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I. INTRODUCERE

Principalul scop al acestui studiu I-a constituit investigarea prin metode moleculare a
diversitatii si structurii genetice a speciei de bivalve Cerastoderma glaucum, Poiret 1789
cunoscuta anterior din literatura de specialitate sub denumirea de Cerastoderma (Cardium)

edule, Linnaeus 1758. Principalele obiective ale acestui studiu sunt:

e Consolidarea identitatii si nomenclaturii speciei Cerastoderma glaucum, cunoscuta
anterior ca si Cerastoderma (Cardium) edule.

e Investigarea structurii genetice la scarda micd a populatiilor de Cerastoderma
glaucum de la litoralul romanesc al Marii Negre

e Daca portul Constanta Sud-Agigea influenteaza structura geneticd a acestor
populatii sau nu!

e Care ar putea fi factorii ce influenteaza structura genetica a speciei?

1. Marea Neagri — descriere generali

Marea Neagra (fig.1) reprezintd una dintre cele mai izolate mari interioare din lume. Este un
exemplu tipic de mare Eurasiatica, semi-inchisa si intercontinentala. Marile semi-inchise pot
avea urmatoare definitie: “o mare Inconjuratd de pamant cu o intrare relative ingusta, care este de
cel putin de 4 ori mai mica in dimensiune decat axa cea mai lungd din cadrul bazinului inchis”
(Healy si Harada, 1991). Sectorul romanesc al Marii Negre este localizat Tn partea de vest a

bazinului Marii Negre, la sud de Delta Dunirii si are o suprafati de peste 35 000 km?.
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Fig. 1 Harta generala a regiunii Marii Negre



2. Consideratii generale asupra speciei Cerastoderma glaucum

C. glaucum (Poiret, 1789) este o bivalvd comuna (Bivalvia: Cardiidae) care populeaza
infralitoralul romanesc al Marii Negre (Grossu, 1962). Arealul de distributie cuprinde Marea
Mediterana, Marea Nordului, Marea Baltica (Russell si Petersen 1973; Freire, 2010), Marea
Caspica, Marea Azov (Brock, 1979) si exista unele dovezi ca aceasta specie a ajuns si in Marea
Rosie (Brock 1987). Aceasa specie este abundentd in Golful Gabes, coasta nordica a localitatii
Sfax n Tunisia (Derbali et al., 2008; 2009) si cateva lagune costiere precum cele din sudul si
sud-estul Marii Britanii (McArthur, 1998), Portugalia (Machado si Costa 1994), Grecia
(Gontikaki, 2003) si Italia (Ivell, 1979; Trotta si Cordisco, 1998), (fig.2). C. glaucum populeaza
fundurile mélos-nisipoase sau cu nisip fin (Sara, 2007; Derbali et al., 2009). Este o specie
eurihalind si euritermd, de aceea nici chiar temperaturile sau salinitatile extreme nu constituie o
bariera impotriva dispersarii acesteia. C. glaucum tolereaza salinitati cuprinse intre 5 PSU to 84
PSU (Boyden and Russel, 1972; Labourg si Lasserre 1980) si temperature de la 0°C pana la
peste 45°C (Russell si Petersen 1973; Wilson si Elkaim, 1997).

In ciuda euritopiei, populatiile de C. glaucum pot fi intalnite doar in anumite areale
costale specifice, 1n principal lagune, estuare, golfuri si lacuri. Populeaza sedimentele nisipoase
si nu depaseste izobata de 30-35 m (Krzyminska, 1993). Desi Russell (1972) a presupus ca
intoleranta expunerii la aer provocata de maree este principalul factor limitativ al acestei specii,
C. glaucum, poate fi des intdlnitd in zonele mlastinoase formate prin depunerea malului sub
actiunea mareelor sau raurilor. La aceasta specie este foarte probabil ca textura sedimentului este
mai importantd decat ‘expunerea la aer’ din moment ce nu este niciodatd intdlnitd in zone cu
sediment ‘grosier’, de exemplu nisipul bine sortat care rezulta din expunerea la curenti si valuri.
(Brock, 1979).

Fig.2 Distributia europeana a speciei Cerastoderma glaucum (Poiret, 1789)



3. Cerastoderma glaucum si Cerastoderma edule — diferente

Cerastoderma glaucum este o ruda foarte apropiatd cu specia cunoscuta sub denumirea
de Cerastoderma edule. Aceste doud specii au fost descrise de-a lungul timpului ca fiind varietati
ale aceleiasi specii si anume C. edule (Rygg, 1970).

Din regiunea Ponto-Caspica si a Marii Negre, exista descrise sase varietdti ale speciei C.
edule (C. edule major, C. edule lamarcki, C. edule batesoni, C. edule maeotica, C. edule
nuciformis, C. edule quadrata) (Grossu, 1962). Dintre acestea, varietatile batesoni, lamarcki si
quadrata au fost reconsiderate ca fiind ale speciei C. glaucum. Prin vizualizarea desenclor si a
substratului de pe care au fost colectate, de asemenea, varietatile maeotica, nuciformis si major
sunt considerate a apartine aceleiasi specii, C. glaucum (Rygg, 1970).

C glaucum si C. edule difera din punct de vedere ecologic (Hummel si colab. 1994;
Machado si Costa 1994). Totusi, in unele zone care prezinta conditii de mediu mai aparte, se pot
intalni populatii simpatrice precum cele din Portugalia (Machado si Costa 1994), Finlanda (Rygg
1970), Norvegia, Suedia, Danemarca, Olanda, Anglia si Franta (Brock 1987).

Machado si Costa (1994) au identificat un set de caractere morfologice prin care se pot
distinge cele doua specii (Tab 1; Fig. 3). In acest scop au utilizat atat criterii morfologice cat si
criterii enzimatice (de ex. malat dehidrogenaza hepatopancreatica). Un alt caracter morfologic
care poate fi luat in considerare pentru diferentierea dintre cele doua specii este jonctiunea valvei
ventrale (crenulata la C. edule si de obicei dreapta la C. glaucum). Proeminenta ligamentului nu
poate fi utilizata pentru distingerea indivizilor de pe coasta Portugheza deoarece s-ar parea ca nu

este valida pentru mai mult de 50% din indivizii intalniti In unele probe.

