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l. Introducere

1. Importanta Muntilor Carpati ca refugiu si centru de speciatie

1.1.Mecanismele care au influentat biodiversitatea Europei

Timp de cateva decenii glaciatiunile cuaternare au fost considerate mecanismele cele mai
importante care au influentat biodiversitatea si procesele de speciatie din Europa. Cu toate acestea,
multe dintre speciile endemice europene au un caracter relictar si pot fi datate din Epoca Miocena
sau Pliocena. Originea si evolutia unor astfel de specii este legata de evenimentele orogene alpine
din Europa Centrala, sau de repetatele faze de expansiune si regresie ale Marii Paratethys din
Miocen, cu climatul arid care a dus la fragmentarea padurilor (Habel si Assmann, 2010), sau de
vulcanismul din era Pliocena care a provocat enclave izolate, avand ca rezultat speciatii accelerate
asemanatoare celei insulare (Pop si colab., 2010).

Existenta mai multor refugii criptice la nord, 1n afara regiunii mediteraneene traditionale,
a fost confirmata de mai multe rezultate moleculare si morfologice (Balint si colab., 2011), aratand
ca mediile acvatice stenoterme reci ale vailor adanci si a zonelor izvoarelor au furnizat conditii
climatice stabile, facand posibild supravietuirea chiar si in conditiile dure ale perioadei de

glaciatiune maxima (Schmitt si Varga, 2012).

1.2.Importanta Carpatilor in context biogeografic

Importanta muntilor Carpati in contextul biogeografic al diversitatii europene se datoreaza
pozitiei geografice, marimii, altitudinii mai mici, fragmentarii si complexitatii geomorfologice.
Datorita pozitiei central europene, biodiversitatea acestei zone muntoase a fost influentata de
regiunile alpine, arctice, mediteraneene si chiar si asiatice. Numarul mare de organisme autohtone
cu caracter relictar si liniile genetice vechi pot fi corelate cu izolarea insulara a diferitelor lanturi
montane ( Dénes si colab., 2016a).

Speciile apartindnd familiei Pediciidae traiesc Tn habitatele semi-acvatice de-a lungul
cursurilor de apa montane (Keresztes si colab., 2011). Deoarece se limiteaza in cea mai mare parte
la altitudini mai mari, ele prezinta, de asemenea, 0 distributie disjuncta, insulara si pot fi organisme

model de interes pentru studierea istoriei evolutive a speciilor semi-acvatice din Muntii Carpati.

2. Caracterizarea generald a tipulidelor (Diptera, Tipuloidea) cu accent pe familia
Pediciidae
2.1.Tipuloidea — remarci generale
Tipuloidea este unul dintre cele mai diverse grupuri de diptere, cu 15527 de specii

apartinand la 709 genuri si subgenuri din patru familii (Oosterbroek, 2019). Acestea sunt un grup

cosmopolit, larg raspandit, cu o distributie ce variaza de la regiunea arctica pana la ecuator si de



la zonele marine pana la muntii inalti de pana la 5600 m in anumite regiuni (Alexander si Bayers,
1981).

2.2.Clasificarea Tipuloidelor

Prima abordare integrativa a filogeniei acestui grup a fost realizata de catre Petersen si
colab. (2010), care au combinat analizele a 100 de caractere morfologice ale larvelor si adultilor,
cu analiza secventei genei 28S ARN-ului ribozomal si a regiunii CPS a genei CAD. Pe baza acestor

rezultate Tipuloidea este impartita in doua familii: Pediciidae si Tipulidae.

2.3.Familia Pediciidae

Oosterbroek (2006) descrie o serie de caracteristici morfologice specifice care disting
membrii familiei Pediciidae de alte specii. Dimensiunea lor este foarte variabild, de la foarte mici
de 5 mm la unele specii de Dicranota, pana la un corp mult mai mare de 35 mm la unele specii
apartinand genului Pedicia. Corpul, antenele, picioarele si aripile lor sunt alungite si lungi, asa cum
este caracteristic aproape tuturor membrilor grupului Tipuloidea. Tntre unitatile oculare, pot fii
observate fire de par scurte la toti membrii familiei. Venatia aripilor lor are, de asemenea, cateva

caracteristici distinctive (Dienske, 1987).

2.4.Pediciidae Tn Romania si Tn Carpati

Tn 1998, Ujvarosi a demarat o cercetare intensa pentru a evalua fauna Pedicidelor din zona
Muntilor Carpati din Romania si a constatat ca habitatele cele mai potrivite pentru aceste specii
din Muntii Carpati sunt zonele umede si zonele mlattinoase acoperite de paduri unde exista este o
diversitate ridicata, cu comunitati abundente, si regiunile izvoarelor montane unde se gasesc mai
multe specii endemice rare (Ujvarosi, 2005). Acest lucru este confirmat de descrierea speciei
Pedicia apusenica din Muntii Apuseni (Ujvéarosi si Stary, 2003). In 2010 Ujvarosi si colab. au
observat doua linii divergente Tn cazul speciei Pedicia occulta (Meigen, 1830) in Carpati, care au
condus la descrierea unei noi specii noi pe baza rezultatelor morfologice si moleculare, pe care au
numit-o Pedicia fusca (Ujvarosi & Balint, 2012). Combinand datele morfologice si analiza
secventelor COI, o diversitate criptica a fost constatata si in cazul speciei P. staryi (Dénes si colab.,
2016a,b).

3. Citocrom-oxidaza | ca marker molecular in taxonomie si filogeografie.

3.1.Markeri mitocondriali
Markerii moleculari de la nivelul genomului mitocondrial reprezinta cele mai frecvent
utilizate instrumente, bazate pe secvente ADN, in taxonomia moleculara si studiile filogenetice.
Acestia au mai multe proprietati care ii fac adecvati si uzuali 1n astfel de studii: numarul mare de
copii prezente intr-o celula, ceea ce le face relativ usor de izolat si analizat, mostenirea materna
(Sato si Sato, 2013), si rata de evolutie relativa rapida (Avise, 2009).
3



3.2.Sistemul Barcoding of Life

Tn 2003, Hebert si colab. au propus un fragment de 648 perechi de baze (pb) a citocrom-
oxidazei | (COI) ca marker universal adecvat pentru studiul molecular al speciilor de animale,
deoarece este una dintre cele mai conservate gene codificatoare a genomului mitocondrial, prin
urmare, existand mai multe amorse robuste si universale care pot fi utilizate Tn studii taxonomice
si filogenetice pentru un spectru larg de specii de animale (Folmer si colab., 1994). Aceste trasaturi
au facut markerul mtCOIl o alegere potrivitd pentru utilizarea universala, ducand la succesul
sistemului Barcode of Life Data System (BOLD, http://www.boldsystems.org; Sujeevan si Hebert,
2007).

