Diversitatea genetica

Subpopulatiile de sturioni anadromi diferd in ceea ce priveste calendarul de migratie, timpul petrecut
in rauri, locurile unde se reproduc, cerintele habitatelor specifice fiecarui stadiu de viata din ciclul de
dezvoltare (Nelson et al. 2013). Informatii despre diversitatea genetica intraspecifica sunt foarte
importante pentru identificarea subpopulatiilor pentru a fi gestionate ca unitati de management
distincte (Krieger and Fuerst 2009). Conservarea diversitatii genetice a unei specii necesitd
intelegerea tuturor acestor aspecte complexe cdt si un management adecvat de exploatare in
consecinta (Nelson et al. 2013).

Managementul adecvat trebuie sa tind cont de structura genetica (unitati reproductive) ale unei
populatii astfel ca aceste actiuni sa nu aiba efecte negative asupra acesteia (Miller and Kapuscinski
2003). De exemplu, pentru populatiile de sturioni din Marea de Azov, selectia pentru programele de
populare a femelelor de pastruga si nisetru care migrau primavara devreme pentru reproducere, a dus
la scurtarea in mai putin de 15 ani a perioadei de reproducere naturald de la cateva luni la doar doua

saptamani, in aprilie si mai (Chebanov et al. 2002).

Este cunoscut ca sturionii dunareni (morunul, nisetrul, pastruga) migreaza pentru reproducere din
Marea Neagra in fluviu in grupuri separate: de toamna si de primavara (Antipa 1909, Shubina et al.
1989). Comportamente de migratie distincte pot indica segmente de populatie diferite (Waples et al.
2001) care necesita masuri de conservare speciale / separate in unitati de management distincte.
Studiile noastre recente de diversitate genetica la populatiile de morun si pastruga, bazate pe analize
PCR-RFLP a regiunii de control a ADN-ului mitocondrial, au identificat prezenta a 4 haplotipuri la
morun si ca migratia puilor de morun spre mare se realizeaza in grupuri succesive (Onara et al. 2014)
iar la pastrugd existenta unei structurdri a populatiei si a reproducerilor succesive in acelasi an
(Holostenco et al. 2013).

Datele de literatura indica faptul ca juvenilii speciilor de sturioni anadromi din Dunérea inferioara
migreaza catre mare in primul lor an de viata si se hranesc aproape de gurile de varsare a Dunarii
(Antipa 1909).

Studiile recente au evidentiat sectorul nordic al zonei marine a Romaniei (in special Zatoane, Sahalin,
Sf. Gheorghe si Sulina) ca habitat de hranire pentru puii, juvenilii si subadultii de pastruga, morun si
nisetru, zona folosita preponderent de pastrugi primavara iar de moruni toamna (Maximov et al.
2014), aceasta distributie spatiala si temporala (Holostenco et al. 2013, Maximov et al. 2014)

faunei de fund in zonele Zatoane, Sahalin, Sf. Gheorghe si Sulina.

Analizele de diversitate genetica prin metoda PCR-RFLP a regiunii D-loop din ADNmt, au evidentiat,

in zonele de hranire mentionate mai sus, existenta a 3 haplotipuri la morun din cele 4 identificate



anterior Tn Dundrea Inferioara iar la pastruga 7 haplotipuri din cele 11 identificate in Dunarea
Inferioara, cu cea mai mare diversitate genetica Tn zonele Sahalin- Zatoane (6 haplotipuri din cele 7
identificate Tn sectorul nordic al zonei marine a Roméniei). Dati fiind variabilitatea considerabila
identificati la nivel de ADNmt si faptul ca pastrugile migreaza in Dunare primavara devreme, vara si
toamna (Holostenco et al. 2012), diferentierea acestor subgrupuri din punct de vedere genetic este

esentiald pentru un management adecvat a acestor subpopulatii.

Avénd in vedere importanta zonelor de hranire din zonele Golfului Musura si Sahalin Zéatoane in
Romaénia precum si a zonelor de hranire si iernare cunoscute in NW Marii Negre (Ucraina), acest
studiu are ca scop investigarea diversitatii genetice a exemplarelor capturate in aceste zone cunoscute
ca habitate esentiale pentru sturioni pentru a identifica eventuale subgrupari in structura genetica a
populatiilor. In plus, analiza diversititii genetice a sturionilor a tinut cont de existenta puilor si

juvenililor de sturioni populati in Dunare incepand cu anul 2005.