Tabelul 1. Diferentele morfologice dintre cele doua specii de Cerastoderma identificate de

Machado si Costa (1994).
Caracter Cerastoderma edule Cerastoderma glaucum
Profilul valvei neted ascutit
Jonctiunea valvei ventrale crenulat de obicei drept
Tipul de solzi calcarosi tipul laminar, inserati | de obicei absenti Ssau grosi
perpendicular pe valve indoiti catre regiunca
umbonelui
Culoarea cochiliei variabila, diferita de culorile | de obicei galben-albicioasa
tipice pentru C. glaucum sau verzuie
Jonctiunea valvei posterioare | de obicei crenulat de obicei drept sau putin
crenulat
Vizibilitatea ligamentului n general vizibil sau la limita | de obicei invizibil
vizibilitatii
Cantitatea de periostracum variabil de obicei in cantitate mare
Forma cochiliei variabil variabil
Punctul maro intern de obicei prezent de obicei prezent




Fig.3 Diferente intre C. edule (stdnga) si C. glaucum (dreapta) (din Machado si Costa, 1994) a. Vedere ventrala
asupra profilului characteristic al valvei si jonctiunea valvei ventrale la ambele specii; b. reprezentare schematica a
formei caracteristice si tipului de insertie valvara a solzilor calcarosi la ambele specii (vedere frontald). Picton, B.E.

& Morrow, C.C., 2010. [In] Encyclopedia of Marine Life of Britain and Ireland



Il. MATERIAL SI METODE

4. Prelevarea probelor

Probelele au fost prelevate manual de la adancimi de 1-10 m cu ajutorul scafandrului
autonom din sapte locatii de-a lungul sectorului romanesc al Marii Negre (Vadu — V, Navodari —
N, Mamaia — M, Constanta — Ct, Agigea — Ag, Eforie Nord — E, Vama Veche — VV), in anul
2009 (Fig. 4).
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Fig. 4 Statiunile de colectare de la litoralul roménesc al Marii Negre pentru C. glaucum (2011 Google — Imagery
2011 TerraMetrics, Map Data 2011 Basarsoft, Geocentre Consulting, Tele Atlas, Transnavicom, Google)



5. Prelucrarea i analiza probelor

Analizele moleculare ale molustelor bivalve prelevate au fost efectuate conform urmatoarei

proceduri (Fig.5):

Indivizi (probe de tesut)

A

Extractie ADN

A

Amplificare PCR

COX ADNr 16S ITS2

A

Secventializare ADN

A

A

Analiza datelor

Fig. 5 Principalii pasi implicati in analiza probelor de Cerastoderma glaucum
Tn scopul prelucrarii datelor au fost utilizate urmitoarele software-uri: BioEdit, Sequencher 4.9
Demo Version, MEGA V.4, Arlequin V.3, Network 4600.



I11. REZULTATE

6. Analiza datelor subunititii I a citocrom oxidazei (COX)
Haplotipuri identificate

Prin analiza subunitdtii I a citocrom oxidazei au fost identificate un numar de 8
haplotipuri de la litoralul romanesc al Marii Negre (Tab.2). Haplotipul cel mai des intalnit,
prezent in toate statiunile de prelevare a probelor a fost haplotipul 4, urmat de haplotipul 1 si 2.
Doi indivizi, unul de la Navodari si al doilea de la Vama Veche au prezentat haplotipuri aparte
care nu sunt Intalnite in restul statiunilor n7 si respectiv n§.

Variatii intre indivizi au fost observate la urmatorii loci: 139 (C—A), 190 (A—G), 241
(C—-T), 244 (G—A), 271 (G—A), 256 (T—G), 364 (T—C), 404 (C—T) 51 493 (A—C). La loci
139 si 493 are loc o transversie din C in A si din A in C. Alte mutatii apar ca fiind “tranzitii”, o

conditie mai comuna decat transversiile.

Tabelul 2 Haplotipurile COX ale populatiilor de C. glaucum

Statiuni (numér de indivizi)
Navodari (6) | Mamaia (13) | Agigea (7) | Eforie Nord (2) | Vama Veche
1 2 4 2 1 (ff)
2 1 1 1 - 2
3 1 1
Haplotipuri 7 1 8 1 1 1
5 1
6 1
7 1
8 1

Indici moleculari de baza

Tabelul 4 arata indicii moleculari de baza. Cel mai mare numar de haplotipuri (6) per
statine de colectare a fost obtinut de la Agigea (7 indivizi), iar cel mai mic numar (2) de la
Mamaia (13 indivizi). Diversitatea haplotipurilor (Hg) a fost mare in cazul indivizilor de la Eforie

Nord, chiar daca aceste date nu pot fi considerate foarte concludente datorita numarului mic de



indivizi anlizati (2) din aceastd statiune. In cazul Agigei (0.952) si al Vamei Vechi (0.833)
diversitatea este mai ridicatd comparativ cu Mamaia (0.564).

La Vama Veche pot fi observate 3 haplotipuri din cei 4 indivizi analizati. Aceasta
statiune de colectare este foarte diferitd de celelalte in privinta numarului mediu de diferente
intre perechile de nucleotide (2.333) si prin urmare se constatd diferente semnificative intre
perechile nucleotidice ale indivizilor colectati. Aceasta este confirmatd si de diversitatea

nucleotidicd, care este mai ridicata in Vama Veche (0.004).

Table 3 Indicii moleculari de baza pentru subunitatea | a citocrom oxidazei (COX)

Statiune Localizare N Ny S Hgq K ™

Navodari 44°19'42.45"N 6 5 5 0.933 1.870 0.004
28°40'14.87"E

Mamaia 44°12'40.29"N 13 3 3 0.564 0.769 0.001
28°39'11.15E

Agigea 44°4'57.91"N 7 6 6 0.952 1.905 0.004
28°38'30.47"E

Eforie Nord 44°3'14.96"N 2 2 1 1.000 1.000 0.001
28°38'37.44"E

Vama Veche 43°46'9.30"N 4 3 4 0.833 2.333 0.004
28°35'5.40"E

N: numarul de indivizi; Ny: numarul de haplotipuri; S: numarul de site-uri polimorfice;
Hq: diversitatea haplotipurilor; K: numarul mediu de diferente intre perechile de nucleotide; r:

diversitatea nucleotidica

Reteaua haplotipurilor

Distributia haplotipurilor sugereaza o structura in forma de stea, tipica populatiilor aflate
n expansiune (Fig. 6). Acest tip de retea a haplotipurilor poate fi interpretatd ca o expresie a
efectului fondator. Majoritatea haplotipurilor diferd de haplotipul central (75), printr-o singura
mutatie, in timp ce doar cateva haplotipuri difera prin 2 mutatii. Haplotipul 88 este prezent la
probele provenite din toate statiunile cu exceptia celor din Vama Veche si este al doilea haplotip

ca importantad in privinta numarului de indivizi per statiune.
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Navodari

Mamaia

Agigea
Eforie Nord

I Vvama Veche

Fig. 6 Reteaua haplotipurilor bazate pe subunitatea I a citocrom oxidazei (COX). Marimea cercurilor este
proportionala cu frecventa fiecarui haplotip. Numarul de pe ramuri indica pozitia mutatiilor.

Testele de neutralitate

Aplicarea testelor de neutralitate Tajima D si Fu’s F nu a fost valida in cazul probelor de
la Eforie Nord datorita marimii reduse a acesteia (2 individuals). In cazul Navodari si Agigea,
testul este semnificativ indicand o expansiune a populatiilor (p value < 0.05) contrar celei din
Vama Veche. Acest rezultat poate fi relationat cu faptul ca populatia de C. glaucum de la Vama

Veche prin prezenta celor 2 mutatii este mai veche, fiind probabil populatia fondatoare.

