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Introducere generala

Genul Palingenia BURMEISTER, 1839, este un gen mic, dar intens dezbatut de
ephemeroptere, datoritd taxonomiei controversate a speciilor care 1i apartin.

Genul contine cele mai mari ephemeroptere existente din lume, cu dimensiunea corpului
intre 25-40 mm si lungimea aripilor anterioare de pana la 30 mm.

Doar patru specii au distributie palearctica (Demoulin 1965; Bauernfeind si Soldan 2012;
Soldan si Landa 1986): P. anatolica Jacob, 1977, P. fuliginosa (Georgi, 1802), P. longicauda
(Olivier, 1791) si P. sublongicauda Tshernova, 1949. Datele despre specia afrotropica, P. apatris
(Demoulin, 1965) si cea indomalayana, P. orientalis Chopra, 1927, sunt considerate Tndoielnice
sau insuficient cunoscute (Bauernfeind si Soldan 2012), la fel ca datele despre distributia P.
anatolica Jacob, 1977, care a fost descrisa din partea asiatica a Turciei de Jacob (1977) pe baza
unui singur individ de sex masculin.

Trei specii au fost inregistrate pana in prezent in limitele geografice ale Europei. Specia tip
a genului, P. longicauda (Olivier, 1791), este probabil cea mai cunoscuta ephemeroptera, datorita
roirii sale impresionante si a duratei scurte de viata a adultului.

Cercetarile noastre in vederea elaborarii tezei de doctorat Ss-au desfasurat pe raza
Rezervatiei Biosferei Delta Dunirii (RBDD), a raului Prut (RONPA0573 Raul Prut;
ROSCI0213 Raul Prut, ROSPA0168 Raul Prut), pe raza raului Mures (Parcul Natural Lunca
Muresului; ROSPA0069 si ROSACO0108 Lunca Muresului Inferior) si pe raza raului Bega, iar pe
baza unui efort mare de esantionare al speciei P. longicauda in arealul sau cunoscut in prezent, in
sud-estul Europei si prin colaborare cu cercetatori din Ungaria, Ucraina si Slovacia, am analizat
mai multe populatii si am comparat cu exemplare suplimentare, inclusiv P. fuliginosa si probabil
P. sublongicauda din colectia lui Landa si Soldan.

Obiectivele studiului:

+ Estimarea arealului de raspandire actuald a speciei pe teritoriul Romaniei si detectarea
tendintelor de evolutie a efectivelor populationale de-a lungul Dundrii si principalii
afluenti;

+ Estimarea diversitatii genetice a populatiilor de Palingenia longicauda din Romania,
identificarea haplotipurilor si compararea cu populatiile din bazinul Tisei;

* Reexaminarea colectiei originale a lui Soldan pentru a clarifica prezenta celor trei specii
de Palingenia n sud-estul Europei, folosind metode integrative;

+ Identificarea populatiilor criptice aplicand metodologia "citizen scince";
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# Reevaluarea statului de protectie a speciei Palingenia longicauda de-a lungul Dunarii si
includerea in Listele Rosii Nationale, precum si dezvoltarea unui management eficient

pentru conservarea durabila a acestei specii.

Cuvinte cheie: Biogeografie conservativa, rauri, Palingenia longicauda, taxonomie

integrativa, refugii, diversitate genetica, Delta Dunirii, Prut, Mures, servicii citre societate

CAP.1
1.1 Ephemeropterele (Insecta: Ephemeroptera)
1.1.1 Originea si evolutia ephemeropterelor

Ephemeroptera este un ordin ancestral de insecte, care dateaza din Carboniferul tarziu, de
aproximativ 290 milioane de ani (Brittain and Sartori, 2003; Barber-James si colab., 2008).
Perioada Permiana confirma faptul ca grupul era deja prezent la sfarsitul Paleozoicului (Sartori
and Brittain, 2015). Se considera ca au atins diversitatea maxima in Mezozoic (Brittain and Sartori,
2003), in special Jurasic si Cretacic (Sartori si Brittain, 2015).

Ephemeropterele sunt considerate ca fiind cele mai vechi si mai primitive grupe de insecte
existente in prezent (Edmunds and McCafferty, 1988). Efemeropterele se gasesc in aproape toate
apele dulci din lume, cu exceptia Antarcticii, regiunea inaltd a Arcticii i cateva insule oceanice.

Cateva specii de Baétidae din America de Sud sunt aparent semiterestriale (Brittain,1982).

1.1.2 incadrarea sistematicii a ephemeropterelor
Incadrarea sistematica a ordinului Ephemeroptera:
(Bauernfeind si Soldan 2012; http://www.faunaeur.org)
Regnul Animalia
Subregnul Eumetazoa
increngitura Hexapoda
Subincrengatura Hexapoda
Clasa Insecta

Ordinul Ephemeroptera

1.1.3 Biologia si ecologia ephemeropterelor
In Bauernfeind si Soldan, 2012, efemeropterele sunt descrise ca insecte hemimetabole, ce
sunt caracterizate printr-un ciclu de viatd complex, format dintr-un stadiu acvatic (ou, nimfa) si

stadiu aerian (subimago, imago). Sunt unice printre insecte in a avea doua etape inaripate pentru
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adulti, subimago si imago (Brittain,1982). Adultii nu se hranesc, ci se bazeaza pe rezervele
acumulate in timpul vietii lor nimfale. Ca adulti, In general, trdiesc de la 1 la 2 ore pana la cateva
zile, iar cea mai mare parte a vietii lor o petrec in mediul acvatic, fie ca oua, fie ca nimfe. Durata
de viata nimfald la ephemeroptere variaza de la 3 la 4 sdptamani, pana la mai mult de 2 ani
(Studemann si colab, 1992; Sartori si Brittain, 2015).

Nimfele sufera o serie de naparliri pe masura ce cresc, numarul precis fiind variabil in cadrul
unei specii, in functie de factorii externi, cum ar fi temperatura, disponibilitatea alimentelor si
viteza curentd (Brittain si Sartori, 2003). Au fost inregistrate intre 10 si 50 stadii de naparlire
(Ruffieux si colab., 1996, Barber-James si colab., 2008).

Din nimfe, apare un stadiu foarte asemanator cu adultii, asa numitii subimago. Exista o
diferenta vizibila intre adulti, imago si subimago. Varsta subimago-ului difera, dupa gen, de la
cateva minute, pana la 2-3 zile. La sfarsitul perioadei el ndparleste inca o data ca sa devina imago,

avand o coloratie mai vie, iar aripile hialine (Bogoescu, 1958; Sartori si Brittain, 2015).

CAP.11
Filogeografia si biogeografia conservativa a speciei Palingenia longicauda
(OLIVIER,1791);
Studiu de caz- Revenirea rusaliilor Palingenia longicauda (OLIVIER,1791)

(Ephemeroptera:Palingenidae) in S-E Europeit

IAcest capitol contine parti usor modificate din urmatorul articol publicat:

Avar L. DENES - Romina M. VAIDA - Emerencia SZABO - Alexander V. MARTYNOV
- Eva VANCSA - Beata UIVAROSI - Lujza KERESZTES (2022) Cryptic survival and an
unexpected recovery of the long-tailed mayfly Palingenia longicauda (Olivier, 1791)
(Ephemeroptera: Palingeniidae) in Southeastern Europe. Journal of Insect Conservation,
https://doi.org/10.1007/s10841-022-00425-z.

1. Introducere
n a doua jumatate a secolului al XX-lea P. longicauda a fost considerata disparuta in cea
mai mare parte a arealului sau istoric (Russev 1987; Soldan si colab. 2009; Bauernfeind si Soldan
2012). Tn deceniile anterioare, P. longicauda a fost considerat a fi limitata doar la raul Tisa (sau
Tisza, Tysa) si la raul inferior al afluentilor sdi si la raul Raba (sau Raab) (Andrikovics si

colab.1992; Kovacs si colab. 2001). Aceasta zona corespunde cu aproximativ 2% din arealul sau
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anterior. Tn 2012, Balint si colab. au publicat un studiu cuprinzitor care au inclus 245 de exemplare
din populatiile existente din bazinul raului Tisa si raul Réba, care a evaluat pierderea diversitatii
genetice cauzatd de pierderea pe scard largd. Rezultatele lor au ardtat o diversitate genetica mare
neasteptatd si o diferentiere genetica semnificativa intre populatiile din raul Tisa (228 exemplare)
si rAul Réaba (17 exemplare). Autorii au ajuns la concluzia ca specia a supravietuit probabil n
ultima mare Glaciatiune (LGM) in doud refugii mijlocii ale Dunarii, sugerand posibilitatea ca
specia sa fi persistat in cursul secolului al XX-lea in raul Réba, in populatii mici si nedetectate.

Tn ultimii ani au fost publicate citeva noi rapoarte ale P. longicauda, care indica prezenta
speciei in fluviul Dunarea din Ungaria (Malnas si colab. 2016), Delta Dunérii din Romania (Soldan
si colab. 2009; Bulankova si colab. 2013; Pavel si colab. 2019) si Ucraina (Afanasyev si colab.
2020), raurile Prut si Nistru din Republica Moldova (Munjiu, 2018) si in raul Styr si raul Horyn'
(adica bazinul raului Pripyat) din Ucraina (Martynov, 2018 — ca Palingenia fuliginosa (Georgi,
1802), identificare gresita).