Pentru studiul diversitatii genetice a fost aleasa regiunea D-loop din ADNmt. ADNmt este prezent in
mii de copii in fiecare celuld iar regiunea D-loop, datoritd ratei mari de mutatii poate fi folosita cu

succes in studiul diversitatii genetice la nivel populational (Doukakis et al. 2005).

Tn urma secventierii directe a regiunii D-loop au rezultat un numar de 188 de secvente de nucleotide

de morun, 128 de nisetru si 135 de pastruga.

Dintre aceste secvente, unele au prezentat calitate slaba, fiind contaminate sau existand produsi PCR
nespecifici datorati degradarii accentuate a ADN-ului. Diferenta dintre o secventa de nucleotide cu

rezolutie buna si una contaminata sau provenind dintr-o proba degradata, este ilustrata urmatoare.
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Cromatograma reprezentdnd o secventa de nucleotide cu rezolutie bund (sus) si una contaminata sau
provenind dintr-o proba degradata (jos).

Tn urma alinierii secventelor de nucleotide utilizind Clustal W (BioEdit), s-a constatat faptul ci 0

parte dintre probele analizate au fost eronat clasificate sau contaminate in timpul prelevarii. Alte

secvente de nucleotide prezentau numeroase erori (diferente) comparative cu marea majoritate a

secventelor, motiv pentru care au fost excluse din studiu. Codurile acestor secvente se regasesc in

Tabel 1.

Tabel. 1. Probele de sturioni reclasificate sau eliminate din studiu din cauza numarului mare de erori
n secventa de nucleotide. B reprezinta morun, G — nisetru, S-pastruga

Eliminate din analiza secventelor

Specie Reclasificate dupa secventiere / (Nr. mare de erori)

Cod proba inregistrata probe contaminate

A. baeri sau
14.4.3 2 B A. gueldenstaedtii - baerilike n

A. baeri sau nu
14 433 B A. gueldenstaedstii - baerilike

A. baeri sau nu
1443 4 B A. gueldenstaedtii - baerilike

A. baeri sau nu
14 435 B A. gueldenstaedstii - baerilike
15737 G 2 bgauee:IIdS:rlljstaedtii - baerilike "
146123 |G B hu
148182 |S B nu
14712 G S hu
14761 G S nu
147262 |G S nu
14712 G S nu
14761 G S nu
14782 G S nu
14793 G S nu
148124 |B da
147 4v 16 | B da
14739 |S da
14 74d1 |S da
1474d2 |S da
148211 |S da
148212 |S da
148219 |S da
14 82116 |S da
148228 |S da
158255 |S da
14 8 4 9 G da




14 8 8 14 G da
14 8 9 12 G da
14 8 12 14 G da
15729 G da
Morun

Analiza secventelor de nucleotide s-a realizat folosind un numar de 183 de secvente de nucleotide,
provenind de la 166 de pui si subadulti salbatici si 17 exemplare populate in cadrul Programului de

Populare de Sustinere a Dundrii cu pui de sturioni.

Cele 183 de secvente de nucleotide reprezinta un numar de 37 de haplotipuri (Fig. 7), care difera intre

ele prin 66 de substitutii si 4 insertii — deletii.
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Hap_1 GAGTAAACATTTGCGCAACTAGGCACATGTGGGT-AATT

AGAGTACGTTGATGACAAGTCAGTCCTGCTTTTGGGGTTTGACAAGAAATATAAGG
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Fig. 43.Aliniere folosind programul Clustal W a secventelor pentru regiunea D-loop reprezentand 37
de haplotipuri identificate in cele 183 de probe de pui si juvenili de morun analizate. Numerele
reprezintd pozitia ocupata in aliniamentul realizat cu Clustal W. Situsurile identice sunt indicate prin
simbolul ,, - ¢, iar gap-urile (deletiile) sunt indicate prin simbolul ,,-*.



Tabel 2. Indicii diversitatii moleculare la cele 183 de secvente D-loop obtinute de la exemplarele
morun analizate(Output Arlequin software).