11



Tabelul 4 Testele de neutralitate Tajima D si Fu’s F pentru COX

Statiune Localizare Tajima D Fu’'s
F
Navodari 44°19'N - 0.826 -2.263
28°36'E (p: 0.258) (p: 0.023)
Mamaia 44°14'N - 0.646 0.250
28°38'E (p: 0.285) (p: 0.491)
Agigea 44°5'N -1.129 - 3.408
28°36'E (p: 0.153) (p: 0.005)
Eforie Nord 44°2'N - -
28°39'E
Vama Veche 43°45'N 0.650 0.360
28°36'E (p: 0.253) (p: 0.471)

Analiza distantei genetice

Am efectuat “pairwise Fst” pentru testarea diferentelor genetice intre populatii.
Semnificatia diferentelor de perechi a fost testata utilizind 5040 permutatii. Valoare indicelui
Fst pentru secventele COX au indicat ca singura diferentd semnificativa se intdlneste intre
populatiile de la Mamaia si Vama Veche (p<0.05).

Dendrograma NJ construitd pe baza matricei distantelor moleculare a secventelor COX
(Fig 7), a grupat populatiile din statiuni conform similaritatilor si distributiei geografice.
Populatiile nordice (AG, M, N) formeazad o grupare separata de cele sudice (E, VV). Cea mai

sudica populatie aflatd la Vama Veche este de asemenea distanta de cea de la Eforie Nord.

Tabelul 5 Valorile Fsr dintre populatii. in rosu valorile cu semnificatie statistica p<0.05, in
albastru valorile lui p.

Populations | Navodari | Mamaia | Agigea | Eforie Nord | Vama Veche
Navodari 0.757 0.983 0.999 0.279
Mamaia 0.059 0.746 0.999 0.018
Agigea 0.132 0.052 0.999 0.274
Eforie Nord 0.339 0.293 0.313 0.393
Vama Veche 0.042 0.27 0.056 0.058
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| Eforie Nord
| Vama Veche

0oz
Fig. 7 Dendrograma NJ bazata pe matricea distantelor moleculare dintre secventele COX (Kimura 2-P)

Relatia dintre distanta genetica si distanta geograficd
Testul Mantel efectuat are ca si obiectiv examinarea proceselor microevolutionare

precum izolarea prin distanta (IBD).

Tabelul 6 Distantele genetice bazate pe Fst (Fst/ (1-Fsr),albastru) si distantele geografice
(km, Tngrosat) intre cinci din populatiile studiate

Populations | Agigea | Eforie Nord | Mamaia | Navodari | Vama Veche
Agigea 0.4556 0.0537 0.1521 0.0593
Eforie Nord 4.7 0.4144 0.5129 0.0616
Mamaia 17.5 22.2 0.0627 0.3699
Navodari 30.1 34.8 12.6 0.0438
Vama Veche 44.3 39.6 61.8 74.7
y=-0.0019x + 0.2845
R®=0.0467
0.6
e 2
*
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A\
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Fig. 8 Rezultatul testului Mantel pentru COX intre distantele geografice ale statiunilor de colectare si distantele
genetice ale haplotipurilor bazate pe Fst
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Analiza variantei moleculare (AMOVA)

Pentru intelegerea distributiei variatiei genetice intre populatiile de C. glaucum au fost
formulate trei ipoteze cu ajutorul testului AMOVA (Tab.7). In prima ipotezi, in care populatia
de la Vama Veche este comparata cu populatiile din alte statiuni, cea mai mare proportie de
variantd moleculara (26.07) este consideratda semnificativa (p <0.001). Celelalte ipoteze (Mamaia
Vs celelalte) si (Vama Veche, Eforie Nord, Agigea Vs Mamaia, Navodari, Vadu) nu sunt

semnificative.

Tabelul 7 Analiza AMOVA a secventelor subunititii | a citocrom oxidazei

Ipoteza 1 Ipoteza 2 Ipoteza 3
Grupl: Vama Veche|Grupl: Mamaia Grupl: Vama
Veche, Eforie
Grup2: Agigea, Nord, Agigea
Eforie Nord, Grup2: Agigea, Eforie
Mamaia, Navodari, |Nord, Vama Veche,
Procentul de varianta Vadu Navodari, Vadu Grup2: Mamaia,

Navodari, Vadu

Intre grupuri 26.07 -2.35 3.84
(p=0.000) (p=0.201) (p=0.094)

intre populatiile din grupuri -8.73 0.38 -2.73
(p=0.413) (p=0.256) (p=0.760)

in populatii 82.66 101.97 98.89
(p=0.506) (p=0.502) (p=0.521)

Analize filogenetice
Metoda bayesiana

Arborele filogenetic obtinut cu ajutorul software-ului Mr. Bayes a fost doar partial
rezolvat datorita similaritatilor apropiate ale secventelor.

Singurele diferente semnificative intre secvente sunt prezente la haplotipurile 78 — AG4,
M1, N12, VV7, VV10; 79 — AG2, N13; 88 — AG1, AGS, E3, M12, M14, M21, M2, N5, N11.

Prin compararea speciei C. edule ca si “outgroup”, cu indivizii de C. glaucum,.este

evidenta distantarea dintre cele doud specii.
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Fig. 9 Inferenta Bayesiana a secventelor COX pentru Cerastoderma glaucum (arbore filogenetic) cu C. edule ca si

“outgroup” (model specificat: GTR; numarul de generatii: 50 000 000)

Metoda Neighbor Joining

Fig. 10 Dendrograma NJ bazata pe secventele COX, inradacinata cu C. edule
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Fig. 11 Dendrograma NJ bazata pe secventele COX: date originale (in color) combinate cu datele din literatura (cerc
negru: Tarnowska et al. 2010).
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7. Analiza datelor pentru gena partiala a ADNr 16S

Haplotipuri identificate

Prin analiza marker-ului mitocondrial ADNr 16S au fost identificate un numar de 5
haplotipuri prezente la litoralul romanesc al Marii Negre. Cele mai comune haplotipuri au fost 1
si 2. Variatii intre indivizi au fost observate la loci: 111 (G—A), 191 (C—T), 201 (T—C), 203
(T—0).

Toate aceste mutatii reprezinta tranzittii si sunt responsabile pentru haplotipurile intalnite

de-a lungul litoralului romanesc.