In contextul acestor populatii recent raportate, ne-am concentrat pe identificarea de noi
habitate potentiale si pe detectarea coloniilor de larve de P. longicauda pe marile rauri ale
Romaniei. Obiectivele noastre au fost sa evaluam conditiile ecologice ale tronsoanelor de rau in
care este prezenta specia, densitatea (numarul de indivizi P. longicauda pe m2) a populatiilor
locale si diversitatea geneticd moleculara a speciei 1n intreaga zona de distributie extinsa.

Prin urmare, prezentul studiu se concentreaza pe doua ipoteze alternative:

Ipoteza 1. Prezenta speciei in sectorul inferior al Dundrii (inclusiv Tn Delta Dunarii si
raurile care sunt legate de aceasta) este rezultatul unor evenimente recente de recolonizare din
refugiile medi-dunarene deja raportate sau din bazinul raului Tisa. Noi prezicem ca nu existd o
diferentiere genetica intre populatiile din sistemele fluviale Tisa sau Raba si populatiile studiate
din sud-estul Europei. Mai mult, prezicem ca diversitatea genetica a populatiilor din Delta Dunarii
si raul Prut este considerabil mai scazuta, datorita efectului fondator al recolonizarii recente.

Ipoteza 2. In schimb, prezenta masiva a speciei in Delta Dundrii si rdul Prut reprezinta
populatii trecute cu vederea, sugerand o refacere a unor populatii autohtone. In acest caz, prezicem
o mare diversitate geneticd si o diferentiere semnificativd Intre populatiile studiate, similar
modelului descoperit de Balint si colab. (2012) intre rdul Raba si bazinul hidrografic Tisa.

2. Materiale si Metode
2.1 Metode de esantionare

Tntre anii 2018 si 2020, prezenta speciei a fost identificata si studiata in 20 de situri: raul

Mures (4 situri), raul Prut (6 situri), Delta Dunarii (6 situri) din Romania; Raul Styr (3 locatii) si

raul Horyn’ (1 sit) in Ucraina (Fig.1). Un individ adult a fost recoltat in orasul Timisoara, indicand
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astfel si prezenta speciei pe raul Bega. Din pacate, locatia coloniei de larve nu a fost inca
identificata, prin urmare, acest rau nu a putut fi inclus in nicio analiza ulterioara.

Acolo unde au fost identificate maluri abrupte de argild, un sector lung de 1 km al malului
a fost cercetat pentru a gasi dovezi ale activitatii larvelor. Larvele au fost colectate cu o versiune
imbunatatita a dispozitivului ,,Bager”, asa cum este descris in literatura (Lengyel si colab. 2004),
o lopata semicilindrica cu diametrul de 25 cm si adancimea de 30 cm, atasatd unui maner modular
de 2,5 m, care este similar cu unealta pe care o folosesc pescarii pe raul Prut (Fig.2). La fiecare
loc de colectare, din malul raului au fost realizate cate trei prelevari, prin introducerea
dispozitivului la o adincime maximi de aproximativ 2,5 m de la suprafata apei. In acest fel s-a
extras o sectiune de 1 m2 / 30 cm (aproximativ) din albia raului. Larvele au fost numarate din
fiecare unitate de probd (trei probe Bager pe 1 m2). A fost estimatad starea coloniilor, pe baza

numarului mediu de larve din fiecare unitate de prelevare, iar abundenta a fost estimatd pe baza

valorilor care au fost recomandate de Russev (1987) si Lengyel si colab. (2004).

Ve R IR

N

o Legend
{ Fearegions

|/ 1 Hungarizn lawlands

- “) Pontic provines

0 E00 1.200 2,400 Kilometers

=
3
PN ,:'
~ /
"‘u_.\ -
e . e \r,-./
N ol [
ad e Y L
( P ‘—'-"‘) P ; =
ek { ¥ ’
™ | X
\ J =
T
b .-

640 Kilometers
)
{

Fig. 1 Distributia speciei P. longicauda.

Punctele reprezinta situri identificate prin acest studiu in Romania (Mures, Delta Dunarii, raurile Prut si Bega) si
Ucraina (Styr si Horyn”). Triunghiurile arata prezenta speciei raportata de literatura in Ungaria (rdul Raba si bazinul
raului Tisa — Balint si colab. 2012), in Republica Moldova (raurile Prut si Nistru — Munjiu, 2018) si in Romania (Delta
Dunarii — Pavel si colab. 2019) . Harta mica indica ecoregiunile zonelor joase din Ungaria si regiunii pontice conform
ecoregiunilor Uniunii Europene (UE) pentru rduri si lacuri (Agentia Europeana de Mediu,
https://www.eea.europa.eu/data-and-maps/figures/ecoregions-for-rivers-and-lakes.
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Fig. 2 (a) Habitat tipic pentru P. longicauda cu maluri abrupte de argila (Raul Mures, Nadlac, jud. Arad, foto:
Vaida R.M); (b) grup de indivizi care participa la o roire masiva (Delta Dunarii, Maliuc, jud. Tulcea, foto: Petrescu
D.); (c) dispozitiv “Bager” modificat; (d) galerii de larve in forma de U (Raul Prut, jud. Iasi, foto: Vaida R.M.); (e)

larva de P.Longicauda in galerie (Raul Mures, Nadlac, jud. Arad, foto: Vaida R.M.).

2.2 Secventierea ADN-ului
Am considerat ca toti indivizii care au fost colectati dintr-un rau apartin aceleiasi populatii,
prin urmare, nu am inclus in analiza genetica exemplare din fiecare loc de colectare. Indivizii
colectati din raul Styr (7 exemplare) si raul Horyn (5 exemplare) au fost grupati impreuna in
analiza ca bazin al raului Pripyat.
ADN-ul genomic a fost extras din 196 de specimene, folosind kitul ISOLATE Il Genomic
DNA (Bioline Meridian Bioscience, Inc. Cincinnati, OH, SUA). Pentru a putea integra datele de
secventa ale populatiilor maghiare (Balint si colab. 2012), au fost amplificate o sectiune de 471 de
perechi de baze (bp) a genei mtCOI si un fragment de 464 bp din mt16S LSU. Secventele mtCOI
au fost amplificate folosind perechea de primeri Jerry (Simons si colab. 1994) — S20 (Pauls si
colab. 2006). Perechea de primeri 16Sar (Simons si colab. 1994) — 16SB2 (Monaghan si colab.
2007) a fost utilizata pentru amplificarea mt16S LSU. Produsele PCR purificate au fost trimise la
Macrogen Europe (Amsterdam, Olanda) pentru secventiere. Secventele rezultate au fost verificate
pe site-ul web NCBI utilizdnd un instrument de cautare de aliniere locald de baza (BLAST)
(Johnson si colab. 2008). Secventele au fost aliniate in BioEdit versiunea 7 (Hall, 1999) folosind
algoritmul de aliniere multipla Clustal W, iar concatenarea a fost efectuatd manual. Secventele
consens au fost depuse Th GenBank (numere de acces, mtCOl: MW716042 — MW716237; mt16S
LSU: MW717693 — MW717888).
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2.3 Estimarea diversitatii genetice

Numarul de haplotipuri si situsuri polimorfe (S), haplotipul (Hd), diversitatea nucleotidelor
() ale mtCOI, mt16S LSU si seturile de date concatenate au fost calculate in DnaSp 6 (Rozas si
colab. 2017). Indicii de diversitate genetica au fost calculati separat pentru setul de date care a fost
generat de prezentul studiu si de Balint si colab. (2012), precum si pentru seturile de date
combinate. Diversitatea genetica a fost estimata si pentru secventele care au fost grupate, pe baza
raurilor studiate.
2.4 Teste de diferentiere intre populatii

Seturile de date mtCOI si mt16S LSU au fost verificate in raport cu informatii filogenetice
conflictuale, pe baza topologiei arborilor Neighbour-Joining, care au fost generate folosind 10.000
de replici bootstrap in Mega X (Kumar si colab 2018). Filogeniile au fost estimate in continuare
pentru mtCOI, mt16S LSU si setul de date concatenat folosind o retea de haplotip Median-Joining
(MJ) care a fost implementata in PopArt 1.7 (Leigh si Bryant 2015).

Diferentierea genetica intre populatiile care reprezintd diferite rauri studiate a fost estimata
folosind un test exact de diferentiere a populatiei (ETPD) bazat pe frecventele haplotipurilor
(Raymond si Rousset 1995) si cu valorile Fst pe perechi folosind Arlequin 3.5 (Excoffier si Lischer
2010). Diferentierea genetica a fost evaluatd in continuare folosind analiza ierarhica a variantei
moleculare (AMOVA), care a fost implementata in Arlequin 3.5 (Excoffier si Lischer 2010).