== Molecular diversityindices : (All_Seqs)

Samplesize 183

No. of haplotypes 137

Deletionweight 110

Transitionweight :1.0
Transversionweight :1.0

Allowedlevel of missing data :5.0%

Number of observedtransitions : 55

Number of observedtransversions (11
Number of substitutions : 66
Number of observedindels 4

Number of polymorphicsites . 68
Number of observedsiteswithtransitions : 55
Number of observedsiteswithtransversions (11
Number of observedsiteswithsubstitutions : 65
Number of observedsiteswithindels 4

Number of observednucleotidesites 1623
Number of usablenucleotidesites 1623

Nucleotidecomposition (Relative values)
C : 15.39%
T:31.14%
A:27.57%
G : 25.90%
Total :100.00%

Gradul de Tnrudire ntre cele 37 de haplotipuri identificate la morunii inclusi in studiu este ilustrat in
Fig. 8.
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Fig. 44: Arbore filogenetic ilustrand relatiile de inrudire a haplotipurilorD-loop, din ADNmt la

morunii analizati (N=183), realizat prin metoda NeighborJoining pe baza secventelor de
nucleotide

Aceste 37 de haplotipuri au frecvente diferite in cadrul esantionului populatiei analizate, regasindu-se

n proportii diferite din punct de vedere spatial (Fig. 45).
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Fig. 45: Numarul si frecventa haplotipurilor D-loop la morun identificate in prezentul studiu (Romania
N=151, Ucraina N=31, Georgia N=1).

De asemenea, se observa faptul ca numarul de haplotipuri identificate in grupul de probe de la
morunii populati este foarte redus deoarece acesti pesti provin dintr-un numar mic de femele ce au

fost utilizate pentru reproducere controlata in crescatorii (Tabel 3).

Tabel 3. Numarul de moruni salbatici si populati inclusi in studiu din fiecare zona geografica si
numarul de haplotipuri identificat.

Provenienta Moruni Nr haplotipuri moruni | Moruni populati Nr haplotipuri
probelor salbatici salbatici moruni populati
Romania 140 37 /37 11 3/37

Ucraina 25 10 /37 6 1/37

Georgia 1 1/37 0 0/37

Total 166 17




Nisetru
Analiza secventelor de nucleotide s-a realizat folosind un numar de 117 de secvente de nucleotide,
provenind de la 60 de pui si subadulti salbatici si 57 exemplare populate in cadrul Programului de

Populare de Sustinere a Dunarii cu pui de sturioni.

Cele 117 de secvente de nucleotide reprezintd un numar de 35 de haplotipuri (Fig. 10), care difera

intre ele prin 124 de substitutii si 8 insertii — deletii (Tabel 4).
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GAATAAATATTTGCACAGCTAGGCATGTGGGGGTAATTGGAGTACGTTGATGACAA
GTCAGTCCTGCTTTTGGGGTTTGACAAGAAATATAAGGCTTGTC
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Hap_1 CAGCGTAAGGGGGTAGGGGGTTTGTCGATAACAAACGTTTGTGGCATC
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CCAGAATATGTCATTATATCATTCACTATCCATTATCTCTGAGCAATCACAGATGTT
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Fig. 47. Aliniere folosind programul Clustal W a secventelor pentru regiunea D-loop reprezentand 35
de haplotipuri identificate in cele 117 de probe de pui si juvenili de nisetru analizate. Numerele
reprezintd pozitia ocupata in aliniamentul realizat cu Clustal W. Situsurile identice sunt indicate prin
simbolul ,, - ¢, iar gap-urile (deletiile) sunt indicate prin simbolul ,,-.

Tabel 4. Indicii diversitatii moleculare la cele 117 de secvente D-loop obtinute de la exemplarele de
nisetru analizate (Output Arlequin software).

== Molecular diversityindices : (All_Seqs)

Samplesize 117

No. of haplotypes : 35

Deletionweight : 1.0

Transitionweight 1.0
Transversionweight  : 1.0
Allowedlevel of missing data :5.0%
Number of observedtransitions 195
Number of observedtransversions 29
Number of substitutions 1124
Number of observedindels -8

Number of polymorphicsites  : 117
Number of observedsiteswithtransitions: 93

Number of observedsiteswithtransversions 129



Number of observedsiteswithsubstitutions 1110

Number of observedsiteswithindels 8
Number of observednucleotidesites 1625
Number of usablenucleotidesites 1625

Nucleotidecomposition (Relative values)

C :17.06%

T :30.34%

A1 28.76%

G :23.84%

Total :100.00%
Gradul de Tnrudire intre cele 35 de haplotipuri identificate la nisetrii inclusi in studiu este ilustrat in
Fig. 11.
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Fig. 48. Arbore filogenetic ilustrand relatiile de inrudire a haplotipurilorD-loop, din ADNmt la
nisetrii analizati (N=117), realizat prin metoda NeighborJoining pe baza secventelor de nucleotide

Aceste 35 de haplotipuri au frecvente diferite in cadrul esantionului populatiei analizate,
regasindu-se Tn proportii diferite din punct de vedere spatial (Fig. 49) cat si ca pondere intre

grupurile de pesti sélbatici si populati (Fig. 50).
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Numarul si frecventa haplotipurilor D-loop la nisetru identificate in prezentul studiu (Romania
N=66, Ucraina N=47, Georgia N=4).