Algoritmul “Refined Single Linkage (RESL) Analysis” (Ratnasingham si Hebert, 2013),

este folosit pentru a atribui un cod (Barcode Index Number; BIN) fiecarei secventa care anterior a
fost grupatd. De asemenea, sistemul ia in considerare unitatile taxonomice bazate pe morfologie si
recalculeaza pragurile cu fiecare secventa nou adaugata pentru a asigura gruparea cat mai exacta

a secventelor (Ratnasingham sic Hebert, 2013).

Il.  Obiectivele studiului

Scopul cel mai important al acestei lucrari este de a confirma importanta Muntilor Carpati
ca refugiu cumulativ si centru de speciatie pentru speciile din familia Pediciidae (Diptera). Studiile
care trateazd aceasta problema, vizand alte grupuri de insecte din regiune sunt inca putine, desi
lucrarile biogeografice existente sugereaza importanta Carpatilor ca centru de biodiversitate
europeand. Studiile bazate pe morfologie si numarul de specii endemice acvatice si semiacvatice
sugereaza necesitatea unei abordari integrative, care sa includa si studiul diversitatii genetice
moleculare. Analizele de genetica moleculara din acest studiu au fost efectuate utilizand secventele
markerului mtCOI si sunt discutate in doua studii de caz axate pe trei grupuri de Pediciide. Tn
primul studiu am analizat diferentierile moleculare si morfologice precum si diversitatea criptica
a grupului de specii Pedicia (Crunobia) staryi Savchenko, 1978. in al doilea studiu focusul
principal a fost genul Dicranota, in special la diversitatea observata in cadrul subgenului
Paradicranota Alexander, 1934 si a speciei Dicranota (Ludicia) lucidipennis (Edwards, 1921) din
subgenul Ludicia Hutson si Vane-Wright, 1969.

Un alt scop al acestei teze a fost testarea utilitatii markerului mtCOI in testarea ipotezelor
taxonomice prin testarea pozitiei subgenului Ludicia (Dicranota), un grup a carui pozitie

taxonomica 1n interiorul familiei Pediciidae este inca intens dezbatuta.


http://www.boldsystems.org/

I11. Materiale si metode
1. Colectarea indivizilor
Specimenele utilizate n acest studiu au fost colectate cu ajutorul unor plase sau cu méana
de-a lungul péaraielor si a izvoarelor, si au fost depozitate in etanol 96% in Colectia de Diptere din
cadrul Facultatii de Biologie si Geologie a Universititii Babes-Bolyai, Cluj-Napoca, Roméania. Tn
total 360 de indivizi au fost colectati din toatd Europa, din luna mai pana in august intre 2007-

2018, si au fost analizate In doua studii de caz separate.

2. Metode moleculare
Secventele analizate 1n aceastd tezd au fost Obtinute prin doud metode diferite, in
laboratoare independente. Experimentele de laborator si secventializarea pentru un numar mare de
indivizi a fost realizata ca parte a sistemului BOLD in Centrul Canadian de Barcoding, al
Universitatii din Guelph. Secvente aditionale au fost produse ca urmare a analizelor efectuate in

Institutul de Cercetari Interdisciplinare in Bio-Nano-Stiinte al Universitatii Babes Bolyai.

2.1.Secventializarea in Sistemul BOLD

Toate exemplarele au fost fotografiate si au fost incarcate in sistemul BOLD, impreuna cu
informatii suplimentare privind clasificarea lor taxonomica si datele de colectare. Doua sau trei
picioare de la fiecare individ au fost colectate si au fost incarcate in placi cu 96 de godeuri
continand 30 pl de etanol de 96%. Ulterior, probele au fost trimise la Centrul Canadian de
Barcoding (Wilson, 2012) pentru secventializare. Secventele rezultate si fisierele aditionale au
devenit disponibile prin intermediul sistemului BOLD (http://www.boldsystems.org) sub

denumirea de Tipuloidea ale Europei [EUTIP].

2.2.Extractia ADN-ului genomic

ADN-ul a fost extras din probele de tesut toracic folosind kitul DNeasy Blood & Tissue
Kit (Qiagen, Hilden, Germany) urmand protocolul de extractie standard pentru tesutul animal.
Puritatea si concentratia ADN-ului genomic si concentratia a fost estimata cu ajutorul

spectrofotometrului de tip NanoDrop 1000.

2.3.Amplificarea secventelor mtCOI
Secventele mtCOIl au fost amplificate intr-un volum de reactie de 50 pl utilizand perechea
de amorse LCO1490 / HCO2198.

2.4.Purificarea produsilor PCR
Produsii PCR au fost incarcati pe un gel de agaroza de 1%, fragmentul de interes fiind
purificat utilizand kitul Wizard SV Gel and PCR Clean—-Up System (Promega, USA).



2.5.Secventializarea
Secventializarea produsilor de PCR a fost efectuatd la Macrogen Europe (Amsterdam, The

Netherlands), folosind amorsa standard LCO1490.

2.6.Analiza secventelor
Cromatogramele secventelor au fost vizualizate cu ajutorul programului Trev (Staden
Package; Bonfield si colab., 2002) pentru verificarea calitatii si au fost corectate manual.

Secventele obtinute au fost aliniate in BioEdit 7 (Hall, 1999) folosind algoritmul Clustal W.

2.7.Analiza datelor moleculare

Analiza secventelor a presupus determinarea numarului de pozitii polimorfe, numarul de
haplotipuri, diversitatea haplotipica (h) si a nucleotidelor (p) prin intermediul soft-ului DnaSP
(Librado sic Rozas, 2009).

3. Metode morfologice
3.1.Analiza variabilititii morfologice
Organele genitale masculine au fost macerate in hidroxid de potasiu (KOH) de 10% timp
de 10-12 minute pentru a relaxa si a deschide structurile genitale. Acestea au fost agezate pe un pat
din sticla fina sub glicerol si au fost analizate folosind un stereomicroscop Olympus SZ61 echipat
cu o camera foto Canon 650D si un adaptor LM Digital SLR (Micro Tech Lab, Austria).

3.2.Masuritori morfometrice si analizarea datelor

Masuratorile morfometrice au fost realizate ih programul Gimp 2 (www.gimp.org) pe baza
fotografiilor aparatului genital al masculilor. Terminologia caracteristicilor este bazatd pe cea
folosita de Dienske (1987).