2.5 Distributiile nepotrivite si testele de neutralitate selective

Distributiile de nepotrivire au fost calculate pentru a identifica modelele demografice istorice
pentru populatiile raurilor studiate. Calculele au fost efectuate folosind setul de date concatenat
din Arlequin 3.5 (Excoffier si Lischer 2010) sub un model de expansiune bruscd, cu 10.000 de
replici bootstrap. O distributie unimodala aratd cd o descendenta a suferit o expansiune recenta a
populatiei, in timp ce o distributie multimodala sugereaza o dimensiune constantd a populatiei sau
o subdiviziune geografica (Marjoram si Donnelly 1994). Adecvarea acestui model a fost evaluata
utilizdnd suma deviatiilor patrate (SSD) si indicele de raggedness al lui Harpending (RI)
(Harpending 1994). Indicele D al lui Tajima (Tajima 1989) si testul Fs al lui Fu (Fu 1997) au fost
de asemenea calculate folosind Arlequin 3.5 (Excoffier si Lischer 2010), cu 10.000 de esantioane
simulate. Cele doud teste sunt utilizate frecvent in combinatie cu distributiile de nepotrivire pentru
a indica expansiunea demografica recenta.

3. Rezultate
3.1 Noi populatii de Palingenia longicauda in sud-estul Europei
Pe raul Mures din Romania, coloniile de larve au fost identificate pentru prima data in

apropierea limitei de vest a orasului Arad si au fost prelevate din malul argilos al raului spre orasul
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Nédlac (zona Parcului Natural Lunca Muresului), cu o lungime totald de aproximativ 88 km,
sectorul de rau fiind investigat cu barca. Numarul mediu de larve a fost mare, 83,25 indivizi/m2
(N=36 esantion), ceea ce reprezintd o densitate mare si o stare ,,bund” a coloniilor, conform Russev
(1987) si Lengyel si colab. (2004). Numarul de larve a fost variabil intre situri, de la 69 indivizi/m2
(Semlac, Romania) pana la 99 indivizi/m2 (Ianga Nadlac, Romania).

In cazul raului Prut, care reprezinti granita dintre Romania si Republica Moldova, am
investigat malul romanesc, o portiune de 60 km a raului intre localitatile Sendreni si Tutora si au
fost prelevate cinci situri cu conditii de habitat aproape naturale.

Colonii de larve au fost prezente si eudominante in fundul argilos al fiecérui sit, cu un
numar mediu de 69,6 indivizi/m2 (N=45 esantion). Coloniile au prezentat conditii similare cu cele
din raul Mures, cu densitati individuale mari in fiecare locatie. Cu toate acestea, s-au observat
diferente importante in numarul de indivizi intre diferitele locuri de colectare, variind de la 50
indivizi/m2 (Sendreni) pana la 108 indivizi/m2 (Tutora), fard nicio modificare aparenta antropica
a malului raului.

3.2 Estimari ale diversitatii genetice

Am generat 196 de secvente atat pentru markerii mtCOI, cat si pentru mtl6S LSU,
reprezentind populatii din Romaénia si Ucraina. In plus, au fost descarcate 245 de secvente pentru
fiecare marker, reprezentand populatiile maghiare. Doar un individ a fost colectat din raul Bega si
a corespuns haplotipului H3. Acest rau nu a fost folosit in nicio analiza ulterioara din cauza lipsei
de informatii. Cele doud rauri din Ucraina, raul Styr (7 indivizi) si raul Horyn’ (5 indivizi), au fost
grupate ca afluenti ai raului Pripyat.

Rezultatele estimarilor diversitdtii genetice au ardtat o diversitate mare de haplotip si o
diversitate scazuta de nucleotide pentru fiecare set de date. Secventele din studiul Iui Balint si
colab. (2012) au aratat 31 de haplotipuri pentru mtCOIl, 53 pentru mt16S LSU si 87 pentru
alinierea concatenata. Secventele generate de prezentul studiu au aratat 32 de haplotipuri mtCOl,
42 de mt16S LSU si 75 de haplotipuri pentru setul de date concatenat. Seturile de date combinate
de 441 de secvente pentru fiecare marker au aratat 57 de haplotipuri mtCOI (6 prezente Tn ambele
seturi de date), 86 de haplotipuri mt16S LSU (9 partajate de ambele seturi de date) si 148 de
haplotipuri (14 partajate intre cele doua seturi de date) pentru markerii concatenati. Estimarile
diversitatii genetice au aratat rezultate similare atunci cand secventele au fost grupate in functie de
rauri. Diversitatea haplotipului a variat de la 0,67 la 0,81 pentru secventele mtCOI, de la 0,45 la
0,81 pentru secventele mt16S LSU si de la 0,76 1a 0,93 pentru setul de date concatenat. Distributia

geografica a haplotipurilor este rezumata in reteaua filogenetica (Fig.3).
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Fig.3 Reteaua haplotipului median-Joining generati pentru setul de date concatenat folosind PopArt 1.7. Fiecare
cerc reprezintd un haplotip unic, iar dimensiunea cercului este proportionala cu numarul de mostre observate pentru
acel haplotip. Numarul de mutatii este reprezentat de semne de hasura pe linii. Culorile corespund diferitelor rauri.
H1, H2 si H3 corespund celor trei haplotipuri majore discutate in text.

3.3 Structura populatiei si modele de diversitate

Arborele Neighbour-Joining au aratat rezultate similare atdt pentru alinierea secventei
mtCOI si mt16S LSU, cat si pentru setul de date concatenat. Deoarece nu au fost observate
informatii filogenetice contradictorii, iar topologiile arborelui au fost similare cu cele ardtate de
analiza retelei MJ, aceste date nu au fost prezentate sau discutate in continuare (Figura 3, Figura
S1).

. Raba
. Tisza
O Bodrog
. Kéros
. Mures
' Danube
() prut
Q swr
O Horyn'

Fig. S1 Reteaua haplotipului median-Joining generata pentru alinierea secventei mtCOI (sus) si mt16S LSU (jos)
folosind PopArt 1.7.
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Retelele MJ au avut topologii similare in forma de stea pentru ambii markeri separat,
precum si pentru setul de date concatenat (Fig. 3) prin urmare, doar acesta din urma a fost discutat
in continuare. Reteaua nu prezintd nicio structurd geograficd in distributia haplotipului. Trei
haplotipuri frecvente domina reteaua (denumite in continuare H1, H2 si H3), reprezentate de
indivizi din aproape fiecare rau (Fig.3). Dintre aceste haplotipuri comune, doar H1 a fost gasit in
populatia raului Raba. Tisa si afluentii sdi (raul Bodrog, doua rauri Koéros si raul Mures) au doud
haplotipuri suplimentare cu Delta Dunarii si unul cu raul Prut, pe langa cele trei comune.
Populatiile Deltei Dunarii si a raului Prut au trei haplotipuri comune suplimentare (Fig.3).
Majoritatea haplotipurilor identificate au fost limitate doar la unul dintre raurile studiate.
Exemplarele care au fost colectate din raul Bodrog au reprezentat 7 haplotipuri, dintre care doar 1
era privat. In bazinul raului Pripyat, din 4 haplotipuri 1 a fost privat. Tn schimb, din cele 10
haplotipuri care au fost identificate in populatia raului Réba, doar 1 a fost comun, iar celelalte 9
au fost endemice. Numadrul de haplotipuri private in alte rauri a variat de la 55,17% din numarul
total de haplotipuri, la 78,12%, cu o0 medie de 69,92%.

Calculele Fst pe perechi de populatie au aratat o diferentiere semnificativa statistic intre
raul Raba si populatiile prezente pe fiecare rau studiat, cu o medie de Fst = 0,310 (Tabel 1). Cea
mai micd diferenta pe perechi a fost prezentatd intre raul Raba si Delta Dunarii (Fst = 0,155, p <
0,001). ETPD nu arata nicio diferentiere intre populatiile celor doua rauri (p = 0,19; Tabel 1).
Valorile Fst au fost semnificative statistic atunci cand raul Tisa a fost comparat cu Delta Dunarii
(Fst=0,128; p <0,001) si raul Prut (Fst =0,111; p < 0,001). Aceste diferente au fost sustinute si
de valorile de diferentiere semnificative statistic (p < 0,001) ale ETPD (Tabel 1). O diferenta mai
mica, dar si semnificativa statistic a fost observata intre Delta Dunarii si raul Prut (Fst = 0,064, p
< 0,001), cu un puternic suport pentru diferentiere la p < 0,001 (Tabel 1).

Analiza variantei moleculare a ardtat cd cea mai mare parte a variatiei a fost gasita in
locurile de colectare individuale (89,20%, Fst = 0,108, p < 0,001), urmata de varianta intre
populatiile din diferite rauri (7,85%, Fcr = 0,078, p <0,001). ). Cea mai mica variatie a fost gasita
intre locurile de colectare din cadrul diferitelor rauri (2,95%, Fsc = 0,032, p < 0,05). Analiza
variantei moleculare (AMOVA) a ardtat ca existd o structurd geneticd puternica la doud dintre
nivelurile testate ale ierarhiei structurale (in locurile de colectare: Fst = 0,108, p < 0,001; printre
rauri: Fcr = 0,078, p < 0,001). In aceste cazuri, ipoteza nuli a lipsei de diferentiere poate fi astfel

respinsa.
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Tab.1 Diferentierea genetica a populatiilor din diferitele rauri. Valori perechi Fsr (stanga jos) si
rezultate semnificative ale ETPD (dreapta sus) ale populatiilor existente. Valorile boldate sunt
semnificative la: **<0,001 si **<0,01.