Se constata faptul ca nisetrii capturati in NW Marii Negre au o diversitate genetica mult mai mare
decét cei capturati la gurile de varsare ale Dunarii. Acest lucru se datoreaza numarului mare de
juvenili si subadultii de nisetru populati, 53 dintr-un total de 66, prezenti in zona de pescuit
experimental din apropiere de Sf. Gheorghe si care provin dintr-un numar limitat de parinti,
respecti de haplotipuri (10 haplotipuri). 70% dintre nisetrii populati au acelasi haplotip,

determinand o reducere a diversitatii genetice in ansamblul populatiei.



80.00

® Nisetri -
70.00 Nisetri salbatici

M Nisetri populati
60.00

50.00

40.00

Frecventa [%]

30.00

20.00

10.00

0.00“||||IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII

1234567 8 91011121314151617181920212223242526272829303132333435
Haplotip

Numarul si frecventa haplotipurilor D-loop identificate la nisetrii salbatici (N=60) comparativ cu
cei populati (N=57)

Analizand separat exemplarele silbatice de nisetru capturate in Ucraina (N=46), se constata

structurarea lor in doud mari grupuri, reprezentand in total de 24 de haplotipuri (Fig. 51).

Printre probele primite din Georgia si nregistrate ca moruni, au fost identificate 4 probe,
14 432 14433, 1443 4,14 4 3 5, carora li se adauga o proba din Ucraina, 15 7 3 7,
care prezinta numeroase mutatii punctiforme comparative cu celelalte secvente de nisetru (Fig.
52).
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Arbore filogenetic ilustrand relatiile de inrudire a secventelor de nucleotideD-loop, din ADNmt la
nisetrii salbatici din Ucraina analizati (N=46), realizat prin metoda NeighborJoining
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Fig. 52. Aliniere folosind programul Clustal W a unor secventelor pentru regiunea D-loop de la pui si
juvenili de nisetru analizate. Numerele reprezinta pozitia ocupatd in aliniamentul realizat cu Clustal
W. Situsurile identice sunt indicate prin simbolul ,, - «, iar gap-urile (deletiile) sunt indicate prin
simbolul ,,-“. Literele denota mutatii punctiforme. Probele incadrate cu rosu au fost identificate ca A.
baeri.

Comparand aceste secvente cu secventa complete a ADNmt de la A. baeri, inregistrata in GenBank cu
numarul de acces JQ045341, se constata o similitudine de 99 % (Fig. 53), fapt ce confirma datele din
literatura (Birstein et al., 2000; Jenneckens et al., 2000; Doukakis et al., 2005; Rastorguev et al., 2008;
Rastorguev et al., 2013) care semnaleaza la nisetru existenta unei genealogii mitocondriale similare
sturionilor siberieni (A. baeri).
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Aliniere folosind programul Clustal W a unor secventelor pentru regiunea D-loop de la pui si juvenili
de nisetru analizate. Numerele reprezinta pozitia ocupata in aliniamentul realizat cu Clustal W.
Situsurile identice sunt indicate prin simbolul ,, - , iar gap-urile (deletiile) sunt indicate prin simbolul
»—. Literele denotd mutatii punctiforme. Probele incadrate cu rosu au fost identificate ca A. ba ri.

Acipenserbaeriimitochondrion, complete genomeGenBank: JQ045341.1

Exista mai multe explicatii cu privire la originea fenomenului "baerii - like" la nisetru. Unii autori
presupun ca a rezultat prin eliberarea accidental a unor exemplare de A. baerii din crescatorie in
fluviul Volga (Jenneckens et al., 2000 ), in timp ce altii sugereaza ca atat mitotipul - baerii cat si
mitotipul majoritar A. gueldenstaedtii sunt ancestrale (Birstein et al., 2000). Totusi, A. persicus nu
prezinta mitotipuri "baerii - like" (Rastorguev et al., 2008). De asemenea, este posibil ca hibridizarea
dintre siberian si nisetru in timpul glaciatiunii Pleistocenului sa fi condus la introgresia ADN-ului
siberian mitocondrial, ca urmare a modificarilor considerabile in distributia speciilor, care au avut loc

in acea perioada (Rastorguev et al., 2013).