IV. Istoria evolutiva complexa in zona Carpatica, bazata pe diversitatea si
distributia complexului de specii micro-endemice Pedicia (Crunobia)
staryi
1. Remarci generale

Biodiversitatea unei regiuni si numdrul de taxoni endemici este influentatd de varsta
geologica a regiunii respective si reflecta conditiile locale din trecut si cele din prezent (Varga,
2010). Prin urmare, speciile semi-acvatice adaptate la un climat racoros, cum sunt membri
complexului de specii Pedicia (Crunobia) staryi, sunt organisme model corespunzatoare pentru
studierea si Intelegerea proceselor istorice care au influentat diversitatea sistemelor montane intr-

un mediu relativ stabil (mediul al izvoarelor), pe perioade mai mari decat glaciatiile pleistocene.

1.1.Grupul de specii P. staryi

Grupul de specii Pedicia (Crunobia) staryi a fost stabilit de Savchenko in 1986, care a
delimitat grupul , littoralis” cu doar doi spini pe gonostil, si a grupat celelalte specii, cu mai mult
de doi astfel de spini in grupul ,.staryi”. Tnainte de studiul prezentat in aceasti tezd, schema de
clasificare a acestui complex de specii a cuprins cinci unitati taxonomice: Pedicia (C.) apusenica
Ujvarosi si Stary, 2003, P. (C.) lobifera Savchenko, 1986, P. (C.) staryi Savchenko, 1978, Pedicia
(C.) spinifera Stary, 1974 si P. (C.) straminea Meigen, 1838. Pedicia lobifera, P. staryi si P.
apusenica sunt endemice Tn Carpati si Muntii Apuseni. In muntii din Bulgari sunt inlocuiti de P.
spinifera. Ultimul membru al acestui grup, P. straminea este larg raspandit in diferite habitate

semi-acvatice la diferite altitudini pe tot teritoriul Europei (Oosterbroek, 2019).

1.2.0biectivele studiului

Scopul acestui studiu de caz a fost de a analiza variatiile moleculare si morfologice inter si
intraspecifice din cadrul complexului Pedici staryi, pentru a identifica potentialul diversitatii
criptice, concentrandu-se in special asupra speciilor endemice carpatice. De asemenea, am studiat
importanta Muntilor Carpati ca refugiu si centru de speciatie prin analizarea istoriei evolutiei

acestor specii.

2. Materiale si metode
Au fost studiati 152 indivizi apartindnd grupului P. staryi:83 apartinand speciei P. staryi,
17 P. apusenica, 9 P. lobifera, 6 P. spinifera si 37 P. straminea.

2.1.Analiza datelor moleculare
Secventele au fost obtinute din sistemul BOLD sau generate in Institutul de Cercetari
Interdisciplinare in Bio-Nano-Stiinte al Universitatii Babes Bolyai prin metoda prezentata in

descrierea generala.



2.1.1. Structura spatiala genetica

Gruparea spatiala a indivizilor a fost implementata in cazul speciilor carpatice autohtone
din grupul P. staryi. Programul BAPS, 6 (Corander, Sirén, si Arjas, 2007) a fost utilizat pentru a
detecta structura populatiilor si pentru a identifica principalele haplogrupuri ale celor trei specii

endemice.

2.1.2. Diversitatea genetica moleculara

O analiza ierarhica a variantei moleculare (AMOVA; Excoffier, Smouse, si Quattro, 1992)
a fost efectuata in Arlequin, 3.5 (Excoffier si Lischer, 2010). Populatiile au fost structurate in doua
grupuri corespunzand statutului taxonomic actual al speciilor, si Tn cinci grupuri sugerate de
analiza structurii populatiei. Proportia diferentelor genetice (p-distance) a fost calculata intre
grupuri, folosind programul Mega X (Kumar et al., 2018).

2.1.3. Analizele filogenetice
Relatiile filogenetice au fost determinate cu ajutorul algoritmurilor Maximum Likelihood

(ML), Bayesian inference (Bl) si cu o retea de haplotipuri (Median Joining Network - MJN).

2.1.4. Estimarea perioadei de divergenta

Informatiile cu privire la filogenie si timpul de divergenta al nodurilor au fost deduse cu
ajutorul programului BEAST, 1.7.4 (Drummond si Rambaut, 2007) folosind metoda Bayesian
Markov chain Monte Carlo (MCMC), cu procesul de speciatie setat pe tipul Yule (Steel si
McKenzie, 2001). Din cauza lipsei fosilelor pentru aceste grupuri, valoarea de 0.0177+0.00119 a

fost utilizata ca ratd a substitutiei (Papadopoulou et al., 2010).
2.2.Metode morfologice

2.2.1. Analiza variabilitatii morfologice
Aspectul morfologic al indivizilor si caracteristicile morfologice ale aparatului genital la

masculi au fost examinate prin metoda prezentata in capitolul general.

2.2.2. Masuratori morfometrice si analiza datelor

Tn cazul complexului de specii P. staryi, pe langa analiza morfologica generala, au fost masurate
11 caractere micromorfologice de la nivelul aparatului genital al masculilor. Comparatia
variabilelor masurate s-a realizat cu testul Mann-Whitney U in SPSS 17.0. (Chicago: SPSS Inc).
O analiza a componentelor principale (PCA) fost calculata si reprezentata grafic cu functia prcomp

in programul R (R Core Development Team, 2016).



3. Rezultate

3.1. Rezultatele secventializarii

Secventele mtCOI au avut o lungime de 658 perechi de baze, cu un numar total de 471 pb
dupa excluderea pozitiilor lipsa. Din cele 130 de pozitii polimorfice 129 au fost informative din
punct de vedere parsimonic, rezultind 44 haplotipuri cu diversitate haplotipica de 0,938 si
diversitate nucleotidica de 0,08633.

3.2. Gruparea spatiala si diversitatea genetica inter si intra specifica in cazul speciilor
endemice carpatine

Programul BAPS a definit sase grupuri. P. lobifera si P. apusenica formeaza doua grupuri
bine separate, cu P. lobifera distribuita in Carpatii Orientali si P. apusenica prezenta numai n
Apuseni. Indivizii P. staryi individuals formeaza patru grupuri genetice separate cu doua
haplogrupuri in Muntii Rodnei (staryiR1; staryiR2), un al treilea prezent in Muntii Gutai (staryiG)
si ultimul in Muntii Bucegi (staryiB).