€] O] ®3) (4) () (6) U] ©)

(1) Réba + + +* + - + -
(2) Tisa 0.372™ - - - + + -
(3) Bodrog 0382 0.174" ] ) ) ] )
(4) Koros 0.333™ 0.002 0.107" - + - -
(5) Mures 0.346™ 0.001 0.117" -0.009 + + -
(6) Delta Dunirii 0.155™  0.128™ 0.060 0.073" 0.082™ + -
(7) Prut 0.312™ 0.111™ 0.022 0.054"  0.069™ 0.064™ -
(8) bazin Pripyat 0.276™ 0.006 0.089 -0.028 -0.022 -0.011 0.026

3.4 Distributiile nepotrivite si testele de neutralitate selective

Analiza istoriei demografice pentru intregul set de date arata o abatere semnificativa de la
echilibru. Atat indicele D al lui Tajima, cat si testul Fs al lui Fu au aratat valori negative cu un
sprijin semnificativ (D Tajima = -2,393, p <0,001; Fs al lui Fu =-25,762, p < 0,001), iar diagrama
de distributie a nepotrivirii (Figura S2) se potriveste bine cu modelul de expansiune brusca a
populatiei (SSD =0,0119, p = 0,062; indicele de raggedness = 0,028, p = 0,16).

Rezultate similare au fost observate la scara regionala. D-ul lui Tajima si F-urile lui Fu au
ardatat valori negative si abateri semnificative de la echilibru pentru fiecare populatie, cu exceptia
raului Bodrog si a afluentilor Pripyat (Tabelul 2). Valorile semnificativ negative indica o
expansiune demograficd recentd. Diagramele de distributie a nepotrivirii aratd distributia
unimodald si, impreund cu valorile SSD si Raggedness, sustin o expansiune demografica recentd

pentru populatiile fiecarui rau, cu exceptia afluentilor Pripyat (Tabelul 2, Figura S2).

Tab.2 Rezultatele testelor de distributie nepotrivita si de neutralitate pentru intregul set de date,
cele douad linii identificate de BAPS si pentru populatiile din diferite rauri.

Mismatch distribution Test of selective neutrality
SSD p RI p Tajima’s D p Fu’s Fs p
All 0.011 0.062 0.028 0.162 -2.393 0.000 -25.762 0.000
Réba 0.049 0.078 0.199 0.046 -1.818 0.021  -5.399 0.0008
Tisa 0.015 0.290 0.032 0.461 -1.801 0.008  -26.433 0.000
Bodrog 0.006 0.736 0.029 0.908 -0.258 0.442  -1.556 0.152
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Koros 0.021 0.093 0.047 0.191 -1.515 0.044  -15.278 0.000
Mures 0.015 0.115 0.041 0.183 -1.335 0.068  -23.833 0.000
Delta 0.016 0.317 0.034 0.452 -1.938 0.008 -23.071 0.000
Prut 0.008 0.054 0.026 0.199 -1.829 0.012 -25.914 0.000
Pripyat 0.120 0.009 0.284 0.043 1.159 0.880 1.578 0.809

All Prut Pripyat River basin

Réba Tisza B Bodrog

bl I

Kéros Mures Danube Delta

| -l
TALEISR 11111 A1

Fig. S2 Histogramele de distributie nepotrivite, pentru intregul set de date (All) si pentru populatiile din fiecare
rau. Barele indica valorile observate, iar liniile negre arata distributia asteptata in cadrul modelului de expansiune
brusca.

4. Discutii
4.1 Diversitatea genetica a speciei P. longicauda

Extinderea analizelor moleculare la aria de distributie mai larga a speciei P. longicauda
ne-a permis sd avem o perspectiva mai cuprinzatoare asupra structurii genetice a speciei. Cei doi
markeri mitocondriali studiati aratd o diversitate mare de haplotip si o diversitate scdzutd de
nucleotide pentru specie. Acest model a fost observat la fiecare populatie studiata din Romania si
Ucraina, ceea ce este similar cu modelul care a fost observat pentru populatiile din Ungaria (Balint
si colab. 2012).

Indivizii care au fost colectati din raul Styr (7 exemplare) si raul Horyn (5 exemplare) au
fost grupati impreuna in analiza ca bazin al raului Pripyat. Aceste probe au fost inregistrate ca P.
fuliginosa de catre Martynov (2018), pe baza unui studiu morfologic al larvelor si subimago-urilor.

Materialul ADN al acestor specimene a fost planificat initial pentru a fi utilizat ca specie din afara
14
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grupului in studiul de fata, dar investigarea secventelor lor mitocondriale a aratat ca acestea apartin
defapt speciei P. longicauda.

Aceasta identificare gresita a fost confirmata ulterior de o investigatie a organelor genitale
imago -masculine. Grupul bazinului raului Pripyat nu a aratat nicio diferentiere semnificativa
statistic fatd de niciunul dintre raurile studiate. Acest lucru se datoreaza probabil dimensiunii
reduse a esantionului si frecventei ridicate a celor trei haplotipuri comune si arata necesitatea unui
studiu mai intens de esantionare si a unui studiu genetic al populatiei, cu accent pe aceasta regiune.

Rezultatele sugereaza ca existd o structurd genetica semnificativd in setul de date
concatenat al celor doi markeri studiati. Calculele diferentierilor pe perechi indica diferente
semnificative statistic Intre populatiile Deltei Dundrii, raului Prut, raului Raba si raului Tisa. Cea
mai mica valoare semnificativa statistic a diferentierii pe perechi a fost prezentata intre populatiile
raului Réba si din Delta Dundrii. In acest caz, ETPD nu a confirmat diferentierea. Aceste rezultate
au fost confirmate in continuare de AMOVA, care a aratat o structura genetica puternica la cele
mai nalte niveluri testate ale ierarhiei structurale (intre rauri: Fct = 0,078, p <0,001).

Trei haplotipuri (H1, H2 si H3) au reprezentat 56,13% din totalul indivizilor si au fost
prezente in mod obisnuit in aproape fiecare rau. Majoritatea celorlalte haplotipuri au fost endemice
pentru diferitele rauri studiate (Fig.3). Frecventa medie a haplotipurilor endemice in rauri a fost de
59,86%, variind de la 25% la 90%.

Saizeci si unu (61) de haplotipuri au fost identificate in regiunea inferioara a Dunarii, cu
toate acestea, pe langa cele trei haplotipuri frecvente (H1 — H3), doar trei haplotipuri suplimentare
(H111, H120 si H121) au fost impartasite de Delta Dunarii si populatiile raului Prut. (Fig.3).

In studiul anterior, concentrat pe diversitatea genetica a speciei P. longicauda, Balint si
colab. (2012) au stabilit ca populatiile din bazinul hidrografic Tisa si populatia Raba sunt
diferentiate, identificand doua regiuni importante pentru conservarea speciei, sugerand ca ratele
de mutatie mitocondriald care au fost observate la alte insecte nu ar fi putut duce la acumularea
unui semnal genetic suficient in ultimii 50-60 de ani pentru a avea ca rezultat divergenta
identificata.

Numarul mare de haplotipuri endemice si diferentierea semnificativa statistic constatata
intre populatiile din Delta Dundrii si rul Prut sunt in concordantd cu constatdrile acestora,
confirmand ca populatiile acestor doua rauri au avut si istorii independente.

Diversitatea ridicatd a haplotipurilor si diversitatea scazuta a nucleotidelor, impreuna cu
numarul mare de haplotipuri private, endemice, pot sugera o crestere a populatiei dupa o perioada
de dimensiune efectiva scazutd a populatiei (Grant si Bowen 1998). Acest lucru este sustinut si de

rezultatele D si Fs ale Iui Tajima semnificative si negative din punct de vedere statistic (Alcaraz
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si Gholami 2020; Ivanova, 2021). Aceste constatari sunt in concordanta cu Ipoteza 2 si arata ca
indivizii colectati pe Dunare (in Delta Dunarii) si raurile Prut reprezinta populatii locale trecute cu
vederea. Prin urmare, studiul nostru identifica doua regiuni fluviale suplimentare care pot contribui
in mare masura la eforturile de conservare a P. longicauda si confirma supravietuirea si
recuperarea acestei specii in sud-estul Europei.

Regiunea Dunarii mijlocii (Raba si bazinul raului Tisa) si sectorul inferior al fluviului
Dunarea (Delta Dunarii si raul Prut) au doar trei haplotipuri (H20, H38 si H39) in afara de cele trei
haplotipuri comune. Specia este considerata a fi un element biogeografic pontic (Haybach, 1998),
iar aceastd regiune este acceptatd ca un important centru de diversificare si zona de refugiu pentru
multe specii de apa dulce (de exemplu, Banaduc si colab. 2016; Bauernfeind si Soldan 2012; Csapd
si colab. 2020).

