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INTRODUCERE

Biodiversitatea este esentialda pentru bundstarea umand, sdnatatea planetei si
prosperitatea economica globald, facilitand un trai echilibrat si armonios cu mediul natural.
Ecosistemele furnizeaza resurse indispensabile precum alimente, medicamente, energie, aer
si apd, 1n acelasi timp oferind protectie impotriva dezastrelor naturale. De asemenea, ele
contribuie semnificativ la imbogatirea culturala, sustindnd integritatea tuturor sistemelor

vitale de pe Pamant (CBD, 2024).

In sistemul Dunire - Delta Dunrii - Marea Neagra, inainte de adoptarea pe scara
largd a tehnicilor moleculare, evaluarea biodiversitatii s-a bazat pe tehnici traditionale.
Astfel, timp de multe decenii, studiile s-au concentrat pe distributia si ecologia speciilor, mai
degraba decat pe analize moleculare. Cu toate acestea, in ultimii ani, tehnici moleculare
precum codul de bare ADN si eDNA (ADN de mediu) au inceput sa fie instrumente din ce

in ce mai utilizate in studiile de biodiversitate.

In ultimele decenii, distributia, ecologia si diversitatea nevertebratelor bentale,
inclusiv a larvelor de insecte acvatice, a speciilor de gastropode si crustacee ce populeaza
fluviul Dundrea au facut obiectul mai multor studii (Graf si colab. 2006; Tubi€ si colab.,
2013; Farkas si colab., 2014; Krno si colab., 2018; Navara si colab., 2020). Numeroase
cercetari au evaluat aceste aspecte si in sectorul Dundrii ce traverseaza teritoriul Romaniei
(Chiriac, 2004; Gloer si Sirbu, 2005; Gomoiu si colab., 2008; Paraschiv si colab., 2010; Graf
st colab., 2014; Pavel si colab. 2018; Begun si colab., 2020; Pavel si colab, 2021; Pavel si
colab, 2023).

In schimb, identificarea moleculard prin codul de bare ADN, bazatd pe analiza
fragmentelor genei citocrom oxidazei 1 (CO1) a insectelor care colonizeaza habitatele
terestre din Romania, a fost putin abordatd, de exemplu, un studiu ce a vizat 180 de specii
de fluturi (Dinca si colab., 2011), in timp ce aceasta tehnicd nu a mai fost utilizata pand in

momentul de fatd pentru identificarea insectelor acvatice.

De asemenea, informatiile referitoare la amfipodele si mizidele Ponto-Caspice din
sectorul inferioar al Dundrii sunt limitate (Begun, 2006; Paraschiv si colab., 2007; Graf si
colab., 2008; Borza si colab., 2010; Stoica si colab., 2014), iar identificarea moleculard a
amfipodelor (Cristescu si colab., 2003; Rewics si colab., 2015; Jazdzewska si colab., 2020)
si a misidelor (Audzijonyte si colab., 2006; Cristescu si Hebert, 2005) din sectorul inferior
al Dunirii si Delta Dundrii a vizat doar cateva specii. In plus, studiile efectuate de citre
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Audzijonyte si colab. (2006); Jazdzewska si colab. (2020); Cristescu si Hebert (2005) au
inclus exemplare colectate din locatii nespecificate din Delta Dunarii. Totodatd, pana in
prezent, nu au fost efectuate astfel de studii moleculare asupra faunei de gastropode ce

populeaza cursul inferior al Dunarii.

Avand 1n vedere caracterul anoxic al Marii Negre, acest bazin reprezinta un mediu
propice pentru dezvoltarea microorganismelor anaerobe si eucariotelor extremofile care
reprezintd un mare potential pentru noi produse ce pot fi utilizate in diferite domenii (Black
Sea SRIA Implementation Plan, 2023). Deoarece mare parte din diversitatea microbiana a
Marii Negre este insuficent documentatd, una din actiunile strategice ale Planului de
Implementare al Agendei Strategice de Cercetare si Inovare la Marea Neagra pune accentul
pe stabilirea unui sistem de cunoastere a speciilor (inclusiv a microorganismelor) cu
potential de generare a compusilor bioactivi, precum produse farmaceutice noi,

biocombustibili, enzime si biopolimeri (Black Sea SRIA Implementation Plan, 2023).