AMOVA a aratat cea mai mare variatie atunci cand gruparea a priori s-a bazat pe cele cinci
structuri sugerate de analiza BAPS, cu cea mai mare diversitate explicata prin variatia dintre cele
cinci grupuri (79.55%), urmata de variatia la nivelul populatiei (15.05%). Cea mai mare distanta
genetica de 9.10% a fost calculata intre staryiR1 si staryiB, urmata de distanta dintre staryiR1 si
staryiR (8.98%). Toate distantele sunt mai mari decat pragul de 2% considerat limita universala a

speciilor, cu cea mai mica distanta de 4.86% intre staryiR1 si staryiG.

3.3. Analizele filogenetice

Ambii algoritmi (ML si BI) au generat arbori cu topologii similare, aratand un grup de
specii P. staryi monofiletic, dar fara suport statistic ridicat. Toate liniile genetice sunt bine separate
Cu un sprijin statistic puternic. Cea mai scurta retea MJN are un numarul estimat de 153 mutatii si

confirma prezenta celor patru linii bine separate ale speciei P. staryi (Fig. 1).

3.4.Diferentierea micromorfologica

PCA ilustreaza trei grupuri bine separate (staryiR1, staryiG si staryiR2) pe baza primelor
doua component (PC1 si PC2). Indivizii care corespund liniei staryiB se suprapun cu celelalte trei
grupuri, dar sunt bine separate pe baza altor caractere, fiecare caracter masurat aratand diferente

semnificative Tntre unul sau mai multe grupuri studiate.
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Fig. 1. Reteaua MJN; cercurile reprezinta diferitele haplotipuri; numerele de pe ramuri arata
pasii mutationali dintre haplotipuri; culorile reprezinta cele cinci grupuri: P. apusenica (rosu),

staryiG (albastru), staryiR1 (roz), staryiR2 (verde), staryiB (albastru inchis).

3.5.Descrierea unititilor taxonomice diferentiate
Toate aceste rezultate sugereaza necesitatea unei revizii taxonomice, prin urmare, P. staryi
a fost redefinit ca o specie corespunzatoare liniei staryiR2 iar celelalte trei linii au fost descrise ca

specii noi in Dénes si colab. (2016D).

3.5.1. Pedicia (Crunobia) apusenica Ujvérosi si Stary, 2003

Numar de acces BOLD: EUTIP718 - 720 si EUTIP725. BIN: AAF8237

Specie mare de culoare portocalie galbuie (Fig. 2-A). Masculul are lungimea de 14-15
mm, lungimea aripii 13-15 mm, antenele cu lungimea de 1.9-2.1 mm. Femela are lungimea de

15 mm; lungimea aripii este de 9 mm.

3.5.2. staryiR2 — redefinita ca Pedicia (Crunobia) staryi Savchenko, 1978

Numir de acces Gen Bank: KT983907 - KT983910; Numar de acces BOLD: EUTIP709.
BIN: ACL4087.

Specie mare de culoare portocalie galbuie (Fig. 2-B). Masculul are lungimea de 13-16
mm, lungimea aripii 13-15 mm. Femela are lungimea de 16.5-17 mm, lungimea aripii este de 12—

13 mm, iar antenele de 1.7 mm.
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3.5.3. staryiR1 — descrisa ca Pedicia (Crunobia) carpianica Kolcsar, Keresztes si Dénes 2016
Numar de acces GenBank: KT983904 - KT983906; Numar de acces BOLD: EUTIP095,
EUTIP096, EUTIP475, EUTIP478 - EUTIP480. BIN: AAD6568, AAD6569 ABA7405,
ABA7406.
Specie mare de culoare portocalie galbuie (Fig. 2-C). Masculul are lungimea de 13-17

mm, lungimea aripii 13.5-17 mm, antenele de 1.9-2.1 mm. Femela: necunoscuta.

3.5.4. staryiG — described as Pedicia (Crunobia) costobocica Kolcsar, Keresztes si Dénes 2016
Numar de acces BOLD: EUTIP695, EUTIP698 si EUTIP708. BIN: ACL4088.
Specie de marime medie, de culoare portocalie galbuie (Fig. 2-D). Masculul are lungimea
de 10-14 mm, lungimea aripii 11-14.5 mm, antenele de 1.7 mm. Femela are lungimea de 12 mm,

lungimea aripii este de 11 mm, iar antenele de 1.6 mm. Culoare generala galbena.

E / F
¢
ot o Al
A \

Fig. 2. Mascul adult vazut din lateral, partea interioara a gonocoxitului din lateral si structura
genitala: P apusenica (A); P. staryi (B); P. carpianica (C); P. costobocica (D); P. roxolanica (E).
Panoul F: lobul gonocoxitului din lateral (randul de sus) P. roxolanica (stanga) si restul speciilor
(dreapta); lobul din unghi dorzal P. apusenica (stdnga) celelelte specii (centru si dreapta). Pozele
de la A la E facute de Levente Péter Kolcsar.
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3.5.5. StaryiB — descrisa ca Pedicia (Crunobia) roxolanica Kolcsar, Keresztes si Dénes 2016
Numar de acces Gen Bank: KT983903; Numar de acces BOLD: EUTIP669, EUTIP670,
EUTIP691 - 694 si EUTIP710. BIN: AAD6568.
Specie mare de culoare portocalie galbuie (Fig. 2-E). Masculul are lungimea de 13-15

mm, lungimea aripii 13-14.5 mm, antenele de 1.6-1.9 mm. Femela necunoscuta.

3.6.Estimarea perioadei diferentierilor

Pe baza datarii moleculare s-a estimate ca P. spinifera a aparut cu aproximativ 10,16
milioane de ani In urma, iar stramosul comun al speciilor autohtone din Carpati s-a diferentiat de
P. straminea 8,65 milioane de ani in urma. in plus, aceasta a indicat ca P lobifera s-a diferentiat
7.10 milioane de ani in urma fatd de celelalte cinci specii endemice. Grupul format de P.
carpianica si P. costobocica s-a separat de celelalte trei specii in urma cu 5.81 milioane de ani, iar
P. carpianica si P. costobocica s-au despartit in urma cu 2.65 milioane de ani. Pedicia apusenica
si P. roxolanica s-au diferentiat de P. staryi 4.80 milioane de ani in urma, iar ele s-au despartit

acum 4.07 milioane de ani.
4. Discutii

4.1 Relatii filogenetice Tn cadrul grupului de specii P. staryi

Cele trei specii nou descrise, P. costobocica, P. carpianica si P. roxolanica pot fi in mod
clar atribuite grupului de specii ,,staryi” sensu Savchenko (1986) deoarece au mai mult de doi spini
negri pe partea superioara a gonostilului. Analizele filogenetice bazate pe secventele de ADN
mitocondrial indica faptul ca grupul P. staryi este o unitate monofiletica, aspect ce este in

concordanta cu ipotezele taxonomice ale lui Savchenko (1986).