Recolonizarea postglaciara in amonte a Europei de Nord-Vest prin Bazinul Dunarii este o
paradigma bine stabilitd a zoogeografiei de apa dulce (Bandrescu 1991; Varga 2010). Prin urmare,
putem presupune ca cele trei haplotipuri frecvente si majore care sunt prezente in aproape fiecare
rau din acest studiu ar putea reflecta un efect fondator al unei colonizari in amonte, toate trei
ajungand n bazinul Panonic.

Populatia din raul Raba reprezintd cea mai vestica si cunoscutd distributie existenta a
speciei. Indivizii din acest rau corespund exclusiv lui H1 si haplotipurilor private legate de acesta,
aratand ca H1 ar fi putut migra mai departe in amonte, ajungand in partile de vest ale Europei.
Acest lucru este confirmat si de Bélint si colab. (2012), care nu au gasit diferente genetice intre
populatiile Raba si cele disparute din Rin, pe baza analizei unei secvente mitocondriale de 196 bp
a specimenelor de muzeu si a populatiilor existente. Distributia haplotipului nu prezinta un model
clar de diferentiere intre regiunea Dunarii mijlocii (regiunea Panonicd) si Dundrea inferioara
(regiunea pontica), pe baza celor doi markeri studiati. Cu toate acestea, numarul mare de
haplotipuri endemice si numarul redus de haplotipuri comune, impreunda cu diferentierea
semnificativa statistic care se observa intre raurile din cele doud regiuni, indica necesitatea unui
studiu mai cuprinzator, bazandu-se pe un numar mai mare de markeri genetici, sau asupra
tehnicilor de secventiere de generatie urmatoare, pentru a intelege mai bine istoria filogeografica
a P. longicauda.

Prezenta speciei in cele doua riuri ucrainene (raul Styr si raul Horyn’) poate fi explicata si
printr-o colonizare din regiunea pontica. Raul Pripyat este un afluent al raului Nipru (sau Nipro),
care, Tmpreund cu raul Buh de Sud (sau Pivdennyi Buh) si rdul Nistru (sau Nistru), este, de
asemenea, recunoscut ca un coridor de migratie pentru biota acvaticd de pe coasta Marii Negre

spre nord-vestul Europei (Bij de Vaate si colab. 2002; Jazdzewska si colab. 2020; Sworobowicz
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si colab. 2020). Prezenta speciei in aceasta regiune indica necesitatea unei cautari mai concentrate

a acesteia de-a lungul acestui coridor central de migratie.

5. Concluzii

Acesta este primul studiu genetic molecular al populatiilor recent descoperite din sud-estul
Europei. Aceasta lucrare confirma prezenta raportata anterior a populatiilor de P. longicauda in
Delta Dunarii si pe raul Prut si arata prezenta speciei pe raul Mures iIn Romania. De asemenea,
aratd prezenta speciei pe raul Bega din Romania si pe raul Styr si raul Horyn’ din Ucraina, desi
aceste locatii necesita investigatii suplimentare. Rezultatele, care se bazeazd pe markerii ADN
mitocondrial analizati (mtCOI si mt16S LSU), indica faptul ca populatiile de pe raul Prut si raul
Dunare (in Delta Dundrii) sunt bine diferentiate de populatiile din bazinul raului Tisa.

Numarul mare de haplotipuri endemice si diferentierile semnificative statistic sugereaza ca
acestea sunt populatii locale recuperate, care au fost trecute cu vederea in ultimele decenii. Prin
urmare, aceste populatii pot oferi o contributie importanta la supravietuirea pe termen lung si la
conservarea durabila a speciilor in aceasta parte a Europei. Pe baza observatiilor de teren, prezenta
speciei este strns legatd de tronsoane de rau aproape naturale din Roméania, unde integritatea
hidromorfologica a albiei nu a fost perturbata. Colonii importante de larve au fost detectate doar

pe malurile argiloase abrupte cu un debit constant de apa.

CAP.111

Revizia taxonomica a speciei Palingenia longicauda (OLIVIER,1791);

Studiu de caz:- Dilema de zeci de ani, rezolvata? Taxonomia integrativi sustine una si nu mai

multe specii de Palingenia din sud-estul Europei (Insecta, Ephemeroptera, Palingeniidae)?

?Acest capitol contine parti usor modificate din urmitorul articol publicat:

Peter Manko!, Romina Mirabela Vaida? *, Lujza Keresztes?, Alexander Martynov?,
Emerencia Szab¢?, Beéata Baranova®, Béla Kis*, Eva Vancsa®, Avar-Lehel Dénes® - Integrative
taxonomy supports one rather than several species of Palingenia in South-Eastern Europe
(Insecta, Ephemeroptera, Palingeniidae)- The European Zoological Journal 296-306, Vol.90, No.1;
https://doi.org/10.1080/24750263.2023.2191622

1. Introducere
Palingenia Burmeister, 1839, este un gen mic al familiei de ephemeroptere Palingeniidae

(Insecta, Ephemeroptera) care au o valoare importanta de conservare pentru integritatea ecologica
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a raurilor mari (Balint si colab., 2012). Genul contine cele mai mari ephemeroptere existente din
lume, cu dimensiunea corpului intre 25-40 mm si lungimea aripilor anterioare de pana la 30 mm,
iar caracterele lor morfologice majore au fost rezumate recent de Bauernfeind si Soldan (2012).

Doar patru specii au distributie palearctica (Demoulin 1965; Bauernfeind si Soldan 2012;
Soldan si Landa 1986): P. anatolica Jacob, 1977, P. fuliginosa (Georgi, 1802), P. longicauda
(Olivier, 1791) si P. sublongicauda Tshernova, 1949. Datele despre afrotropic P. apatris
(Demoulin, 1965) si indomalayan P. orientalis Chopra, 1927, sunt considerate indoielnice sau
insuficient cunoscute (Bauernfeind si Soldan 2012).

Trei specii au fost Inregistrate pana in prezent in limitele geografice ale Europei. Specia tip
a genului, P. longicauda (Olivier, 1791), este probabil cea mai cunoscuta ephemeroptera, datorita
roirii sale impresionante si a duratei scurte de viatd a adultului (Russev 1987; Soldan 1997;
Haybach 2007).

A doua specie europeana a genului, P. fuliginosa (Georgi, 1802), a fost numita si descrisa
de Boeber si observata de Georgi in 1802 din Caucaz (vezi referintele in Bauernfeind si Soldan
2012), dar si din Azerbaidjan, Rusia si Iran (Kasymov si Agaev 1986). Specia are o istorie
taxonomica controversata, deoarece a fost consideratd un sinonim junior al speciei P. longicauda
pentru o lunga perioada de timp, dar a fost redescrisa de Tshernova (1949) din partea de sud a
Rusiei europene. De asemenea, a fost mentionat in mod surprinzétor de catre Landa (1969) si
Landa si Soldan (1985) in simpatie cu P. longicauda din raurile Latorica inferioara si raurile
Bodrog superioare (bazinul raului Tisa) din Slovacia. Mai tarziu, Godunko si Ktonowska-Olejnik
(2003) au inregistrat si cativa indivizi din raul Latorca (Latorca) din Ucraina.

Soldan (1978) a publicat o revizuire generala a speciilor europene de Palingenia si contine
cele mai cuprinzatoare chei de identificare pentru a distinge intre cele trei specii europene de
Palingenia, bazate in principal pe populatiile slovace (cu exceptia P. sublongicauda, care au fost
cel mai probabil obtinute prin imprumut de la Tshernova, din sudul Rusiei).

Cea de-a treia specie europeana, P. sublongicauda Tshernova, 1949, a fost descrisa din
partea de sud a Rusiei (Tshernova 1949) de Soldan (1978).

Obiectivul prezentei lucrari a fost de a reexamina colectia originala a lui Soldan (Fig.4)
pentru a clarifica prezenta acestor trei specii de Palingenia in sud-estul Europei. Am folosit
morfologia cantitativa si secventele de ADN mitocondrial pentru a testa ipotezele taxonomiei ale
speciilor pe baza datelor integrative si a revizui distributia speciilor pe baza populatiilor nou

detectate din sud-estul Europei.
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Fig. 4. Colectia de referinta a lui Soldén si Landa de Palingenia europeana din anii 1970, depusa la Institutul de
Entomologie, Ceské Budgjovice, Republica Ceha.

2. Materiale si metode

2.1.Esantionarea §i colectarea datelor

Materialul tip al celor trei specii (P. fuliginosa, P. longicauda si P. sublongicauda)
inregistrat din Europa nu a fost disponibil in timpul investigatiilor noastre. Cu toate acestea,
prezenta P. fuliginosa in zona studiatd a fost raportatd de Soldan si Landa; prin urmare, am
reexaminat colectia lor de referinta de Palingenia europeana din anii 1970, depusa la Institutul de
Entomologie, Centrul de Biologie CAS, Ceské Budgjovice, Republica Ceha (Fig.4). Colectia
contine sute de indivizi de Palingenia etichetati ca P. longicauda si P. fuliginosa. Din pacate,
colectia nu contine indivizi marcati ca P. sublongicauda, in ciuda faptului ca Soldan pare sa fi
lucrat cu indivizi identificati ca P. sublongicauda in revizuirea sa (referindu-se la 6 larve, 3

masculi, 1 femeld si 1 subimago din raul VVolga, din 1935, fara date de colectare) (Soldan, 1978).
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Fig. 5. Harta indica distributia locatiilor de prelevare analizate. Fotografia din coltul din dreapta sus prezinta

un habitat tipic P. longicauda cu maluri de argila abrupte (rdul Mures, Nadlac, judetul Arad, foto: Vaida R.)