Tabelul 8. Haplotipurile bazate pe ADNr 16S ale populatiilor de C. glaucum

Statiuni (numar de indivizi)
Vadu (2) | Navodari (5) | Mamaia (12) | Agigea (8) | Eforie Nord (2) | Vama Veche
1 2 1 2 2 1 (2-3)
2 _ 4 8 5 1 5
Haplotipuri [3 _ _ 1 1 - 2
4 - - 1 - - -
5 - - - - - 1

Indici moleculari de baza

Cel mai mare numar de haplotipuri relevat prin analiza secventelor cu o lungime de 404
perechi de baze a genei partiale pentru ADNr 16S, comparat cu numarul indivizilor a fost obtinut
de la Agigea si Vama Veche (3 haplotipuri de la 8 indivizi). In contrast cel mai scizut numar de
haplotipuri se intalneste la Mamaia (4 haplotipuri de la 12 indivizi).

Dupa cum se observa, in cazul statiunilor Vadu si Eforie Nord, existd doar doi
indivizi/statiune si acest fapt se dovedeste a nu fi adecvat pentru obtinerea parametrilor genetici.
Valorile acestor doua statiuni nu sunt suficiente pentru a formula unele concluzii cu privire la
populatiile de aici.

Numarul de site-uri polimorfice si numarul mediu de diferente intre perechile de

nucleotide sunt argumente care certifica diversitatea populatiei de la Vama Veche.
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Table 9. Indici moleculari de baza pentru gena partiala ADNr 16S

Statiune Localizare N Ny S Hgq K ™

Vadu 44°25'42.63"N 2 1 0 0.000 0.000 0.0000
28°46'2.97"E

Navodari 44°19'42.45"N 5 2 1 0.400 0.400 0.0009
28°40'14.87"E

Mamaia 44°12'40.29"N 12 4 3 0.561 0.742 0.0018
28°39'11.15E

Agigea 44°4'57.91"N 8 3 2 0.607 0.786 0.0019
28°38'30.47"E

Eforie Nord 44°3'14.96"N 2 2 1 1.000 1.000 0.0024
28°38'37.44"E

Vama Veche 43°46'9.30"N 8 3 3 0.607 1.107 0.0027
28°35'5.40"E

N: numarul de indivizi; N,: numarul de haplotipuri; S: numarul de site-uri polimorfice;

Hq: diversitatea haplotipurilor; K: numarul mediu de diferente intre perechile de nucleotide; r:

diversitatea nucleotidica

Reteaua haplotipurilor

hh|

Vadu
Navodari
Mamaia
Agigea
Eforie Nord

Vama Veche

Fig. 12 Reteaua haplotipurilor bazate pe gena partiald a ADNr 16S. Marimea cercurilor este proportionald cu
frecventa fiecdrui haplotip. Numarul de pe ramuri indica pozitia mutatiilor.
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Testele de neutralitate
Testele de neutralitate in cazul genei partiale ADNr 16S s-au dovedit a fi statistic
nesemnificative. Dupa cum am aratat anterior, populatiilor de la Vadu si Eforie Nord le lipsesc

datele necesare si prin urmare in acest caz nu sunt valide.

Tabelul 10. Testele de neutralitate Tajima D si Fu’s F pentru 16S ADNr

Statiune Localizare Tajima D Fu’'s
F
Vadu 44°25'42.63"N - -
28°46'2.97"E
Navodari 44°19'42.45"'"N - 0.817 0.090
28°40'14.87"E  (p:0.297)  (p: 0.302)
Mamaia 44°12'40.29"N - 0.829 -1.256
28°39'11.15E  (p: 0.228)  (p: 0.067)
Agigea 44°4'57.91"N 0.069 -0.223

28°38'30.47"E (p: 0.455) (p: 0.193)

Eforie Nord  44°3'14.96"N - -
28°38'37.44"E

Vama 43°46'9.30"N 0.178 0.390

Veche 28°35'5.40"E  (p: 0.460) (p: 0.514)

Analiza distantei genetice
Valoarea indicelui de fixatie Fst pentru secventele ADNr 16S nu a indicat nici o diferenta

semnificativa intre populatiile din zona investigata (Fst p<0.05)

Table 11 Valorile Fsr dintre populatii. in albastru valorile lui p ( p<0.05)

Populations | Vadu | Navodari | Mamaia | Agigea | Eforie Nord | Vama Veche
Vadu 0.149 0.104 0.437 0.999 0.138
Navodari 0.149 0.999 0.807 0.999 0.674
Mamaia 0.104 0.999 0.808 0.999 0.709
Agigea 0.437 0.099 0.078 0.999 0.999
Eforie Nord | 0.999 0.215 0.237 0.378 0.999
Vama Veche | 0.257 0.073 0.050 0.081 0.226
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| Agigea
| Navodari

Mamaia

Vama Veche

| Eforie Nord
L Vadu

0.05
Fig. 13 Dendrograma NJ bazatd pe matricea distantelor moleculare dintre secventele ADNr 16S (Kimura 2-P)

Relatia dintre distanta genetica si distanta geografica

Table 12 Distantele genetice bazate pe Fst (Fst/ (1-Fst), albastru) si distantele geografice
(km, ingrosat) intre sase din populatiile studiate

Populations | Vadu | Navodari | Mamaia | Agigea | Eforie Nord | Vama Veche
Vadu 1.6525 0.5552 | 0.2771 0.0000 0.3459
Navodari 19.32 0.1521 | 0.1099 0.2739 0.0787
Mamaia 31.92 12.6 0.0846 0.3106 0.0526
Agigea 49.4 30.1 17.5 0.6077 0.0881
Eforie Nord | 54.12 34.8 22.2 4.7 0.2920
Vama Veche | 94.02 74.7 61.08 44.3 39.6

1.8 -
1.6 A ¢
1.4
12 y =-0.1861x + 0.9675
»n 1.4 7
Lo R?=0.1221
—
= 0.8 -
P 0.6 ¢ .
0z | : ‘
.O ] T T ’ . T . . %’ . 1
0 1 2 3 4 5
Geographic distance (In)

Fig. 14 Rezultatul testului Mantel pentru ADNr 16S intre distantele geografice ale statiunilor de colectare si
distantele genetice ale haplotipurilor bazate pe Fsr

Testul Mantel nu este statistic semnificativ nici in privinta genei partiale pentru ADNr 16S

20



Analiza variantei moleculare (AMOVA)

Ipoteza AMOVA sprijind afirmatia conform careia gena pentru ADNr 16S nu are o
putere de discriminare intre populatiile aceleiasi specii. In ciuda acestui fapt, totusi o mici
diferentiere poate fi observata in cazul primei ipoteze cand populatia Vama Veche este grupata

separat de celelalte (6.61).

