul 0—
1 si masoara céat de diferite, din punct de vedere genetic, sunt doua populatii la nivelul locilor neutri selectivi,
cu o valoare FST de 0 indicand ca nu a avut loc nicio diferentiere genetica si o valoare de 1 indicand ca cele
doué populatii nu impartasesc genotipuri comune.
Analiza diferentierii genetice intre populatii folosind FST (o estimare a subdiviziunii populatiei sub modelul
alelei infinite) si/sau a altor indici F (Weir ;i Cockerham, 1984) precum si a valorilor p asociate pot fi calculate
cu ajutorul programelor Arlequin, FSTAT, GenAlEx, Genepop si multe altele. AGARST, FSTAT si RSTCALC
pot calcula RST (o estimare a subdiviziunii populatiei pentru procesele de mutatie pas cu pas). FSTAT poate
furniza o valoare p ajustata pentru a obtine niveluri de semnificatie pentru analizele care implica comparatii
multiple.

Analiza fluxului genetic

Modelele si analiza fluxului genetic furnizeaza informatii importante despre modelul si capacitatea de
dispersie a speciei studiate. Estimarile indirecte ale fluxului genetic intre populatii pot fi masurate prin diferite
abordari. In primul rand, se poate calcula fluxul genetic bazat pe structura genetica a populatiei in conformitate
cu relatia Nem = (1 - FST )/4 FST (27), unde Nem reprezinta numarul efectivului de migranti pe generatie, Ne
este dimensiunea efectivului populational pentru fiecare populatie, iar m este rata de imigratie. Aceasta analiza
clasica a fluxului genetic se bazeaza pe echilibrul dintre fortele de imigratie si driftul genetic sub presupunerile
modelului insular, adicd migratia are loc intre populatii de dimensiuni egale cu rate simetrice de migratie.
Estimarile in perechi ale diferentierii genetice intre subpopulatii si semnificatia acestora pot fi cuantificate prin
FST (Weir ;i Cockerham, 1984) si RST (Slatkin, 1985) utilizand programul FSTAT si RSTCALC.
in al doilea rand, estimarile Maximum likelihood ale fluxului genetic au fost calculate utilizdnd abordarea de
simulare coalescenta bazata pe Markov Chain Monte Carlo (MCMC), care ia in considerare relatia genealogica
a esantioanelor si asimetria fluxului genetic (Beerli si Felsenstein, 1999s Beerli si Felsenstein, 2001).
Parametrii necesari de migratie, cum ar fi 4Ney, unde p este rata de mutatie a unui locus per generatie, si M
= m/y, pot fi calculate cu ajutorul programului Migrate (Beerli si Felsenstein, 1999).
Rata de migratie poate fi, de asemenea, calculata din frecventa alelelor private. O alela privata sau rara este
definita ca o alela gasita intr-o singura subpopulatie, care nu este gasita in alte subpopulatii. Estimarea fluxului
genetic folosind alele private a fost dezvoltatd de Slatkin (1985b) pe baza urmatoarei ecuatii: In[p(1)] = a In(Nm)
+ b, unde a = -0,505 si b = -2,440, iar p(1) reprezinta frecventele alelelor private. Prin urmare, logaritmul
frecventei asteptate a unei alele private (p(1)) este aproximativ o functie liniard descrescatoare a logaritmului
lui Nm, cu o panta de —0,505 (Stalkin, 1985b).
Simularea a aratat ca aceasta metoda este relativ insensibila la modificarile parametrilor modelului, in afara
de Nm si a numarului de indivizi esantionati per populatie, iar autorul a furnizat o modalitate aproximativa de
corectare a diferentelor in dimensiunea esantionului (Stalkin, 1985b). Prin urmare, se poate utiliza valoarea
lui p(1) pentru a estima Nm cu ajutorul programului Genepop.