Cu toate acestea, coloritul inchis al tegumentului si al scuturilor (Fig. 54) la cele 5 exemplare avand

haplotip D-loop“baerii - like" indica faptul ca aceste exemplare ar putea fi intr-adevar A. baeri scapati

dintr-o crescatorie sau hibrizi cu A. baeri eliberati in mare.
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Exemplar de sturion capturat in Ucraina, avand haplotip"baerii - like"



Pentru a stabili mai exact provenienta acestor pesti sunt necesare analize suplimentare pe baza ADN-

ului nuclear (analiza microsatelitilor).

Pastruga
Analiza secventelor de nucleotide s-a realizat folosind un numar de 125 de secvente de nucleotide,
provenind de la 114 de pui si subadulti salbatici si 11 exemplare populate in cadrul Programului de

Populare de Sustinere a Dunarii cu pui de sturioni.

Cele 125 de secvente de nucleotide reprezintd un numar de 57 de haplotipuri (Fig. 55), care difera

intre ele prin 68 de substitutii si 3 insertii — deletii (Tabel 5).
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Hap 1
GTCCGGTGTAAGGGGGTAGGGGGTTTGTCGATAAGGAACGTTTATAACATTTATGT
GTGAGGGAGAAAGGACCAGGCCTCGTGAAAACACTCCTCATGTA
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Hap 1
TGTAACGCAGGTTTGTATGTGGTGTTTAGGATATGTCATTATGTCATTCACTATCTG
TCATTTTTGAACAAACCAAATGTTCCACCTTATCCTTCTCTTG
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Hap 1
GTAGAGCTTTGATATGTCAATGAATGGAGACCCAAAAGATAAAAATACCAAATGCT
GGTGGGGTTCTTGGCATGTTGTGAGCGTGGGCCTATGGTACTTC
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TAACATTAATCAGATGCCAGTGGCGACCTGATTATGGGGAGATAACTATCAATGGA
CCTGAAATAGGAACCAGATGCCAGTAATAGTTCAGTTATGGAAT
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Hap 1
CTCACAATTATTGTCCTTCATCTCATGAATCTCATGTTCTAGACAGACAAGAATGTT
CGGCTCTTATTACATGTTATGGTCTCAAGAAATGATATGTTAG






Aliniere folosind programul Clustal W a secventelor pentru regiunea D-loop reprezentand 57 de
haplotipuri identificate in cele 125 de probe de pui si juvenili de pastruga analizate. Numerele
reprezintd pozitia ocupata in aliniamentul realizat cu Clustal W. Situsurile identice sunt indicate prin
simbolul ,, - ¢, iar gap-urile (deletiile) sunt indicate prin simbolul ,,-.

Indicii diversitatii moleculare la cele 117 de secvente D-loop obtinute de la exemplarele de nisetru
analizate (Output Arlequin software).

== Molecular diversityindices : (All_Seqs)

Samplesize 1125
No. of haplotypes 157
Deletionweight :1.0
Transitionweight :1.0
Transversionweight :1.0

Allowedlevel of missing data :5.0%



Number of observedtransitions : 62

Number of observedtransversions 6
Number of substitutions : 68
Number of observedindels 03
Number of polymorphicsites .70

Number of observedsiteswithtransitions : 62
Number of observedsiteswithtransversions

Number of observedsiteswithsubstitutions

Number of observedsiteswithindels 13
Number of observednucleotidesites 1618
Number of usablenucleotidesites 1618

Nucleotidecomposition (Relative values)
C:16.32%
T:30.64%
A 28.60%
G:24.44%
Total :100.00%

167
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Fig. 56. Arbore filogenetic ilustrand relatiile de inrudire a haplotipurilorD-loop, din ADNmt la
pastrugi (N=125), realizat prin metoda NeighborJoining pe baza secventelor de nucleotide

Aceste 57 de haplotipuriau frecvente diferite n cadrul esantionului populatiei analizate, regasindu-se

n proportii diferite din punct de vedere spatial.
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Fig. 57. Numarul si frecventa haplotipurilorD-loop la pastruga identificate in prezentul studiu
(Romania N=120, Ucraina N=5).