Tabelul 13 Analiza AMOVA a secventelor genei partiale ADNr 16S

Ipoteza 1 Ipoteza 2 Ipoteza 3
Groupl: Vama Veche Groupl: Mamaia Groupl: Vama Veche,
Eforie Nord, Agigea
Group2: Agigea, Eforie
Nord, Mamaia, Navodari,|Group2: Agigea, Eforie
Vadu Nord, Vama Veche, Group2: Mamaia,
Procentul de varianta Navodari, Vadu Navodari, Vadu
Intre grupuri 6.61 2.56 1.81
(p=0.000) (p=0.194) (p=0.300)
intre populatiile din -12.98 -11.67 -11.14
grupuri (p=0.972) (p=0.909) (p=0.990)
in popu|at" 106.36 109.11 109.33
’ (p=0.957) (p=0.961) (p=0.960)
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Analize filogenetice

Metoda bayesiana
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Fig. 15 Inferenta Bayesiana a secventelor ADNr 16S pentru Cerastoderma glaucum (arbore filogenetic) cu C. edule
ca si “outgroup” (model specificat: GTR; numarul de generatii: 50 000 000)

Prin rularea inferentei bayesiene a unui arbore filogenetic, pot fi observate doar doua
grupari in cadrul indivizilor de C. glaucum (reprezentate in partea inferioard a arborelui
filogenetic). Indivizii care nu au putut fi diferentiati se afla in aceeasi linie. Ca si in cazul COX,

specia C. edule ca si outgroup, este distantata de indivizii de C. glaucum.
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Metoda Neighbor Joining
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Fig. 16 Dendrograma NJ (parametrul-Kimura 2P) bazata pe secventele ADNr 16S, inradacinata cu C. edule
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8. Analiza combinatd a subunitatii | a citocrom oxidazei si a genei partiale pentru ADNr 16S
Haplotipuri identificate

Setul de date combinat prezinta o lungime de 918 perechi de baze, din care au fost
identificate un numar de 10 haplotipuri. Haplotipul comun intalnit in toate statiunile a fost 2 (N,
M, AG, VV), urmat de haplotipul 1 (N, M, AG). Haplotipurile 3 (N, AG) si 4 (M, AG) au fost
prezente in doud populatii fiecare. Restul haplotipurilor de la 5 — 10 au fost prezente in cate o
populatie fiecare.

Variatii intre indivizi au fost observate la urmatorii loci: 111 (G—A), 191 (C—T), 201
(T—C), 203 (T—C), 543 (C—A), 594 (A—QG), 645 (C-T), 660 (T—G), 675 (G—A), 808
(C—T) 5i 897 (A—G). In pozitiile 543 si 660 existi o transversie din C in A si respectiv din T in
G. Restul mutatiilor indicd prezenta tranzitiilor care sunt mai comune decat transversiile. Aceste
mutatii sunt responsabile pentru prezenta haplotipurilor intalnite de-a lungul litoralului roménesc

al Marii Negre.

Table 14 Haplotipurile rezultate din analiza combinata a COX si ADNr 16S pentru patru
dintre populatiile de C. glaucum

Statiuni (numér de indivizi)
Navodari (3) | Mamaia (8) | Agigea (6) | Vama Veche (4)
1 1 2 1
2 1 1 1 2
3 1 1
Haplotipuri [z . 1 1
5 1
6 1
7 1
8 3
9 1
10 - - - 1
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Indici moleculari de baza

Analiza combinata a celor doi markeri mitocondriali indica un numar scazut de
haplotipuri in populatia din Mamaia comparativ cu populatiile din celelalte statiuni. Populatia
din Vama Veche desi are doar 3 haplotipuri comparativ cu numarul indivizilor, prezinta o

valoare ridicatd a numarului mediu de diferente intre perechile de nucleotide (3.853).

Tabelul 15 Indici moleculari de bazi pentru analiza combinati a COX si ADNr 16S

Statiune Localizare N Ny S Hgq K ™

Navodari 44°19'42.45"N 3 3 5 1.000 3.344 0.004
28°40'14.87"E

Mamaia 44°12'40.29"N 8 5 6 0.858 1.967 0.002
28°39'11.15E

Agigea 44°4'57.91"N 6 6 7 1.000 2.808 0.003
28°38'30.47"E

Vama Veche 43°46'9.30"N 4 3 7 0.833 3.852 0.004
28°35'5.40"E

N: numarul de indivizi; Ny: numarul de haplotipuri; S: numarul de site-uri polimorfice;

Hg: diversitatea haplotipurilor; K: numarul mediu de diferente intre perechile de nucleotide; r:

diversitatea nucleotidica
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Reteaua haplotipurilor

Reteaua halpotipurilor obtinute din setul de date combinat al marker-ilor mitocondriali
prezintd un vector median - mvl (punct rosu, Fig. 17) care reprezintd o secventd ipotetica
(adesea ancestrald) necesara pentru a conecta secventele existente in retea. La un moment dat,
caracterele 203 si 660 se repetd de doua ori forméand un ciclu (precum o cutie) care se numeste “

cub”. Tn acest caz exista mutatii paralele sau homoplazie.

Navodari
Mamaia

Agigea

Eforie Nord

I Vama Veche

Fig. 17 Reteaua haplotipurilor bazate pe analiza combinatd a COX si ADNr 16S. Marimea cercurilor este
proportionala cu frecventa fiecarui haplotip. Numarul de pe ramuri indica pozitia mutatiilor.
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Testele de neutralitate

Testele de neutralitate s-au dovedit a fi statistic nesemnificative chiar si in analiza combinata a
celor doi markeri mitocondriali.

Table 16 Testele de neutralitate Tajima D si Fu’s F pentru analiza combinata a COX si

ADNr 16S
Statiune Localizare Tajima D Fu's
F

Navodari 44°19'42.45"N 0.000 -0.077

28°40'14.87"E | (p: 0.000) | (p: 0.231)
Mamaia 44°12'40.29"N | - 0.704 -1.191

28°39'11.15E | (p: 0.280) | (p: 0.136)
Agigea 44°4'57.91"N - 0.504 - 3.453

28°38'30.47"E | (p: 0.371) | (p: 0.005)
Vama 43°46'9.30"N 0.039 1.099
Veche 28°35'5.40"E | (p: -0.363) | (p: 0.624)

Analiza distantei genetice

Table 17 Valorile Fst dintre populatii in cazul analizei combinate a COX si 16S ADNr. In
albastru valorile lui p ( p<0.05)

Populatii Navodari | Mamaia | Agigea | Vama Veche
Navodari 0.846 0.999 0.999
Mamaia 0.142 0.934 0.294
Agigea 0.24 0.115 0.398
Vama Veche 0.169 0.04 0.06

| Agigea
l'\Vama Veche
L— Mamaia
Navodari
—
0oz

Fig 18 Dendrograma NJ bazata pe matricea distantelor moleculare in analiza combinata a secventele COX si 16S
ADNr (Kimura 2-P)
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Analiza variantei moleculare (AMOVA)

Analiza AMOVA discrimineaza intre Vama Veche si celelalte statiuni (Ipoteza 1),
exprima un procentaj de varianta de 13.92. In celelalte cazuri, cand Mamaia este grupata singura
si cand populatiile sudice (M, VV) sunt comparate cu cele nordice (N, Ag) procentajul variantei

exprimate este scazut si nesemnificativ (p > 0.05) si 0.54 respectiv 1.20.