Structura populatiei si unitatile de management

Structura populatiei a fost dedusa folosind STRUCTURE 2.3.4 (Pritchard, Stephens, & Donnelly, 2000)
utilizand fisierul de date de input generat in programul de MS Excel GenAlEx 6.5 (Peakall & Smouse, 2006).
Numarul de clustere de K v-a fi calculat dupa urmatoarele setari: 10 repetitii pentru fiecare K de la K=1 la K=10
cu o perioada de burn-in de 50.000 de iteratii urmate de 100.000 de pasi ai lantului Markov Monte Carlo
(MCMC), folosind un modelul admixture cu frecventele alelelor independente intre populatii. Numarul clustere
K v-a fi identificat folosind Structure Harvester (Earl, 2012), rezultatul grafic al structurii populatiei v-a fi ulterior
generat folosind aplicatia web CLUMPAK (Kopelman, Mayzel, Jakobsson, Rosenberg si Mayrose, 2015). La
final se vor obtine numarul real de clustere, unitati de management in conservarea speciei si respectiv
structura genetica a populatiei.

Rezultate si discutii

Pentru a evalua diversitatea genetica a loturilor implicate in popularea de sustinere, au fost analizate doua
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grupuri distincte: (i) grupul ,Dundre” - indivizi salbatici capturati din Dunére (n = 10) si (ii) grupul “Reproducere”
- descendentii grupului ,Dunére” (generatia F1), obtinuti prin reproducere asistata (n = 86). Analiza a fost
realizaté pe baza datelor mitocondriale si microsatelitare, considerand caracterul tetrasomic al locilor.

*
*
*

* % %

Analiza variabilitatii mitocondriale a indivizilor utilizati in reproducerea asistata

Pentru evaluarea diversitatii mitocondriale, a fost analizata secventa regiunii D-loop (MT-CR) la cinci indivizi
adulti de Acipenser gueldenstaedtii din grupul ,Dunare”, utilizati in reproducerea asistata: o femela (23-1-12-
F) si patru masculi (23-1-2-M, 23-1-3-M, 23-1-5-M si 23-1-8-M). Analiza a inclus un total de 801 pozitii
nucleotidice si a fost realizata in MEGA11, folosind modelul Tamura 3-parameter (T92).

Distantele genetice: Estimarile distantelor genetice (numarul de substitutii per situs) au evidentiat o
diferentiere clara intre femela 23-1-12-F si toti ceilalti indivizi masculi, astfel evitdndu-se riscul consangvinizarii.
In contrast, distantele intre masculi au fost mult mai mici, cu valori intre 0.005 si 0.060, ceea ce indic& o
apropiere genetica intre acestia (Figura 5).

U 3 = = 3
] & ) 5 =
2 2 2 2 2
23-1-12-F | 0.00000
23-1-2-M 0.00000
23-1-8-M 0.01387 0.00000
23-1-5-M 0.00501 0.01769 0.00000
23-1-3-M | 0.03189 0.04676 0.06022 0.04282 0.00000

Figura 5. Matricea de distanta genetica intre adultii de nisetru utilizati la reproducerea asistata

Rezultatul reconstructiei filogenetice: Reconstructia relatiilor evolutive, realizata prin metoda Maximum
Likelihood, a confirmat pozitia distinctd a femelei 23-1-12-F in arborele filogenetic. Aceasta formeaza un ram
principal separat, bine sustinut de lungimea ramurilor si log-likelihood-ul ridicat (-1488.36), demonstrand
divergenta sa fata de ceilalti indivizi analizati (Figura 6).

23-1-2-M
L 2318M
| 23-1-5-M
- 23-1-3-M
23-1-12-F
N
0.01

Figura 6. Relatiile filogenetice dintre reproducatorii de nisetru (Acipenser gueldenstaedtii) analizati. Topologia
arborelui a fost estimata prin metoda ML pe baza modelului de substitutie T92

Analiza cronologica a divergentei (RelTime — timetree): Arborele de tip timetree generat prin metoda
RelTime a confirmat diferentierea semnificativd a femelei 23-1-12-F fatd de masculi, sugerand ca aceasta
provine probabil dintr-o linie materna divergenta. Aceasta distantare genetica ofera garantii suplimentare

privind evitarea consangvinizarii in cadrul reproducerii asistate (Figura 7).