4.2 Diversitatea genetica moleculara in Carpati

Stramosul speciilor endemice din Muntii Carpati a aparut in urma cu 8.65 milioane de ani,
separarea de P. straminea fiind datorata probabil conditiilor subtropicale Tn care speciile adaptate
la frig au fost limitate la zonele de padure din regiunile muntoase (Kvacek si colab., 2006). Pedicia
lobifera s-a diferentiat in urma cu 7.1 milioane de ani, acest eveniment putand fi explicat printr-o
alta aridificare (van Dam, 2006), dar poate fi si rezultatul izolarii intr-o enclava insulara in timpul
expansiunii marii Paratethys (Pop si colab., 2010). Diversificarea celorlalte cinci linii a inceput cu
criza de salinitate mesiana, circa 5.81 milioane de ani in urma, cand P. carpianica si P. costobocica
s-au separat de celelalte trei specii. Si celelalte evenimente de speciatie pot fi legate de climatele
uscate din perioadele respective (van Dam, 2006). La sfarsitul erei Pliocene climatul global a

inceput sa se raceascd, ducand la inceputul glaciatiunilor. Drept urmare diferentierea dintre P.
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carpianica si P. costobocica (2.88 milioane de ani in urma) poate fi legata de aceste evenimente

climatice.

4.3.Natura cumulativa a refugiului din Carpati

Majoritatea speciilor microendemice recent descoperite in Carpati sunt elemente rithrale
extrem de specializate concentrate in apropierea izvoarelor stenoterme reci, prezentand un grad
important de diversitate inca nedescoperita. Modelul cumulativ si distributia unor astfel de specii
endemice cu distributie limitata, subliniaza importanta masivelor montane Tn pastrarea diversitatii
acvatice autohtone. Centrele de diversificarea in cazul mai multor specii endemice din Carpati sunt
partea de nord a Carpatilor Orientali (Czarnahora-Maramures-Rodnei), Carpatii Meridionali

(Muntii Bucegi) si Muntii Apuseni.
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V.  Revizuirea genului Dicranota Zetterstedt, 1838 (Diptera, Pediciidae) in
regiunea Carpatica

1. Remarci generale

Insectele acvatice prezinta un grad Tnalt de endemism cu caracter insular in sistemul
european alpin, cu un numar considerabil de specii criptice, datorita presiunii selective a mediului
acvatic si a distributiei fragmentate a habitatelor corespunzatoare (Balint si colab., 2011). Astfel,
sunt necesare revizuiri taxonomice integrative, bazate pe divergente moleculare si morfologice

pentru identificarea acestor grupuri autochtone inca necunoscute (Dénes et al., 2016a).

1.1.Genul Dicranota Zetterstedt, 1838

Datorita lipsei reviziilor bazate pe investigatii de genetica moleculara, exsista pentru genul
Dicanota exista un numar mare de scheme de clasificare contradictorii care tin cont doar de
caractere morfologice. Tn acest studiu am folosit clasificarea propusi de Catalogul Pediciidelor
lumii (Oosterbroek, 2019), unde un numar de 11 subgenuri sunt recunoscute pana acum, din care
doar 5 sunt prezente in zona de vest a Palearctcului: Dicranota Zetterstedt, 1838 cu 4 specii;
Ludicia Hutson si Vane-Wright, 1969 cu 4 specii; Paradicranota Alexander, 1934 cu 29 de specii;
Plectromyia Osten Sacken, 1869 cu 1 specie si Rhaphidolabis Osten Sacken, 1869 cu 1 specie.

1.1.1. Subgenul Ludicia Hutson si Vane-Wright, 1969

Subgenul Ludicia a fost delimitat pe baza caracteristicilor speciei Tricyphona (Amalopis)
lucidipennis cunoscut astazi ca Dicranota (Ludicia) lucidipennis (Edwards, 1921). Brindle (1963)
a transferat speciile D. (L.) claripennis (Verrall, 1888) si D. (L.) lucidipennis (Edwards, 1921) in
genul Dicranota pe baza venatiei aripilor si ale caracteristicilor larvelor. Vane-Wright (1969) a
ridicat acest grup la nivel de subgen, subliniind ca pe baza caracteristicilor specimenelor adulte,
ele difera si de speciile Pedicia (Tricyphona) si de cele Dicranota sensu lato.

Dicranota (Ludicia) lucidipennis a fost descrisa de Edwards in 1921 ca fiind Tricyphona
lucidipennis pe baza culorii generale negre si a morfologiei specimenelor adulte.Mai tarziu Pedicia
(Tricyphona) luteicolor a fost identificata in Balcani si descrisa de catre Alexander in 1975, avand
o culoare maronie mai deschisa, precum si unele diferente in structurile genitale masculine. Dupa
reexaminarea holotipului mascul al acestei specii, Stary (2007) a considerat ca ea este identica cu
D. (L.) lucidipennis. Recent o forma si mai deschisa la culoare a fost colectatd pentru prima data
in Carpati (Kolcsér et al., 2014) aratand necesitatea testarii ipotezelor taxonomice a complexului

D. lucidipennis utilizand o abordare bazata pe markeri moleculari.
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1.1.2. Subgenul Paradicranota Alexander, 1934
Speciile care apartin subgeului Paradicranota se disting de toate celelalte Pediciidae pe
baza marimii mici, adesea intre 5-8 mm si antenelor cu doar 10-11 flagelomere scurte in cazul

ambelor genuri.

1.2.  Obiectivele studiului

Scopul acestui studiu de caz a fost evaluarea utilitatii secventelor mtCOI in testarea
ipotezele taxonomice din cadrul genului Dicranota, concentrandu-ne in principal asupra pozitiei
subgenului Ludicia in familia Pediciidae. Identificarea diversitatii ciptice pe baza secventelor
mtCOI a fost, de asemenea, un obiectiv important al acestei analize, in special pentru a testa

paradigma de refugiu n interiorul refugiului in cazul de Dicranote, restranse in zona Carpatic.

2. Materiale si metode

Un numar total de 221 indivizi au fost analizati Tn acest studiu.

2.1.Analiza datelor moleculare
Secventele au fost obtinute din sistemul BOLD sau generate in Institutul de Cercetari
Interdisciplinare in Bio-Nano-Stiinte al Universitatii Babes Bolyai prin metoda prezentata in

descrierea generala.

2.1.1. Analize filogenetice

Relatiile filogenetice dintre subgenurile si speciile din genul Dicranota au fost calculate cu
algoritmii BI si ML.