Table 18 Analiza AMOVA a secventelor combinate de COX si ADNr 16S

Ipoteza 1

Ipoteza 2

Ipoteza 3

Grupl: Vama Veche

Grup2: Agigea,

Mamaia, Navodari

Grupl: Mamaia

Grup2: Agigea,
Vama Veche,

Grupl: Navodari,
Agigea

Grup2: Mamaia

Procentul de varianta Navodari Vama Veche
Intre grupuri 13.92 0.54 1.20
(p=0.000) (p=0.243) (p=0.331)
Intre populatii in grupuri 13.28 7.57 7.10
i} (p=0.744) (p=0.751) (p=0.881)
In populatii 99.36 108.11 108.32
(p=0.857) (p=0.860) (p=0.856)
Neighbour Joining Method
Ag4
A
= M1
13 VV10
N12
M3
M4
M13
|Ag2
621N13
VV11
M9
Ag8
67 AgS
43 I
IS o
7 M12
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Fig. 19 Dendrograma NJ (parametrul-Kimura 2P) bazatd pe analiza combinata a secventelor COX si ADNr 16S
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IV. DISCUTII
9. Discutii asupra markerilor mitocondriali

Cele 8 haplotipuri identificate la litoralul romanesc al Marii Negre cu ajutorul COX
apartin filogrupului Ponto-Caspic, dupa cum au aratat si studiile anterioare asupra populatiilor
de Cerastoderma glaucum (Nikula and Vainola, 2003; Tarnowska si colab., 2010). Nikula si
Vainold, 2003 investigdnd populatii ale acestei specii cu ajutorul unui marker mitocondrial
(COX) si a alozimelor, au descoperit doud filogrupuri distincte, respectiv Atlanto-Mediteranean
si Ponto-Caspic.

Aceasta opinie a fost consolidatd si de catre Tarnowska si colab., 2010, care au utilizat
subunitatea | a citocrom oxidazei (COX) si microsatelitii pentru investigarea unor populatii ale
aceleiasi specii cuprinzand o arie mai mare de studiu. Tn ambele studii, cel mai divers filogrup in
privinta diversitatii nucleotidelor si a numarului de haplotipuri a fost cel Atlanto-Mediteranean.
Tn schimb filogroupul Ponto-Caspian prezinti o diversitate scizuti a indicilor moleculari, si prin
urmare o structurad geneticd mai putin diversa.

Studiul de fata tinde sa completeze cercetarile anterioare prin addugarea de noi informatii
privind structura genetica si distributia speciei Cerastoderma glaucum in Marea Neagra.
Singurele informatii moleculare disponibile din regiunea Marii Negre privind aceasta specie
provin din prelevari efectuate in Varna (Bulgaria) (Nikula si Vainola, 2003), Constanta
(Romania) si Seihierovka (Ucraina) (Tarnowska si colab., 2010). De la Varna au fost identificate
un numar de 4 haplotipuri (75, 78, 87, 88), de la Constanta 5 haplotipuri (75, 78, 79, 88, 89) si
Seihierovka 7 haplotipuri (75, 80, 81, 86, 87, 88, 90). Tn urma studiului efectuat, prin addugarea
populatiilor de la litoralul romanesc al Marii Negre, au fost semnalate urmatoarele haplotipuri:
75,78, 79, 80, 86, 88 precum si doua haplotipuri noi (Haplotipul Ag si Haplotipul VV).

Autorii studiilor anterioare au utilizat o nomenclatura diferitd pentru haplotipurile
identificate Tn regiunea Ponto-Caspica. In consecint, acelasi haplotip a avut in unele cazuri doua
nominalizari dupa cum urmeaza: 24 (= 75); 28 (=87); 30 (=78); 32 (88). Aceste haplotipuri erau
comune in ambele studii. Pentru a evita orice confuzie in legatura cu haplotipurile identificate in
prezentul studiu, am apelat la nomenclatura utilizata in Tarnowska si colab., 2010, datorita
semnalarilor mai recente a haplotipurilor noi.

Distributia generala a variabilitatii genetice in populatiile de C. glaucum de la litoralul
romanesc este relativ scazutd, ceea ce este in concordantd cu studiile anterioare asupra acestei
specii n regiunea Ponto-Caspica. Relatiile intre haplotipuri sugereaza un eveniment de tip efect
fondator precum dealtfel indica si celelalte rezultate ale analizei subunitatii I a citocrom oxidazei.

Exista un haplotip central, prezent in fiecare statiune investigata si anume haplotipul 75.
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Cele 2 mutatii suferite de populatia de la Vama Veche si doar o singura mutatie prezenta
in restul statiunilor, sugereaza probabil ca aceasta populatie poate avea un rol de efect fondator si
prin urmare sursa pentru celelalte populatii prezente la litoralul romanesc.

Aceasta viziune ar putea fi explicata atat prin conexiunea acestei specii cu formarea Marii
Negre cat si prin intelegerea tiparului curentilor din Marea Neagra. Conform lui Ryan si colab.,
1997, acum 7500-8000 de ani a avut loc un potop masiv dinspre Mediterana inspre Marea
Neagra, transformand fostul mediu dulcicol al Marii Negre intr-unul sarat. Daca ipoteza
potopului este corectd atunci poate fi gasitd o explicatie pentru diversitatea geneticd scazuta a
populatiilor de C. glaucum in perioada scurta de timp care a trecut de la aparitia acestei specii in
Marea Neagra, ceea ce reprezinta un impediment in dobandirea unei diversitati mai ridicate.

In ceea ce priveste markerul mitocondrial ADNr 16S, acesta s-a dovedit a nu fi un marker
cu o rezolutie bund care pate diScrimina intre populatiile aceleiasi specii. Aceastd concluzie este
observabila din analiza distantelor genetice a diferentelor de perechi (FST) si din analiza

variantei moleculare (AMOVA).

10. Cum influenteazd fenomenele de “upwelling” si “downwelling” din Marea Neagrd
distributia acestei specii?

Distributia acestei specii la litoralul romanesc pare sa respecte spectrul specific al
strategiilor reproductive care pot sd actioneze ca forte ce influenteaza fluxul genic si
diferentierea genetica intre populatii (Palumbi, 1994). Speciile cu larve planctotrofice, care au o
capacitate mare de dispersie §i o duratd mai mare de viatd, sunt capabile sa realizeze jonctiuni
intre populatiile adulte de-a lungul distributiei spatiale a acestora (Palumbi, 2003). Larvele
lecitotrofice, care au o durata de viatd scurtd indica un flux genic scazut intre populatii (Hoare si
colab., 1999), si in contrast speciile care sunt lipsite de stagiu larvar, cel mai probabil au cel mai
scazut nivel de diversitate genetica.