Rezultatele analizei mitocondriale demonstreaza in mod clar ca femela 23-1-12-F este genetic distincta fata
de cei patru masculi utilizati la reproducere, aspect esential pentru evitarea incrucigarilor intre indivizi
inruditi matern. Diversitatea mitocondriala observata confirma selectia riguroasa a reproducatorilor si sustine
validitatea schemei de reproducere asistata aplicate in cadrul programului de repopulare.
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Figura 7. Analiza cronologica a divergentei pentru reproducatorii de nisetru (Acipenser gueldenstaedtii)
analizati

Diversitatea genetica intra-populationala

Valoarea medie a numarului de alele diferite (Na) a fost mai mare in grupul de puiet (N=86) rezultat din
reproducere (7.75) comparativ cu lotul salbatic (N=10) din Dunare (6.00). Totusi, numarul mediu de alele
efective (Ne), care reflecta diversitatea functionald, a fost mai ridicat in grupul Dunare (4.365) fata de
Reproducere (3.487), indicand o distributie mai echilibrata a frecventelor alelice Tn populatia salbatica.
Indicele de informatie Shannon (1), care surprinde atat bogatia céat si echilibrul frecventelor alelice, a fost de
asemenea mai mare in Dunare (1.484) fata de Reproducere (1.372). Heterozigozitatea observata (Ho) a avut
valori apropiate intre cele doua grupuri: 0.738 pentru Dunére si 0.740 pentru Reproducere, sugerand o
frecventa similara a heterozigotilor in cele doua populatii. Heterozigozitatea asteptata (He) si cea corectata
(uHe) au fost usor mai mari in populatia salbatica (He = 0.714, uHe = 0.751) fata de Reproducere (He = 0.674,
uHe = 0.678), indicand o usoara reducere a diversitatii genetice in descendenti (Tabel 4).

Tabel 4. Indicii de diversitate genetica intra-populationala
Pop N Na Ne I Ho \ He uHe F

Dunére Medie @ 10.000 6.000 4.365 1.484 0.738 0.714 0.751 -0.119
SE 0.000 0.574 0.424 0.109 0.051 0.028 0.030 0.117
Reproducere Medie @ 86.000 7.750 3.487 1.372 0.740 0.674 0.678  -0.167
SE 0.000 0.781 0.272 0.091 0.056 0.024 0.024 0.118
Total Medie @ 48.000 6.875 3.926 1.428 0.739 0.694 0.715  -0.143
SE 5.543 0.496 0.257 0.071 0.038 0.019 0.020 0.082

Na = No. of Different Alleles; Ne = No. of Effective Alleles = 1/ (Sum pi*2); I = Shannon's Information Index = -1* Sum (pi
*Ln (pi)); Ho = Observed Heterozygosity = No. of Hets / N; He = Expected Heterozygosity = 1 - Sum pi*2; uHe = Unbiased
Expected Heterozygosity = (2N / (2N-1)) * He; F = Fixation Index = (He - Ho) / He = 1 - (Ho / He). Where pi is the frequency
of the ith allele for the population & Sum pi*2 is the sum of the squared population allele frequencies.

Alele private si comune

Numarul de alele private (unice pentru o singura populatie) a fost semnificativ. mai mare in grupul
“‘Reproducere” (2.792), comparativ cu grupul ,Dunare” (1.042), ceea ce poate reflecta existenta unor alele rare
aparute prin recombinare sau segregare in timpul reproducerii asistate (Tabel 5). Niciuna dintre populatii nu a
prezentat alele comune locale frecvente (<25% sau <50%), sugerand un nivel relativ inalt de omogenitate
locala.
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Tabel 5. Numarul de alele private in cele doua grupuri analizate

No.
. No.
= KO0,
Population Na NaFreq. >=5% Private Alleles LComm Alleles LComm Alleles
Grupul “Dunare” 6.000 6.000 1.042 0.000 0.000
Grupul “Reproducere” | 7.750 3.750 2.792 0.000 0.000