In cazul D. (L.) lucidipennis pe langi cei doi arbori, a fost generati si o retea de haplotipuri
cu programul NETWORK, 4.6.1.0 (Bandelt, Forster, si Rohl, 1999).

2.1.2. Diversitatea genetica moleculara

Distantele genetice (p-distance) au fost calculate intre speciile Paradicranota, pentru a
verifica diferentierea liniei ABA7291. Aceastd distantd a fost, de asemenea, calculatd pentru
grupurile majore aratate de arborii filogenetici Tn cazul speciei D. (L.) lucidipennis folosid

programul Mega X (Kumar si colab., 2018).
2.2.Metode morfologice

2.2.1. Analiza variabilitatii morfologice

Aspectul morfologic al indivizilor si caracteristicile morfologice de la nivelul aparatelor
genitale ale masculilor au fost examinate prin metodele descrise anterior in capitolul Metode
generale.

In cazul speciei D. (L.) lucidipennis 260 indivizi au fost analizati cu atentie pentru a

identifica potentiale variatii nerecunoscute pana in momentul de fata.
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3. Rezultate

3.1.Filogenia genului Dicranota Zetterstedt, 1838

Arborele filogenetic construit cu algoritmul Bl (Fig 3) arata ca Ula este cel mai vechi gen
dintre Pediciide. Speciile Tricyphona sunt grupate impreuna cu o buna sustinere statistica (PP =
1), si prezinta afinitati genetice fata de singura specie Pentacyphona din acest studiu. Genul
Dicranota este un grup monofiletic bine diferentiat (PP = 1), cele trei genuri reprezentate Tn acest
studiu formand si ele grupuri taxonomice definite semnificativ din punct de vedere statistic.
Dicranota claripennis si D lucidipennis, cele doud specii care au reprezentat subgenul Ludicia,
sunt grupate in cea mai veche linie apartinand Dicranota (PP = 0.99). Dicranota lucidipennis este
reprezentata de 9 linii genetice diferite care vor fi analizate intr-o sectiune ulterioara.

Subgenul Dicranota este reprezentat in acest studiu numai de D. bimaculata, care pare sa
fie sora a grupului format de speciile Paradicranota (PP = 0.99). Datorita divergentelor observate
n cazul speciilor Paradicranota, un nou arbore a fost generat in care am inclus toate secventele

care apartin acestui subgen.
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Fig. 3. Arborele BI al speciilor Dicranota Zetterstedt, 1838, cu includerea celorlalte specii de
Pediciidae. Valorile nodurilor reprezintd PP.

3.2.Divergente in subgenul Paradicranota si descrierea unei specii noi

3.2.1. Variabilitatea genetica moleculara

Ambii arbori filogenetici (ML si BI-Fig. 4) arata grupuri bine definite si sprijinite pentru
toate speciile incluse Tn acest studiu. Secventele provenite de la larve (marcate ca: D_sp_BIN) sunt
grupate impreuna cu adultii. Linia ABA7291 este reprezentata de indivizi bine diferentiati dar care
nu sunt descrisi in literatura de specialitate din punct de vedere morfologic. Aceasta linie este
asociata cu cea a speciei Dicranota pavida (Haliday, 1833), cu o distanta genetica de 3.75% si cu

o distanta medie de 5.64% in comparatie cu restul speciilor din acest subgen.
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Fig. 4. Arborele Bl construit pe baza speciilor Paradicranota. Valorile nodurilor

reprezinta PP

3.2.2. Diferentiere morfologica si descrierea speciei noi Dicranota (P.) distincta

Analiza morfologica s-a axat pe exemplarele liniei genetice ABA7291, deoarece acestia au
fost descrisi pand acum, iar analiza lor morfologicd a indicat existent unor trasaturi distincte.
Descrierea caracteristicilor speciei noi este prezentatd comparative cu cea a speciei D. pavida pe
baza rezultatelor genetice.
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Dicranota (P.) distincta sp. n.

Numar de acces BOLD: EUTIP429 — EUTIP432; BIN: ABA7291

Material: Holotip mascul, patru paratipuri masculi: Romaénia, Statiunea Muntele Baisorii, 1279 m,
Muntii Gilau., Buscat, 24. 05. 2008, leg. Keresztes L.

Alte materiale: 4 masculi, : Romania, Statiunea Muntele Baisorii, 1520 m, Muntii Gilau., Buscat,
12.05.2012, leg. Kolcsar L-P.; 1 mascul, 2 femele, Sesuri, Muntii Rodnei, Bistrita Aurie,
17.05.2014, leg. Keresztes L. si Kolcsar L-P.

Diagnostic: Specia noua face parte dib subgenul Paradicranota pe baza antenelor scurte cu 10
flagellomere rotunjite si a venatiei aripilor. Specia este cea mai apropiata din punct de vedere
molecular de D. (P.) pavida (Haliday, 1833), dar distincta prin caracterele aparatului genital
masculin, mai ales prin forma parginilor celui de al 9-lea tergit si lobul gonostilului (Fig. 5-G).

Descriere: Masculul: Corpul maro inchis uniform, 5.5-6 mm. Capul maro inchis, aproape
negru. Antenele cu 12 segmente, scapusul si pedicelul maro deschise, flagellomerele ma inchise
la culoare. Primul segment flagelar lungit, cu o lungime aproape dubla caomparativ cu cel de al
doilea segment. Urmatoarele segmente aproape globulare.

Toracele maroniu inchis. Praescutum cu trei dungi longitudinale distincte, slab
stralucitoare, maro inchis. Lobul de pe scutum cu doua pete descise bine separate. Aripile clare,
cu stigma slab evidentiata (Fig. 5-D). Venele de un maroniu deschis. Venatia similara cu cea
observata la ceilalti membri ai subgenului. Abdomenul maro inchis uniform. Aparatul genital al
masculilor maro inchis, gonocoxitul si gonostilul maro deschis (Fig. 5-D).

Gonocoxitul cu un lob apical bine dezvoltat. Interbaza bine dezvoltata. Gonostylul exterior
asemanator unui lob dar alungit, strans strans in mijloc si conic la varf. Gonastylul interior putin
asemanator cu cel al speciei D. auripontium, bine dezvoltat, si puternic excizat in mijloc cu o
carind oblica ascutita. Femela: Aspectul general aseméanatoare cu cel al masculului. Cerci masivi,
maro nchis, usor curbati n sus.

Etimologie: Epitetul speciilor distincta tradusa ca “ foarte diferit” si a fost format dupa adjectivul
Latin distincta.