O serie de cercetari in Marea Neagra s-au concentrat pe investigarea populatiilor
microbiene ce colonizeaza sedimentele (Schulz si colab., 1999; Thamdrup si colab., 2000;
Leloup si colab., 2007; Schifer si colab., 2007; Coolen si Shtereva, 2009; Schippers si colab.,
2012) si habitatele pelagice (Jorgensen si colab., 1991; Sorokin si colab., 1995; Glaubitz si
colab., 2010; Bryukhanov si colab., 2015; Ruginescu si colab., 2022). Cu toate acestea, doar
un singur studiu a caracterizat bacteriile asociate bivalvei Mytilaster lineatus (Onyshechenko
st colab., 2005), in timp ce panad in prezent, nu au fost efectuate cercetari privind bacteriile

ce colonizeaza alte organisme bentale.

Avand in vedere aceste aspecte, studiile efectuate in cadrul acestei teze de doctorat
au urmdrit evaluarea distributiei si ecologiei unor nevertebrate bentale ce populeaza sectorul
Dunarii ce traverseaza teritoriul Romaniei, prin integrarea tehnicii moleculare codul de bare
ADN, aducand astfel noi informatii despre diversitatea si ecologia nevertebratelor din fluviul
Dunarea. Totodata, cercetarile au vizat si evaluarea comunitdtilor bacteriene ce colonizeaza
doud nevertebrate bentale si sedimentele adiacente din zona selfului roméanesc al Marii
Negre, utilizand secventierea Illumina a genei ARNr 16S. Acest studiu a realizat o premiera
prin exploarea microbiomului speciei Melinna palmata si a adus noi informatii prin
investigarea, pentru prima data, a variatiei compozitionale a microbiomului bivalvei Mya

arenaria la nivel de organ.



Obiectivele principale ale tezei de doctorat au cuprins:

. Identificarea moleculara a unor larve de insecte acvatice prin tehnica codului
de bare ADN, precum si evaluarea distributiei lor spatiale in sectorul roménesc al Dunarii,

in raport cu tipul de substrat, oxigenul dizolvat si adancimea apei;

. Identificarea moleculara prin tehnica codului de bare ADN si evaluarea
distributiei spatiale a unor specii de crustacee (amfipode si mizide), precum si a unor
gastropode in sectorul inferior al Dunarii (inclusiv Delta Dunadrii), in relatie cu tipul de

substrat si adancimea apei;

. Caracterizarea microbiomului asociat nevertebratelor marine Melinna
palmata si Mya arenaria si sedimentelelor inconjuratoare din zona selfului romanesc al

Marii Negre.

Lucrarea de doctorat este structuratd in doua parti principale. Prima parte ofera o
prezentare a datelor curente asupra comunitatilor macrozoobentale, a microbiomului asociat
acestora si a particularitdtilor privind diversitatea macrozoobentosului din zonele
investigate, precum si a tehnicilor utilizate in evaluarea biodiversitdtii acvatice. A doua parte
a tezei de doctorat este dedicata contributiilor personale, care cuprinde un capitol dedicat
metodelor utilizate si patru capitole de rezultate originale cu discutii si concluzii aferente
fiecarui studiu de caz. Cele patru studii originale efectuate includ (1) Identificarea si
distributia larvelor de insecte acvatice din cursul inferior al Dundrii, (2) Identificarea si
distributia speciilor de gastropode si crustacee din cursul inferior al Dunarii, (3) Evaluarea
comunitdtilor bacteriene asociate speciei de polichet marin M. palmata si sedimentelor
adiacente din Marea Neagra si (4) Evaluarea comunitatilor bacteriene asociate diferitelor
tipuri de organe ale bivalvei M. arenaria si sedimentelor adiacente din Marea Neagra.
Lucrarea de doctorat se incheie cu un capitol ce sintetizeaza concluziile generale si ofera
perspective pentru viitoare cercetiri. In plus, sunt incluse anexele cu date suplimentare, lista

de articole publicate In baza subiectului tezei si referintele bibliografice.



1. STADIULACTUAL AL CUNOASTERII
1.1 Nevertebrate bentale

Nevertebratele bentale sunt organisme care traiesc in sau pe sedimentele de pe fundul
marilor, raurilor, cursurilor de apa si lacurilor, distributia lor fiind puternic influentatd de
mediul in care traiesc, inclusiv de compozitia si calitatea sedimentelor, de calitatea apei si
de factorii hidrologici. Nevertebratele bentale sunt considerate unele dintre cele mai
importante componente ale ecosistemelor acvatice (Castella si colab., 1984), oferind servicii
ecosistemice esentiale in ciclul nutrientilor si fluxul de energie (Sivaramakrishnan si colab.,

2014).