Na = No. of Different Alleles; Na (Freq >= 5%) = No. of Different Alleles with a Frequency >= 5%, No. Private Alleles =
No. of Alleles Unique to a Single Population; No. LComm Alleles (<=25%) = No. of Locally Common Alleles (Freq. >=
5%) Found in 25% or Fewer Populations; No. LComm Alleles (<=50%) = No. of Locally Common Alleles (Freq. >= 5%)
Found in 50% or Fewer Populations

Statistici F si fluxul de gene (Nm)

Valorile negative ale indicilor Fis (-0.142) si Fit (-0.126) reflectd un exces de heterozigoti fatd de asteptarile
Hardy-Weinberg la nivelul grupurilor analizate. Valoarea Fst obtinuta (0.018) indica o distanta genetica scazuta
intre cele doua grupuri, sugerand o diferentiere populationala redusa (Tabel 6). Aceasta valoare este sustinuta
de estimarea fluxului genic Nm = 9.299, ceea ce denota un schimb genetic ridicat intre cele doua grupuri,
datorat selectiei dirijate in cadrul programului de reproducere.

Tabel 6. Statistici F si fluxul de gene (Nm)

All Pops. Fis Fit Fst Nm \
Medie -0.142 -0.126 0.018 9.299
SE 0.115 0.116 0.003 1.558

Fis = (Mean He - Mean Ho) / Mean He; Fit = (Ht - Mean Ho) / Ht; Fst = (Ht - Mean He) / Ht; Nm = [(1/ Fst) - 1]/ 4

Identitatea genetica (Nei)

Coeficientul de identitate genetica Nei intre cele doua grupuri este ridicat (0.913), ceea ce indica un grad Tnalt
de similaritate genetica intre indivizii salbatici si cei obtinuti din programul de repopulare, subliniind eficienta
selectiei reproducatorilor in mentinerea diversitatii genetice naturale.

Acesti indicatori arata ca, desi lotul obtinut prin reproducere asistata prezinta o diversitate genetica
comparabild cu populatia salbatica, se observa o usoara tendinta de scadere a alelelor efective si a echilibrului
intre frecventele alelice, aspecte ce trebuie monitorizate in continuare in programele de conservare.

Structura populatiei si unitatile de management

Pentru a investiga structura geneticd a populatiei de Acipenser gueldenstaedtii, au fost rulate analize
STRUCTURE 2.3.4 folosind un model fara amestec (no admixture) si frecvente corelate intre populatii, cu
estimarea automata a parametrului lambda. Au fost testate valori ale numarului de clustere genetice (K) intre
1 si 10, cu 10 rulari independente pentru fiecare K, folosind un burn-in de 5000 pasi si 20,000 pasi MCMC
ulteriori.

Evaluarea valorii optime K a fost realizata cu ajutorul CLUMPAK, prin metodele Evanno si Pritchard, pe baza
valorilor log-likelihood si a stabilitatii intre rulari. Rezultatele (Figura 8) au indicat:

. Evanno: K=4 (DeltaK maxim = 10.20)

. Pritchard: K=6 (probabilitate maxima de 0.973)

14



Cofinantat de
Uniunea Europeana

DELTAICA nr. 8, 2025
Tulcea, Roménia
Delta K = mean(JL"(K)]) 7 stdev[L(K)]
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Figura 8. Valoarea cea mai probabild estimata a lui K utilizdnd setul de date cu 12 loci: (stdnga) metoda AK
si (dreapta) valori In(Pr(X|K).

Cu toate acestea, alegerea finala a fost K=4, sustinutd de distributia consistentd a indivizilor in cadrul
clusterelor si de stabilitatea intre rulari.

Pentru K=4, analiza finala a fost refacuta cu 20 de rulari, cu burn-in de 10000 pasi si 100000 pasi MCMC,
mentinand acelasi model de ancestor si aceleasi frecvente. ClumpaK a confirmat formarea unui mod major
clar (13/20 rulari), cu o valoare de H' = 0.986, ceea ce denota o structura genetica stabila.

Dunare Reproducere

i Adulti Program de repopulare

Figura 9. Rezultatele analizei STRUCTURE. Nivelul de similitudine genetica intre indivizii de nisetru
(Acipenser gueldenstaedtii) din grupul “Dunare” si cei din grupul “Reproducere” este vizualizat cu patru grupuri
genetice (K = 4). Fiecare linie verticala reprezinta un singur individ.