Ecologia si distributia: Specia are o distributie disjuncta in Muntii Apuseni (Buscat) si in Carpatii
Orientali (Muntii Rodnei, Tarcau si Poiana Marului), ambele refugii glaciare bine cunoscute n
cazul insectelor acvatice din Carpati, cu un numar mare de specii endemice. Specimenele
apartinand acestei specii au fost colectate la inceputul primaverii, imediat dupa topirea zapezii la

altitudini mari dea lungul izvoarelor montane reci.
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A) B)
D) E)
F) G)

Fig. 5. Mascul adult, aripa si aparat genital masculin al speciei D. pavida (A, D si F), si al speciei
D. distincta (B,E si G). Poza E also arata numele venelor majore ale aripii. Pozele facute de Lujza
Keresztes
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3.3. Revizia taxonomica a complexului Dicranota (Ludicia) lucidipennis — Descrierea a noi

specii Dicranota (Ludicia)

3.3.1. Variabilitatea genetica moleculara

Arborii filogenetici generati arata opt linii genetice D. lucidipennis bine diferentiate.
Grupul cel mai exterior este reprezentat de AAB9596 si AAB9597 din Alpii Germai, Francezi,
Elvetieni si Austrieci. Ambele reprezinta linii genetice bine separate, cu o distanta genetica de
5.36%. Restul liniilor formeaza doua grupuri, de asemenea bine diferentiate. Unul reprezentat de
doua BIN-uri din Muntii Carpati si Alpii Italieni, cu un sprijin puternic (PP = 1, BP = 96%); separate
de o distanta genetica de 2.76%). Cea de-a doua este reprezentata de patru BIN-uri din Balcani
(PP =0.71, BP = 0.50%; separate de o distanta genetica medie de 2.57%). Diferentierea celor opt
linii evolutive este evidentiata si de reteaua MJN (Fig. 6).
3.3.2. Descrierea unitatilor taxonomice diferentiate

Analiza morfologica a aratat, de asemenea, caracteristici clar distincte intre BIN-urile

observate.
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Fig. 6. MJN; cercurile reprezinta diferitele haplotipuri; numerele de pe ramuri aratd pasii
mutationali dintre haplotipuri; culorile reprezinta cele opt BIN-uri: AAB9598 (galben); ACL4786
(verde); ACL5112 (albastru deschis); ACL3358 (albastru inchis); ACL4692 (mov); ACL4398
(gri); AAB9596 (portocaliu); AAB9597 (roz).
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Redescrierea speciei Dicranota (Ludicia) lucidipennis (Edwards, 1921)

Material: AAB9598

Descrierea: Capul gri inchis cu antene aproape la fel de lungi ca toracele, avand 17 segmente
negre, al doilea segment mai putin mai deschis la culoare. Toracele gri, praescutum cu patru dungi
negre stralucitoare, cu perechea din mijloc apropiata sau partial fuzionatd, scutellum putin mai
deschis. Abdomenul inchis, partea ventrala a aparatului genital putin mai deschisa la culoare,
maronie, rosie sau galbuie (Fig. 7-A). Aripile aproape clare, destul de larg, unghiul anal bine
marcat (Fig. 7-D).

Pe jumatatea distald, un camp paros este vizibil de-a lungul venelor (lipseste la D. (L.)
claripennis). Lungimea aripii de 10-12 mm. Picioarele maronii, cu femurul mai deschis in partea
distala. Partea distala a celui de al 9lea tergit mai mult sau mai putin dreapta, fara colturi bine
dezvoltate. Gonocoxitul are spinule pe lobul apical dorsal. Varful interbazei rotunjit si curbat spre
interior terminandu-se intr-un ghimpe orientat putin in sus. (Fig. 7-C). Gonostilul exterior
asemanator unui lob, paros, gonostilul interior digitiform (Fig. 7-B).

Ecologie si distributie: Forma “lucidipennis” este larg raspanditd in partea centrala si vestica a

Europei.

Dicranota (Ludicia) luteipennis (Alexander, 1975), stat. n.

Pedicia (Tricyphona) luteicolor Alexander, 1975

Material: Liniile Balcanice; BIN: ACL5112, ACL4692, ACL4398, ACL3358.

Descriere: Aspect general asemanator cu cel al D. (L.) lucidipennis, dar mai mica (7-9 mm) si de
culoare maroniu deschis. Capul gri galbui, antenele cu 16 segmente, scapul si pedicelul maroniu
deschis, restul segmentelor au culoare maro inchis (Fig. 7-E). Prescutum maroniu deschis, cu dungi
de mijloc mai inchise la culoare rosi-maronii lungi, dungile laterale mai scurte, scutum galben.
Aripi inguste si mai scurte decat cele ale speciei D. (L.) lucidipennis, galbuie, cu venatie galben
inchisa (Fig. 7-H). Lungimea aripilor 8-9 mm. Picioare galbene inchise la culoare la capetele tibiei.
Abdomenul maroniu deschis, mai deschis la culoare n partea centrala. Aparatul genital inchis la
culoare, cu capatul distal drept, fara colturi laterale evidente. Gonocoxit cu un lob apical bine
dezvoltat. Gonostilul exterior asemanator unui lob, gonostilul interior in forma de lama, aplatizata
lateral cu foarte mici setac la marginea inferioara (Fig. 7-F). Interbaza ovala terminandu-se ntr-

un ghimpe orientat putin in jos (Fig. 7-G).
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Dicranota (Ludicia) praedicta sp. n.

BIN: ACL4786.

Material: Holotip mascul, doua paratipuri masculi.

Locasia de origine: Roménia, Paltinis, Batrana si Muntii Rodnei., 1657 m, 2014.06.01. leg.
Keresztes L.

Diagnostic: Similar speciei D. (L.) luteipennis dar se diferentiaza printr-o coloratie galbena si prin
forma aparatului genital masculin, mai ales prin forma interbazei.

Descriere: Masculul are o lungime de 8 mm. Capul mai intunecat contrasteaza cu corpul galbui
(Fig. 7-1). Capul gri, partea anterioara a vertexului gri inchis, partea posterioara mai deschisa, dar
cu o forma nchisa n zona centrala. Antenele cu 16 segmente. Scapus maro inchis, pedicel maro
deschis, restul segmentelor negre. Toracele galben deschis. Praescutum cu trei dungi maro, cea din
mijloc este mai lunga si mai lata, cele laterale mai scurte, ovale, apropiate de partea posterioara.
Pleura galbena. Aripile de 9 mm, gélbui, cu venatie galben inchisa (Fig. 7-L). Picioare cu coxa
galbena, femurul galben cu capete maronii inchise. Abdomen portocaliu galbui, mai inchis la
capat. Aparatul genital similar cu cel al speciei D. (L.) luteipennis, dar diferit prin forma interbazei,
aceasta avand forma unui cap de cdine (Fig. 7-K). Femela: necunoscuta.