In revizuirea noastrd morfologici, au fost analizate 174 de exemplare de Palingenia
masculi, din 11 locatii diferite de prelevare, reprezentand 7 rauri (Fig. 5). Indivizii analizati din
colectia lui Sold&n au reprezentat populatii din Latorica (Slovacia), Tisa (Slovacia) si Dunare
(Bulgaria). Materialul proaspat de Palingenia a fost colectat din Dundre (Ungaria si Romania),
Latorica (Slovacia), Tisa (frontiera maghio-slovacd), Mures (Romania), Prut (Romania), Horyn’
(Ucraina) si Nistru (Ucraina). Analiza moleculard a inclus material de larve din 5 rauri
suplimentare: raul Raba (Ungaria), Tisa (Ungaria), Bodrog (Ungaria), Maros (Ungaria) si Styr
(Ucraina) (Fig.5).

2.2 Morfometrie si analize statistice

S-a aplicat morfometria liniara pentru a cuantifica variabilitatea morfologica posibila intre
populatii. In special, rapoartele caracterelor au fost calculate asa cum sunt utilizate si in revizuirea
lui Soldan (1978) si sunt invariante pentru o anumitd masurd a marimii (Mosimann 1970).
Caracterele morfometrice analizate 1n acest studiu au inclus raportul dintre dimensiunea si distanta
ochilor compusi, raportul dintre lungimea lobului penisului si distanta dintre varfurile lobului
penisului, raportul dintre lungimea lobului penisului si latimea bazei, precum si unghiul lobului
penisului a fost calculat pentru a verifica diferentele descrise de Soldan (1978). Masuratorile au

fost facute folosind fotografii realizate cu un stereomicroscop echipat cu o camerd digitala.
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Analizele ulterioare de imagine (masuratorile) ale fotografiilor obtinute au fost efectuate in ImageJ
(ver. 1.53k, Schneider si colab., 2012), asa cum se arata in Fig.6, iar apoi au fost calculate
rapoartele date. Analizele statistice rezumative de baza (univariate) ale masuratorilor morfologice
(mediand, medie, abatere standard, minima, maxima) si analiza componentelor principale (PCA)
au fost efectuate in software-ul Past (ver. 4.09; Hammer si colab., 2001).

Unele caractere nu au fost masurate la fiecare individ din cauza deformarilor cauzate de
malformatii genitale si modificari (in principal colapsuri oculare compuse) in material mai vechi

sau depozitat incorect.

Fig.6 Caractere misurate pe specimene masculine de Palingenia (1 — dimensiunea ochiului compus, 2 — distanta
dintre ochii compusi, 3 — lungimea lobului penisului, 4 — 1atimea bazei penisului, 5 — distanta dintre varfurile lobului
penisului, 6 — unghiul lobului penisului)

2.3 Metode moleculare si analize de date

Probele de tesut de la 27 de indivizi au fost pregatite si livrate in conformitate cu
standardele prescrise catre Centrul canadian pentru codificarea ADN-ului (CCDB, Institutul
pentru biodiversitate din Ontario, Universitatea Guelph), unde codurile de bare ADN au fost
obtinute folosind protocolul standard de mare capacitate descris in deWaard si colab., 2008. Datele
de colectare a specimenelor, fotografiile, secventele, PCR, primerii de secventiere si fisierele de
urme sunt disponibile prin intermediul sistemelor de date cu coduri de bare de date (BOLD;
Sujeevan si Hebert 2007) sub numele de proiect Macro-zoobentos din apa dulce roméaneasca
[ROMAC]. Alte trei secvente au fost generate si la CCDB prin Barcoding Diptera din proiectul
romanesc de apa dulce [RODI]. Alti 43 de indivizi au fost prelucrati la Institutul de Cercetare
Interdisciplinara de Bio—Nano—Stiinte al Universitatii Babes—Bolyai. ADN-ul genomic a fost
extras folosind un kit comercial (Kit ADN genomic ISOLATE II, Bioline), iar secventele mtCOlI
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au fost amplificate folosind perechea de primeri standard LCO1490 si HCO2198 (Folmer si colab.
1994) intr-un volum de 50 pl la 42°C. Secventierea a fost efectuata de Macrogen Inc. (Europa).
Numadrul de haplotipuri si situsuri polimorfe (S), haplotipul (Hd) si diversitatea
nucleotidelor (r) au fost calculate in DnaSp 6 (Rozas si colab., 2017). O retea de haplotip a fost
construitd prin implementarea algoritmului Median-Joining (MJ) in PopArt 1.7 (Leigh si Bryant
2015). Indivizii au fost colorati pe retea pe baza raurilor pe care au fost colectati, pentru a vizualiza
distributia geograficd a haplotipurilor. Distanta p dintre haplotipuri si intre populatiile diferitelor

rauri a fost calculata in Mega X (Kumar si colab., 2018).

3. Rezultate

3.1 Rezultate morfometrie

Rezultatele analizelor morfologice indica o variabilitate relativ mare intre populatii, cu
diferente semnificative Intre medianele esantionului ale diferitelor populatii in toate caracterele
morfologice analizate (Tab. 3). Cu toate acestea, diferentele au fost mari si in cadrul populatiilor,
prezentand adesea valori duble sau triple. Acest lucru s-a observat, de exemplu, Tn raportul dintre
lungimea si distanta lobilor penisului intre mai multe populatii (Dunare — Bulgaria, Delta Dunarii
— Roménia, Nistru, Horyn — Ucraina, Latorica, Tisa — Slovacia, Mures — Romania); in unghiul
dintre lobii penisului (delta Dunarii — Romania, Nistru, Horyn — Ucraina, Latorica, Tisa— Slovacia,
Mures — Romania); sau raportul dintre distanta si latimea ochilor compusi (Horyn — Ucraina)
(Tab.4).

Analiza componentelor principale utilizatd pentru a explora structura variatiei pe baza

setului de caractere nu a aratat nicio separare a populatiilor sau speciilor (Fig.7).

Tab 3. Rezultatele testului Kruskal-Wallis de egalitate a medianelor

Kruskal-Wallis L-D-ratio Ratio-lobes Angle-lobes Ratio-eyes
H (chi2) 48.03 42,00 59.28 62.68
p (same) p <0.001 p <0.001 p <0.001 p <0.001
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Tab 4. Rezultatele statisticilor univariate ale caracterelor morfologice particulare ale indivizilor colectati in diferite locatii de esantionare/populatii

diferite

' ' —
2 3 3 2 g < % % o
Population P P @ @ L 2 8 8 o > 4
S S O S S % E, 5 5 o - W
& g &0 8 = s 7 7 5 = 3
a) Qo [alid a) a T - - = [ =
Raportul dintre lungimea si distanta lobilor penisului
N 12 4 22 2 2 22 24 17 25 30 14
Median 1.009 1.159 1.154 1.136 1.747 1.099 1.079 1.255 1.428 0.997 1.251
Mean 1.070 1.155 1.250 1.136 1.747 1.105 1.153 1.302 1.506 1.006 1.462
Std. Deviation 0.212 0.069 0.401 0.008 1.053 0.147 0.258 0.288 0.438 0.092 0.506
Minimum 0.829 1.071 0.812 1.130 1.002 0.895 0.950 0.962 0.944 0.851 1.043
Maximum 1.597 1.231 2.135 1.141 2.491 1.625 2.179 2.241 3.009 1.232 2.907
Raportul dintre lungimea si litimea lobilor penisului
N 12 4 22 2 2 22 24 17 25 30 14
Median 2.705 2.588 2.530 2.811 1.997 2.466 2.518 2.814 2.538 2.591 2.655
Mean 2.629 2.537 2.494 2.811 1.997 2.439 2.485 2.788 2.521 2.587 2.728
Std. Deviation 0.262 0.142 0.220 0.169 0.355 0.119 0.165 0.171 0.208 0.193 0.261
Minimum 2.014 2.333 1.998 2.691 1.746 2.191 2.124 2.423 2.071 2.283 2.389
Maximum 2.893 2.639 3.032 2.931 2.248 2.641 2.817 3.021 2.851 3.000 3.213
Unghiul dintre lobii penisului
N 12 4 22 2 2 22 24 17 25 30 14
Median 56.471 47.746 47.918 51.691 32.661 50.847 50.695 50.943 40.218 56.554 51.035
Mean 56.411 47.832 48.794 51.691 32.661 50.641 49.959 50.031 40.912 55.545 45.568
Std. Deviation 8.543 4.079 13.609 0.022 16.851 6.573 7.805 8.616 10.493 5.121 11.093
Minimum 38.356 43.289 26.463 51.675 20.746 32.847 26.107 26.633 17.804 45.493 19.225
Maximum 67.216 52.546 68.633 51.706 44577 64.279 65.175 62.127 64.123 64.539 58.208
Raportul dintre distanta si litimea ochilor compusi
N 11 4 22 2 2 23 24 20 8 30 7
Median 5.130 3.881 4.442 3.778 5.594 4.397 4.044 3.905 5.831 5.135 4.238
Mean 5.476 4.004 4.466 3.778 5.594 4.558 4.082 3.945 5.625 5.115 4.467
Std. Deviation 0.841 0.667 0.540 0.145 0.421 0.834 0.465 0.540 1.039 0.692 0.600
Minimum 4.606 3.408 3.407 3.675 5.297 3.331 3.148 3.178 4121 3.659 3.582
Maximum 7.108 4.847 5.216 3.881 5.892 6.869 5.107 5.329 7.026 6.632 5.208
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Component 2