Ultimele doua categorii de larve se inscriu cel mai probabil in tiparul speciei C. glaucum
datorita faptului ca stagiul larvar al acestei specii nu este foarte bine cunoscut, unii autori
sustinand ca stagiul larvar este foarte scurt, de aproximativ o saptamana (Boyden si Russell,
1972) iar altii ca acesta ar fi absent.

Conform subunitatii | a citocrom oxidazei (COX) toate populatiile de C. glaucum de la
litoralul romanesc se compotra ca o singurad populatie mare fara nici un tipar genetic.

Este cunoscut faptul ca vanturile din regiunea Marii Negre au o influentd asupra
salinitdtii de suprafata, asupra modului in care nutrientii sunt distribuiti §i asupra nivelului de
clorofila produsa in masa apei (Staneva si colab., 2010). Fenomenul de “downwelling” este

favorizat de vanturile din nord si est care imping suprafata apei bogatd in nutrienti si cu o
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salinitate scizutd citre coasti. In opozitie, vanturile din sud si vest influenteazi fenomenul de
“upwelling” care duc departe de tarm apele fluviale (Staneva et al., 2010).

Shanks si Brink, 2005 au testat o ipotezd conform céareia larvele de bivalve care inoata
incet sunt purtate pe distante mari fatd de tarm in timpul fenomenului “upwelling” si sunt aduse
Tnapoi catre tarm in timpul fenomenului “downwelling”. Ei au demonstrat ca atunci cand larvele
sunt situate sub termoclina (zona de discontinuitate intre doud mase de ape marine cu temperaturi
diferite), ipoteza nu era confirmata, larvele fiind impinse cétre tirm in timpul fenomenului
“upwelling” si citre larg in timpul fenomenului “downwelling”. Tn schimb ipoteza a fost
confirmata cand larvele se aflau deasupra termoclinei, formulandu-se concluzia ca influenta
acestor doud fenomene asupra larvelor de bivalve depinde de comportamentul si distributia
verticala a larvelor (Shanks si Brink, 2005). Astfel, actiunea valurilor poate avea un efect
limitativ asupra larvelor de C. glaucum in timpul pozitionarii acestora pe substrat. Enuntul
ipotezei afirma ca distributia speciei este limitatd la zonele in care influentele valurilor sunt

reduse iar nivelul mareelor este scazut si expunerea la aer este rara (Boyden si Russell, 1972).

11. Prezenta portului Constanta nu pare sa influenteze structura populatiilor de C. glaucum.

Litoralul romanesc al Marii Negre a suferit numeroase schimbari datorita activitatilor
antropice, printre care un rol important revine construirii porturilor (Ungureanu si Stanica, 2000).
Portul Constanta este cel mai mare port de la litoralul romanesc si reprezinta de asemenea
principala poarti de intrare a speciilor invazive (Anastasiu si colab., 2009). Tn ciuda impactului
activitatilor portuare asupra litoralului romanesc, acest fapt nu pare sa influenteze distributia
speciei Cerastoderma glaucum dedusa din structura genetica. De fapt, rezultatele analizelor nu
indica nici un tipar genetic care sa poatd fi intdlnit in populatiile acestei bivalve de-a lungul
litoralului. Daca acest fapt este adevarat trebuie observat modul in care portul ar putea induce
indirect acest fenomen.

Pe langa portul Constanta, existd unele porturi mai mici precum Midia si Mangalia, toate
avand debarcadere de protectie. Se stie ca asemenea structuri precum debarcaderele pot modifica
distributia curentilor marini §i prin urmare transportul sedimentelor (Ungureanu si Stanica,
2000). De exemplu cel mai important debarcader este cel de la Midia, care nu permite
transportul sedimentelor de la Dunare inspre sud, in acest fel partea sudica a litoralului romanesc
fiind privatd de sedimente. Aceasta se reflecta si la nivelul fundului stincos prezent in aceasta
parte a litoralului. Prin urmare acest tip de constructii sunt responsabile de distributia
sedimentelor si este posibil ca indirect sa influenteze populatiile de C. glaucum de la litoral prin

crearea tipului de substrat pe care trdieste aceasta specie.
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12. Aspecte ale legaturii dintre morfologia cochiliei si haplotipuri

Studiul morfologiei cochiliei de C. glaucum i-au condus pe Mariani si colab., 2002 la
concluzia ci existd diferente alometrice intre cochiliile celor doua specii de Cerastoderma. Tn
timp ce la C. glaucum se remarca o alometrie pozitivd insemnand ca dacd animalul creste,
latimea, greutatea si indltimea cresc mai rapid decat lungimea ceea ce confera cochiliei o forma
rotunda, la C. edule existda o crestere alometrica negativa rezultind o cochilie de forma mai
alungita. In cazul populatiilor de C. glaucum din Romania, deoarece nu exista nici o corelatie
intre ADN-ul mitocondrial si forma cochiliei, singurii factori care ar putea modela cochilia sa fie

factorii de mediu precum salinitatea, temperatura si substratul.

13. Legdtura dintre C. glaucum si familia Limnocardiidae din complexul Razelm-Sinoe

Un caz interesant il constituie relatia dintre Cerastoderma glaucum si familia
Limnocardiidae ai carei reprezentanti traiesc in lacurile din apropierea tarmului Marii Negre.
Desi in trecut, aceastd familie relicta Limnocardiidae, a avut un areal de distributie larg care
cuprindea ntreaga regiune Ponto-Caspicd, Tn prezent ele sunt limitate la marea Caspica si cateva
lagune din Marea Neagra (Popa si colab., 2009). Exista o similaritate morfologica intre
Cerastoderma glaucum si membrii familiei de Limnocardiidae, bivalve de apa dulce. Aceasta
sugereaza originea inruditd a speciei studiate cu cea a membrilor acestei familii. Cu alte cuvinte,
Croghan, 1983, discutand despre evolutia faunei de apa salmastrd si dulce, furnizeaza un
exemplu de evolutie particulard in regiunea Ponto-Caspica. Autorul mentioneazd ca familia
Limnocardiidae a evoluat dintr-un straimos marin, i anume din genul Cerastoderma, Tn timpul
Pliocenului. Aceast fenomen a condus la o radiatie diversa in cadrul familiei, care cuprinde Tn jur
de 30 genuri endemice. Tn Romania, distributia familiei Limnocardiidae este limitata la
complexul Razelm (Popa si colab., 2010) cu doar doud genuri existente in prezent care mai
populeaza aceste lacuri.

Complexul Razelm reprezinta un sistem de lagune a carei structura a fost modelata de
influenta Deltei Dunarii si a Marii Negre. Acest complex fiind situat la interfata dintre cele doua
mase de apa, este separat de o zond umeda fata de Delta Dunarii §i de bancuri de nisip fata de
Marea Neagra (Vadineanu si colab., 1997) si a aparut intr-un fost golf marin (Bretcan si colab.,
2009).