Entomologia: Epitetul praedictus poate fi tradus ca “prezicere” si a fost format pe baza
adjaecivului Latin praedictus.

Ecologia si distributia: Specia este distribuita in cateva enclave restranse din Carpati, in Muntii
Rodnei si Cibin, ambele refugii glaciare bine cunoscute in cazul insectelor acvatice din Carpati,
cu un numar mare de specii endemice. Indivizii acestei specii au fost colectati la inceputul verii la

altitudini mari.

Dicranota (Ludicia) repentinus sp. n.

BIN: AAB 9596, AAB 9597.

Material: Holotip mascul, 1 paratip mascul.

Locatia de origine: La Grande Croix, Parcul National Vanoise, Rhone-Alps, Franta, 1727 m,
2012.06.30. leg. M. Bélint.

Diagnostic: Asemanator cu D. (L.) lucidipennis, dar diferit prin culoarea maronie si prin forma
ovald a interbazei.

Descriere: Masculul are lungimea de 10 mm. Capul negru-gri. Antenele cu 17 segmente. Scapul
maro nchis, pedicel maroniu, flagele negre. Toracele galben maroniu. Praescutum cu patru dungi
maronii, dungile de mijloc sunt mai mult sau mai putin unite, cele doua din lateral, mai scurte,
triunghiulare apropiate de partea posterioara. Aripa de 10 mm, transparenta, cu venatie maronie.
Picioare cu coxa maro deschisa, femurul maroniu, mai nchis la capete. Abdomenul rosu-

portocaliu, Ultimele doua segmente de culoare maro inchis. Aparatul genital galben, asemanator
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cu cel al speciei D. (L.) lucidipennis, dar difera in forma interbazei, care are forma unui cap de

pasare. Femela: necunoscuta.

P. luteipennis
ACL5112, ACL4692,
ACL4398, ACL3358

P. praedicta sp. n
ACL4786

P. lucidipennis
AAB9598

Fig. 7. Mascul adult P lucidipennis, P luteipennis and P proedicta sp n (A, E, I), gonocoxit si
gonostil (B, F, J) interbaza (C, G, K), aripa (D, H, L). Pozele si desenul create de Lujza Keresztes.

Entomologia: Epitetul repentinus se traduce ca “neasteptat” si a fost format pe baza adjectivului
Latin repentinus.
Ecologia si distributia. Specia a fost colectata in Parcul National Vanoise, in Alpii Francezi la

1727 m la inceputul verii.
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4. Discutii

4.1.  Pozitia taxonomica a subgenului Ludicia Hutson si Vane-Wright, 1969 pe baza
secventelor markerului mtCOI

Acesta este primul studiu care analizeazd pozitia subgenului Ludicia cu metode
moleculare. Pe baza secventelor markerului mtCOIl, aceasta face parte din genul Dicranoata (PP
= 96), dar formeaza un grup distinct, diferentiat, iar diferentele morfologice evidente a acestor
specii sugereaza necesitatea unei revizuiri taxonomice mai aprofundate, cu includerea tuturor

subgenurilor cu o abordare bazata pe mai multi markeri.

4.2.  Diversitate criptica si rolul Carpatilor si a Regiunii Balcanice ca refugiu si centru de
speciatie

Dicranota (L.) lucidipennis arata tipare asemanatoare cu alte grupuri acvatice si semi-
acvatice, cu distributie larga (Schmitt si Varga, 2012). Prezenta speciei In Apuseni si in Carpatii
Orientali sugereaza cel putin un posibil refugiu al acestei specii undeva in partea de nord a
bazinului Transilvaniei. Prezenta acestui refugiu este confirmata si de specia Paradicranota nou
descrisa, Dicranota (P.) distincta care este distribuita in regiunea Apuseni si Rodnei.

Dicranota (L.) praedicta sp. n. este, de asemenea, endemica si este intalnita in Carpatii
Orientali si in partea estica a Carpatilor Meridionali. Distanta geneticd mica si similaritatea
morfologica dintre D (L.) lucidipennis si D. (L.) praedicta sp. n. sugereaza ca procesul de speciatie
a avut loc cel mai probabil candva in timpul glaciatiunilor, la fel ca in cazul speciilor Pedicia
(Crunobia) costobocica Kolcsar, Keresztes si Dénes 2016 si Pedicia (Crunobia) carpianica
Kolcsar, Keresztes si Dénes 2016 (Dénes si colab., 2016a,b). Toate aceste specii prezintd modele
deja observate la alte Diptere (Ujvéarosi si Balint, 2012) si la Trichoptere (Pauls si colab., 2009)
confirmand importanta sistemului montan carpatin ca refugiu si centru de speciatic pentru

diversitatea acvatica si semi-acvatica.
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V1. Concluzii finale

Aceastd teza ofera dovezi cu privire la importanta Muntilor Carpati ca fiind unul dintre
hotspoturile de biodiversitate ale Europei. Analizele morfologice si de geneticd moleculara
efectuate in cadrul acestor studii a condus la descoperirea si descrierea a sase specii noi, dintre
care cinci sunt endemice in Carpati. Toate rezultatele acestei teze confirma rolul Carpatilor ca
centru de specie, si datorita istoriei evolutive Tndelungate intre grupurile analizate, aceste rezultate
evidentiaza caracterul de refugiu cumulativ al regiunii.

Rezolutia datelor genetice (MtCOI) a fost suficient de buna pentru a clarifica incertitudinile
cu privire la pozitia subgenului Lucidia. Analizele genetice comparative au ilustrat faptul ca
aceasta reprezinta o ramura inrudita cu toate celelalte specii Dicranota.

Modelul cumulativ al diversitatii si al distributiei speciilor endemice investigate in aceasta
tezd, subliniaza importanta zonelor montane in conservarea diversitatii acvatice autohtone.
Centrele specifice pentru diversificarea mai multor specii endemice din Carpati se afla in partea
de nord a Carpatilor Orientali (Chornohora-Maramures-Rodnei), in Carpatii Meridionali (Bucegi),
si in Muntii Apuseni. Lucrarea de fatd subliniaza importanta ridicatd a habitatelor acvatice reci-
stenoterme din muntii Carpati in conservarea diversitatii criptice. Ca urmare, viitorul acestor specii
endemici extrem de specializate va depinde de gestionarea corespunzatoare a acestor ecosisteme

unice in Europa
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