Fig 7. Analiza componentelor principale (PCA) biplot pentru caracterele morfometrice (procentul variantei totale asociate cu PC1: 68,82%; PC2:
22,00%). Culorile si simbolurile diferite reprezint locatii diferite de esantionare. In coltul din stanga sus, este afisat un grafic identic cu marcarea

Ratio-eyes
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3.2 Rezultate moleculare

Cele 73 de secvente au prezentat 15 situsuri polimorfe care conduc la 15 haplotipuri, cu o
diversitate de haplotipuri de Hd = 0,576 si o diversitate de nucleotide de @ = 0,00252. Doua
haplotipuri au fost comune, corespunzand la 46 si 13 indivizi, iar un haplotip a fost impartasit de
doua specimene colectate in aceeasi locatie. Celelalte 12 haplotipuri au fost unice, reprezentate de
un singur individ (Fig.8). Distanta p dintre haplotipuri a variat intre 0,159 si 1,297. Cénd secventele

au fost grupate in functie de diferite rauri, distanta p a aratat valori intre 0,22 si 0,89 (Tab.5).

Lsamgle

" HU_Bodrog
HU_Maros

. HU_Raba
HU_Tisza

. RO_Danube-Delta

. RO_Mures

T RO_Prut

. SK_Latorca

£ UA_Dniester

UA_Horyn

. UA_Styr

Fig.8 Reteaua haplotipului median-Joining generata pentru setul de date concatenat folosind PopArt 1.7.

Fiecare cerc reprezinta un haplotip unic, iar dimensiunea cercului este proportionald cu numarul de mostre observate
pentru acel haplotip. Numarul de mutatii este reprezentat de semne de hasura pe linii. Culorile corespund diferitelor

rauri.

Tab. 5 p-distanta (%) intre populatiile diferitelor rauri.

1. 2. 3 4 5 6 7 8 9 10
1. RO_Prut
2. Hu_Maros 0.43
3. Hu_Bodrog 0.65 0.60
4. HU_Raba 038 039 0.62
5. HU_Tisa 0.57 051 059 054
6. UA_Horyn 041 041 061 031 054
7. UA_Dniester 031 034 045 030 044 0.27
8. SK_Latorca 056 046 089 049 066 056 053
9. RO_Danube
Delta 040 038 063 025 053 035 029 0.0
10. RO_Mures 044 039 072 037 056 042 036 046 0.39
11. UA_Styr 042 038 072 022 056 036 034 045 032 0.38
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4. Discutie

Pe baza rezultatelor noastre de morfometrie a morfologiei penisului si a distantelor oculare
la masculi, nicio diferenta semnificativa nu sustine separarea clara a populatiilor analizate si
dovezile a mai mult de o specie de Palingenia (P. longicauda) in Europa.

Redescrierea speciilor europene apartinand genului Palingenia (Soldan, 1978) s-a bazat
cel mai probabil pe presupunerea incorectd a aparitiei P. fuliginosa in Slovacia. Caracteristicile
enumerate de autor ca fiind distinctive in identificarea speciilor au fost reanalizate si s-au dovedit
a fi bazate pe variabilitatea intraspecifica observata in acest studiu (Fig.9). Mai mult, este, de
asemenea, important de remarcat faptul ca unele caracteristici sunt foarte influentate de momentul
in care indivizii au fost fixati in etanol dupa ce subimagourile s-au mutat. Acest lucru se aplica in
special, de exemplu, unghiului dintre lobii penisului. Tn cazul unui subimago, unghiul dintre lobi
este foarte ascutit, iar lobii penisului sunt in esenta paraleli. Dupa naparlire, unghiul creste pana se
stabilizeaza. Daca indivizii sunt colectati si fixati In perioada de prestabilizare, unghiul variaza
considerabil. Astfel, avem in vedere diferentele morfologice mentionate de Soldan (1978) intre
masculii celor doua specii, P. longicauda si P. fuliginosa, foarte provocati si extrem de variabili,
chiar si 1n cadrul aceleiasi populatii, depinzand in principal de starea de naparlire a indivizilor

examinati.

“longicauda” ‘longicauda”

v A
“fuliginosa” s “fuliginosa™

1 mm Tmm

Fig. 9 Diferentele dintre structurile genitale masculine si dimensiunile ochilor compusi la indivizi cu structuri mtCOI
foarte asemanatoare si esantionate in acelasi timp dintr-0 singura populatie (Latorica, Slovacia). Exemplarele descrise
aici sunt apropiate din punct de vedere morfologic de descrierea si caracterele prezentate in revizuirea lui Soldan ca
P. longicauda si P. fuliginosa (denumite ,, longicauda” si, respectiv, ,, fuliginosa”).

Analiza ADN mitocondrial a ardtat modele similare cu cele observate in studiile genetice

moleculare anterioare ale P. longicauda (Balint si colab., 2012; Dénes si colab., 2022), cu un
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numar redus de haplotipuri prezente in intreaga zond de distributie si alte cateva haplotipuri
private. prezente in diferite rauri. Reteaua de haplotipuri MJ nu a aratat nicio structura evidenta
sau bine diferentiata pentru a indica faptul ca secventele ar putea reprezenta mai mult de o unitate
taxonomica. Distantele p scazute, atat atunci cand au fost comparate haplotipurile (0,159 — 1,297)
cat si cand au fost comparate diferitele populatii de rauri (0,22 — 0,89) sunt in concordantd cu
valorile distantei intraspecifice publicate anterior pentru specia Palingeniidae (Webb si colab.,
2012: 1,6 % maxime intraspecifice si 12,7% minime interspecifice). Aceste rezultate sustin datele
de micromorfologie, confirmand astfel prezenta unei singure specii de Palingenia, P. longicauda,
n partea de sud-est a Europei.

Potrivit Soldan (1978) si, in consecintd, adoptat de un numar important de autori care
urmeaza (Andrikovics si Turcsanyi 2001; Martynov, 2018), argumentul major pentru prezenta P.
fuliginosa in Europa este stapanirea speciei pentru diferite cerinte ecologice in comparatie cu P.
longicauda. Nimfele lor au fost colectate frecvent in rauri mai mici, cu ape nepoluate si cu curgere
rapida si aport mare de oxigen, in timp ce P. longicauda este prezent doar in sectoarele inferioare
ale raurilor mari cu un continut mai scazut de oxigen. Cu toate acestea, au existat si unele
contributii care au observat prezenta celor doud morfotipuri de Palingenia intr-un acelasi sector
de réu (ex. Bodrog Tn Ungaria; Malnés si colab., 2016) sau chiar specii diferite in acelasi esantion
(Bodrog in Slovacia) (Misikova Elexova si colab., 2015), ceea ce face ca argumentul mentionat
mai sus sa fie discutabil, iar prezenta P. fuliginosa in bazinul hidrografic al sectorului mijlociu al
raului Tisa foarte indoielnica. In schimb, aceste constatiri resping argumentul lui Soldén si sustin
indirect prezenta unei singure specii, P. longicauda, in partea de sud-est a Europei.

Statutul taxonomic al P. fuliginosa ramane insa contestat, deoarece materialul tip lipseste
sau locatia lui este necunoscutd, iar eforturile noastre repetate de a obtine material proaspat din
afara Europei (din Iran, Armenia, Azerbaidjan, de exemplu) au esuat. Pana la gasirea unei solutii
taxonomice mai bune, sugeram reinstalarea P. fuliginosa ca sinonim junior al P. longicauda.

Situatia celei de-a treia specii europene, P. sublongicauda, este similara, deoarece nu ne-a
fost disponibil niciun material de masculi adulti Tnainte de investigatia morfologica si nici un
material tip nu a fost disponibil in timpul studiului de fata. Desi statutul taxonomic al acestor specii
este discutabil, ele nu pot fi contestate pana cand nu poate fi efectuata o revizuire taxonomicd mai
cuprinzatoare a Palingeniei, inclusiv specii suplimentare din Asia si regiunile Indomalaya si
Afrotropicale.

Contributia majora a lucrarii de fata este prima analizd integrativd a datelor morfologice si
moleculare ale speciilor Palingenia inregistrate din sud-estul Europei. Pe langa argumentul nostru

puternic privind prezenta a doar una, in loc de trei specii de Palingenia in Europa, sunt foarte
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recomandate eforturi suplimentare de esantionare cuprinzatoare, inclusiv o analizd a tuturor
speciilor din zona palearctica, dar si o revizuire a reprezentantilor Indomalayeni si Afrotropici,
astfel o revizuire taxonomica bine sustinuta a genului.