Este foarte probabil ca Cerastoderma glaucum sa fi impartit acelasi habitat cu aceste
Limnocardiidae, dat fiind faptul ca a fost observata in lac sub denumirea de Cerastoderma edule
var. nuciformis (Grossu, 1962). Aceastd posibila coexistentd a gemului Cerastoderma si a
familiei Limnocardiidae, ar putea fi explicatd de existenta unei zone de comunicatie a

compexului Razelm cu Marea Neagra.

32



Drenajul normal al apei a fost dinspre lacuri inspre Marea Neagra, dar in unele cazuri
accidentale datorita furtunilor, un procentaj mare de apa marina a fost adusa in lacuri. Se stie ca
inainte de unele lucrari hidrotehnice, salinitatea complexului Razelm era apropiata de salinitatea
Marii Negre (Bretcan si colab., 2009), insemnand ca peste 70% din zoobentos era alcatuit din
relicte Ponto-Caspice si doar 30% erau specii de apa dulce sau salmastra (Dimitriu si colab.,
2008), acesta fiin un motiv intemeiat pentru prezenta genului Cerastoderma in lac. Dupa anul
1970, comunicarea cu marea a fost intrerupta si apa dulce din Dundre a modificat salinitatea pana
la un nivel foarte scazut de aproximativ 0.4-0.6 g/l (Bretcan si colab., 2009) ceea ce a favorizat
disparitia molustelor bentice printre care si cele din familia Cardiidae care erau specii eurihaline.

Aceastd schimbare a salinitatii apei a condus la o inlocuire a fostei faune, cu specii de apa
dulce 1n proportie de 90% , doar 7% fiind relicte Ponto-Caspice si 3% specii salmastre i marine
(Dimitriu si colab., 2008). Salinitatea foarte scazuta a apei a constituit un impediment pentru
supravietuirea genului Cerastoderma dar nu si pentru membrii familiei Limnocardiidae care sunt

toleranti la apa dulce.

14.Influenta rezervatiei Vama Veche asupra speciei C. glaucum

Conform indicilor moleculari de baza, indivizii de la Vama Veche au cea mai mare
diversitate genetica in raport cu alte statiuni de colectare. Acest fapt poate fi observat din
diversitatea nucleotidica (0.004) si din numarul de diferente intre perechile de nucleotide (2.333).
De asemenea, indivizii de la Vama Veche au doud mutatii in urmatoarele pozitii (139-404; 190-
493) in timp ce o singurd mutatie este caracteristica indivizilor din celelalte statiuni. Daca
aruncam o privire asupra modului in care evolueaza mutatiile, este foarte probabil ca gruparea
de indivizi de la Vama Veche si fie cea mai veche. Tn concluzie ea ar putea avea un statut de
efect fondator. Populatiile /indivizii cu o singurd mutatie sunt mai nou aparuti pe scara evolutiva.
Cea mai apropiatd statiune care are aproape aceeasi diversitate genetica este Agigea, cu
diversitatea nucleotidica egala cu cea de la Vama Veche (0.004), dar numéarul mediu de diferente
ntre perechile de nucleotide este mai scazut (1.905).

Diversitatea genetica a populatiei de la Vama Veche este putin mai mare decat a altor
statiuni, in raport cu numarul de indivizi analizati §i aceasta ar putea fi in relatie cu statutul de
rezervatie marind. Au existat numeroase masuri §i actiuni pentru protejarea biodiversitatii in
aceasta rezervatie de la desemnarea ei prin Legea Nr. 5/2000 ca arie marind protejata (Zaharia si
colab., 2008), toate acestea contribuind astfel la limitarea impactului antropic. S-a declarat ca
aceastd rezervatie reprezintd o combinatie de habitate diferite, servind ca o zond de refugiu si de
reproducere pentru speciile marine (Zaharia si colab., 2008) ceea ce este probabil si cazul pentru

populatia de Cerastoderma glaucum care traieste in perimetrul rezervei.
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V. CONCLUZII

34

Secventele obtinute de la indivizii de Cerastoderma glaucum aduc argumente in
plus Tn favoarea prezentei acestei specii la litoralul roménesc si nu a speciei C.
edule Linnaeus, 1758 descrisa din literatura de specialitate pentru aceasta zona.
Structura genetica a populatiilor de Cerastoderma glaucum din Romaénia pare sa nu
respecte nici un tipar de-a lungul ariei de distributie

Portul Constanta, cel mai probabil nu influenteaza structura genetica a populatiilor
Haplotipurile identificate in urma studiului efectuat demonstreaza ca populatiile de
la litoralul Romanesc apartin filogrupului Pont-Caspic.

Rezultatele noastre indica o variabilitate genetica scazuta a acestei specii la litoralul
romanesc, ceea ce este caracteristic si altor specii din bazinul Marii Negre.

Intre cei doi markeri mitocondriali utilizati in investigarea structurii genetice a
populatiilor (COX si ADNr 16S), am constatat ca markerul COX este cel mai
adecvat.

Am constatat ca ADNr 16S nu poate fi un marker adecvat pentru a discrimina intre
populatiile aceleiasi specii.

Analiza combinatda a COX si ADNr 16S a identificat un numar de 10 haplotipuri
pentru toate statiunile investigate ceea ce reprezintd mai mult decat fiecare marker
luat in parte si ar fi oportuna o astfel de abordare in studii viitoare.

Haplotipul principal 75 a fost prezent in toate populatiile romanesti de C. glaucum
Vama Veche, dintre toate statiunile, a indicat cea mai mare diversitate a
haplotipurilor, a numarului de nucleotide si numarului mediu de diferente intre
perechile de nucleotide.

Haplotipurile de la Vama Veche prezinta doud mutatii, iar celelalte haplotipuri au
doar o mutatie

Presupunem cé prin cele doua mutatii, gruparea de la Vama Veche este cea mai
veche si in acelasi timp poate fi considerata ca avand efect fondator.

Diversitatea populatiei de la Vama Veche ar putea fi determinata de statutul de
rezervatie marind, ceea ce diminueazd impactul antropic pastrand nealterata
biodiversitatea zonei.

Mamaia, desi a avut numarul cel mai mare de indivizi analizati, a fost statiunea cea

mai putin diversa in privinta indicilor moleculari de baza



Morfologia speciei aparent nu are nici o legatura cu ADN-ul mitocondrial, prin
urmare singurii factori care ar putea avea vreo influentd sunt temperatura,
salinitatea si substratul.

Prezentul studiu completeaza cunostintele despre distributia si structura genetica a
speciei Cerastoderma glaucum din Marea Neagra

Datele cercetarii noastre deschid calea spre studii viitoare pentru investigarea
complexa a acestei specii in Marea Neagra, reconstituirea intregii istorii naturale a
speciei, precum si posibilului impact asupra societatii umane prin utilizarea ei ca o

sursa alternativa de hrana.
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