Rezultatele aratd existenta a patru clustere genetice distincte in cadrul grupurilor de nisetru (Acipenser
gueldenstaedtii) studiate (Figura 9), fiecare reflectand cel mai probabil linii parentale distincte (pentru
reproducatori), materializate prin structuri genetice diferentiate in cadrul puietului. Distributia indivizilor in
clusterele genetice a fost clara, fara amestec intre grupuri, ceea ce sugereaza ca reproducerea asistata a
mentinut integritatea genetica a liniilor initiale.

Implicatii pentru managementul conservativ

Rezultatele analizei STRUCTURE, sustinute de evaluarile prin metodele Evanno si Pritchard si prelucrate cu
ajutorul CLUMPAK, indica existenta unei structuri genetice clare in setul de date de Acipenser gueldenstaedtii
analizat. A fost identificata o valoare optima a numarului de clustere genetice de K=4, confirmata de stabilitatea
ridicata a rularilor si de valoarea crescuta a probabilitatii H' (0.986), ceea ce sustine coerenta modelului propus.
Grupul denumit ,Dunare” cuprinde indivizii adulti capturati din mediul natural, care au fost utilizati ca
reproducatori in cadrul proiectului. Grupul denumit ,Reproducere” include descendentii directi ai acestora
(generatia F1) — puietul obtinut in conditii controlate.

Identificarea a patru clustere genetice distincte, atat in randul reproducatorilor céat si al puietului, reflecta
conservarea unei parti importante din structura genetica parentala in generatia F1, dar si o posibila diferentiere
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emergenta in cadrul lotului de puiet, ca urmare a segregarii alelice si a efectului de esantionare.

Recomandari privind managementul:
1. Mentinerea liniilor genetice distincte: Avand in vedere cé acesti reproducatori sunt sursa directa a

puietului, este esentiala pastrarea separata a liniilor genetice identificate (clusterele K1-K4). Aceasta va
reduce riscul de pierdere a diversitatii si va contribui la protejarea potentialului adaptativ al speciei.

2. Gestionarea controlata a incrucisarilor: Recomandam incrucisari dirijate intre indivizi apartinand
diferitelor clustere pentru a maximiza diversitatea geneticd transmisd descendentilor si a preveni
consangyvinizarea. Invers, incrucisdrile in cadrul aceluiasi cluster pot fi monitorizate in vederea consolidarii
unor linii valoroase in scopuri specifice (ex. conservare ex situ).

3. Monitorizarea pe termen lung a liniilor genetice: Analiza a evidentiat o identitate genetica ridicata
intre generatii (Nei = 0.913), dar si o usoara reducere a numarului de alele efective in grupul Reproducere.
Acest fenomen trebuie urmarit constant in generatiile urmatoare pentru a preveni acumularea derivatiei
genetice sau a pierderii alelelor rare.

4. Utilizarea reproducatorilor salbatici in programe viitoare: Avand in vedere diversitatea ridicata a
acestor indivizi (Ne = 4.365; | = 1.484), ei reprezintd resurse genetice de referintd. Se recomanda
reintroducerea lor periodica n ciclurile de reproducere, sau utilizarea altor indivizi salbatici selectionati similar,
pentru mentinerea nivelului optim de variatie genetica.

Faptul ca structura genetica parentala s-a mentinut, intr-o proportie semnificativa, in descendenta, indica
eficienta strategiilor actuale de reproducere. Totusi, discrepantele observate intre Na si Ne, iTmpreuna cu
aparitia unor alele private in lotul de puiet, subliniaza necesitatea unui management genetic adaptiv, care sa

integreze:

. Controlul incrucisarilor,

. Separarea si conservarea liniilor genetice identificate,

o Evaluarea periodica a structurii genetice si a diversitatii in fiecare generatie.

Astfel, aceste masuri vor sprijini mentinerea diversitéatii genetice naturale si vor consolida eficienta programelor
de repopulare, contribuind pe termen lung la conservarea sustenabila a speciei Acipenser gueldenstaeditii.
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