Studiul nostru are, de asemenea, implicatii importante de conservare, deoarece toate
speciile de Palingenia au o valoare mare de bio-indicatie a integritatii ecologice a raurilor curate
de dimensiuni medii pana la mari si sunt amenintate critic in mare parte a ariei de distributie

cunoscute (Russev, 1987; Soldan si colab., 2009; Bauernfeind si Soldan 2012).

CAP.1IV
Impactul social asupra conservarii speciei Palingenia longicauda

(OLIVIER,1791) in Romania

Identificarea populatiilor criptice pe baza metodologiei **citizien science"

Fenomenul natural real al roirii in masa al adultilor de Palingenia longicauda a avut un
interes social important in trecut, deoarece se cunoaste inca din literatura de specialitate ca aceasta
specie era utilizata pe scara larga ca momeala la pescuit. Era cunoscuta popular sub varii denumiri:
"oeveraas” si "haft” in Olanda, "Spork-Oese”, "Sprock”, "Spaargoos”, "Spaargaanse” in Germania,
"Tiszavirag” in Ungaria, "gandatsi” pentru larve si "rusalki” sau "karchani” pentru adulti n
Bulgaria (Russev, 1987). In Roménia este cunoscuti popular sub denumirea de "floarea raurilor”
pe Crisuri, "rusalii” in Delta Dundrii si Mures, iar pe raul Prut, sub denumirea de "vetrica”. In
reteaua actuald de informatii digitalizate, inclusiv diferite platforme de socializare, apar numeroase
informatii cu privire la aceasta specie, fie ca si o atractie turisticd, fie ca informatii importante
printre pescari; sunt date nesigure, dar care documenteaza o recuperare neasteptata a speciilor intr-
o zona indepartata, cum ar fi Delta Dundrii, Mures sau raul Prut din Romania.

Datorita faptului cd s-au inmultit informatiile de pe retelele de socializare, am hotdrat sa
apelam la acesti ,, citizen science” pentru a valorifica datele observate de acestia, printr-un sondaj.
Sondajul a fost realizat cu ajutorul unui chestionar care a avut la baza intrebari referitoare la
recunoasterea speciei P. longicauda pe baza unor fotografii (atat larva cat si insecta adulta),
practici de pescuit (colectarea insectei si folosirea ei ca momeald), cét si Intrebari referitoare la
locatia unde specia e prezentd, cunostinte despre prezenta speciei inainte de anul 2000, si opinia
respondentilor legata de marimea populatiilor observate. Chestionarul a fost aplicat locuitorilor,

pasionatilor de naturi si in special pescarilor de pe raurile Prut, Mures si Delta Dunrii. In total
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160 de persoane au completat chestionarul: 60 persoane pe raul Prut, 50 pe Mures si 50 in Delta
Dunarii.

Chestionarul a fost completat doar de persoanele care au recunoscut specia, majoritatea
dintre acestea majoritatea au vazut personal o roire a insectei (Delta Dundrii — 76%; Mures — 98%;
Prut — 91.66% dintre respondenti) la sfarsitul lunii Mai — inceputul lunii lunie. Pe baza
informatiilor obtinute, prezenta speciei P. longicauda a fost confirmata in partea inferioara a
Dunarii, langa localitatile Spantov, Borcea, Capidava si Galati, in Bratul Macin-Dunarea Veche,
si Tn mai multe locatii in Delta Dunarii. Rezultate asemanatoare au fost obtinute si pe raul Mures,
unde specia a fost raportatda pe mare parte a sectiunii dintre localitatea Sambeteni si Nadlac si pe
raul Prut intre Lunca Banului (cel mai sudic punct raportat) pana in nordul tarii, la localitatea
Radauti-Prut.

Réspunsurile privind prezenta speciei inaintea anilor 2000 diferd in cazul celor trei rauri
studiate. In Delta Dunarii mai mult de jumatate dintre respondenti (55.1%) au raspuns ci au
observat prezenta speciei inainte de 2000, pe raul Prut aproximativ un sfert (26.67%) au confirmat
prezenta speciei, iar pe raul Mures aproape doua treimi (68%) (Figura 10). Efectivele speciei Tn
prezent sunt vazute ca fiind in crestere in Delta Dunarii de cétre 44 % din respondenti, iar 26%
considerd ca numarul indivizilor e stabil. Pe raurile Prut si Mures aproximativ jumatate din cei
intrebati considera marimea populatiilor ca fiind stabild, si un numar egal de persoane vad acest

numar ca fiind in crestere sau in scadere (Figura 10).

Prezenta

inainde de anii 2000 Nr. indivizi dupa anul 2000
Prut 10 5167 11.67 26.66
Prut 26.67 73.33
Mures 24 50 20 [
Mures [ 32
Delta 551 44.9 Delta 44 26 14 16

[
=1
=]

80 100 0% 20% 40% 60% 0% 100%

DA ENU crescut stabi stazut nu stiu

Figura 10. Raspunsurile privind prezenta speciei inaintea anilor 2000 (stanga). Raspunsurile
privind efectivele speciei in prezent (dreapta)
Aceste observatii sunt in conformitate cu rezultatele obtinute pe baza studiului de genetica
populationala. Specia a fost considerata extinctd in aceste rauri, deoarece marimea populatiilor a
scazut drastic Tn urma poludrii si a interventiilor hidromorfologice, facand ca specia sa fie mai greu

de detectat, efectivele mici neavand roiri spectaculoase.
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In Romania, ca si la nivel European si global, aceastd specie nu este evaluati, iar pe baza
rezultatelor noastre am propus schimbarea statutului [IUCN al acestei specii din specie neevaluata
(Not Evaluated) in Romania, n specie - Least Concern. Tn vederea atingerii acestui obiectiv,
demersul principal a fost reevaluarea speciei pe baza ghidului propus de Uniunea Internationala
pentru Conservarea Naturii (International Union for Conservation of Nature (IUCN), care se face
de catre membrii Autoritdtii Listei Rosii (Red List Authorities) pe baza datelor stiintifice existente.

Identificarea unor noi zone de distributie ale speciei Palingenia longicauda si semnalarea
populatiilor viabile din aceste zone, aratd un grad mic de periclitare din punct de vedere al Listei
Rosii IUCN, iar datoritd eforturilor depuse in cadrul acestei cercetari, am furnizat toate datele
necesare pentru reevaluarea speciei pe baza ghidului propus de Uniunea Internationald pentru
Conservarea Naturii (International Union for Conservation of Nature (IUCN), astfel ca , P.
Longicauda este acum incadrata in categoria speciilor nepericlitate (Least Concerning - LC)
(Macadam, C.,2023).

CONCLUZII FINALE

Rezultatele obtinute in urma activitatii de cercetare desfasurate in cadrul tezei de doctorat,
sunt in conformitate cu obiectivele propuse:

+* Am identificat, colectat si prelucrat cu metode de genetica populationalda mai multe
populatii din Romania, iar pe baza unui efort mare de esantionare a speciei P. longicauda in arealul
sau cunoscut 1n prezent, in sud-estul Europei si prin colaborare cu cercetdtori din Ungaria, Ucraina
si Slovacia, am analizat mai multe populatii, si am comparat cu exemplare suplimentare, inclusiv
P. fuliginosa si probabil P. sublongicauda din colectia lui Landa si Soldan, confirmand in acest
fel prezenta speciei P. longicauda cu efective viabile in sud-estul Europei.

+ Diferentele genetice bazate pe secventele mitocondriale studiate, aratd o
diferentiere semnificativa intre populatiile din bazinul raului Tisa si din raul Réba In comparatie
cu populatiile din Delta Dunarii si Prut, sugerand ca aceastd specie a avut minim un refugiu in
zona Pontica.

+ Diferentierea genetica observata confirma faptul ca populatiile redescoperite dupa
anii 2000 In Romania, sunt populatii autohtone care au supravietuit prin efective mici in Delta
Dunarii si in Prut, nu sunt rezultatul unei migratii recente dinspre bazinul Tisa.

* Am realizat prima analiza integrative a datelor morfologice si moleculare ale
speciilor Palingenia inregistrate din sud-estul Europei. Rezultatele noastre morfometrice si de
genetica moleculara aratd prezenta unei singure specii de Palingenia in zona studiata, astfel ca
semnalarea speciei P. fuliginosa din Ucraina si Slovacia, este rezultatul identificarii gresite a
variabilitatii mari reprezentate de indivizii speciei P. longicauda.
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* Chestionarele realizate confirma prezenta continud a speciei in Delta Dunarii si pe
raurile Mures si Prut, ardtand ca aceasta este raspanditd in cursurile inferioare si medii ale raurilor
studiate.

* Identificarea unor noi zone de distributie ale speciei Palingenia longicauda si
semnalarea populatiilor viabile din aceste zone, aratd un grad mic de periclitare din punct de vedere
al Listei Rosii IUCN, iar datorita eforturilor depuse in cadrul acestei cercetari, am furnizat toate
datele necesare pentru reevaluarea speciei pe baza ghidului propus de Uniunea Internationala
pentru Conservarea Naturii (International Union for Conservation of Nature (IUCN), astfel ca , P.

Longicauda este acum incadrata in categoria speciilor nepericlitate (Least Concerning - LC).
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