Insecte acvatice

Insectele acvatice reprezinta un grup numeros si complex derivat din diversi stramosi
terestri ce au repopulat mediile acvatice, cuprinzand aproximativ 76 000 de specii adaptate
la diverse habitate de apa dulce (Samways si Deacon, 2021). Aceste organisme constituie o
componentd importanta a retelelor trofice acvatice (si uneori terestre), jucdnd un rol esential

in procesele de reciclare a nutrientilor (Balian si colab., 2008).
Gastropode

Gastropodele reprezinta una dintre cele mai importante grupe de organisme bentale
din punct de vedere al diversitatii speciilor si abundentei lor (Gomes si colab., 2004; Tubié
si colab., 2013). Avand un rol esential in sistemele riverane, regleaza dezvoltarea
comunitdtilor de alge (Rosemond si colab., 1993) si reprezintd o sursa importantd de hrana

pentru unele specii de pesti (Brown si colab., 1998).
Crustacee

Speciile de crustacee joaca un rol cheie in evaluarea calitatii apei, In studiile de
ecologie (Glazier si colab., 2014) si ecotoxicologie, fiind sensibile la anumiti contaminanti
ce inregistreaza concentratii semnificative pentru mediu (Roast si colab., 1998). Luand in
considerare distributia lor largd, rolul lor ecologic in lantul trofic si sensibilitatea lor la
poluanti, aceste organisme sunt frecvent utilizate ca bioindicatori (Alonso si colab., 2019;

Grabowski si colab., 2014).



Melinna palmata Grube, 1870

Specia de polichet tubicol Melinna palmata are o distributie Boreal-Mediteraneana
(Grehan, 1991). In Marea Neagra, specia prezenta exemplare destul de rare in zona selfului
romanesc pani in anii *70 (Gomoiu, 1982). In prezent, in aceastd regiune, reprezinti una
dintre speciile conducatoare ale habitatului circalitoral cu M. palmata si/sau Spisula
subtruncata, atingdnd o densitate medie de 3450 exemplare m™ in zona de influenti a

Dunarii (Teaca si colab., 2020).
Mya arenaria Linnaeus, 1758

Bivalva Boreal-AtlanticdA Mya arenaria este originara din Atlanticul de Nord, din
zona coastelor Americii si Canadei (Strasser, 1998). In Marea Neagri, a fost citatd pentru
prima data in 1966, langd Odessa (Beshevli si Kolyagin, 1967; Gomoiu si Porumb, 1969).
La inceputul anilor 80, M. arenaria s-a stabilit pe platforma continentald romaneasca, pana

la 35 m adancime (Skolka si Gomoiu, 2004).
1.2. Microbiomul nevertebratelor bentale

Organismele bentale sunt colonizate In mod natural de microorganisme, ce sunt
implicate in biologia gazdelor lor (Kelman si colab., 2009; Ketchum si colab., 2018), jucand
un rol important in imunitatea, metabolismul, fiziologia (Mcfall-Ngai si colab., 2013;
Bordenstein si Theis, 2015; Theis si colab., 2016), precum si in dezvoltarea, adaptarea si
evolutia acestor nevertebrate (Rosenberg si colab., 2007; Zilber-Rosenberg si Rosenberg,
2008). Nevertebratele filtratoare si detritivore pot concentra bacteriile din apa si sedimente,
devenind astfel bioindicatori ai diversitatii microbiene in mediile acvatice (Burkhardt si

colab., 1992; Graczyk si colab., 2002; Marino si colab., 2005).

Comunitatile bacteriene asociate polichetelor tubicole ar putea avea o contributie
importantd in procesele biogeochimice care au loc la interfata dintre organismele bentale si
habitatul lor (Konhauser si colab., 2020). De asemenea, microbiomul bivalvelor joaca un rol
esential in sdnatatea gazdei, componenta bacteriand fiind cunoscuta ca fiind implicata intr-o
serie de functii, inclusiv digestia, ciclul nutrientilor si apararea imunitard (Pierce si Ward,

2018; Timmins-Schiffman si colab., 2021).



1.3. Biodiversitatea comunititilor bentale in sistemul Dunire - Delta Dundrii - Marea

Neagra

In sectorul inferior al Dundrii, compozitia macrozoobentosului este determinati in
principal de tipul de habitat. Per ansamblu, habitatele organice furnizeazd cel mai mare
numadr de specii indicatoare, diversitatea cea mai mare fiind intalnitd in zonele cu resturi
vegetale, cu comunitati in mare parte formate din specii de diptere, gastropode, oligochete,
bivalve, amfipode (ICPDR, 2015). La litoralul romanesc al Marii Negre, habitatele care
cuprind si zonele investigate in cadrul acestei lucrari de doctorat sunt reprezentate de: 1.
malurile terigene circalitorale cu M. palmata si 2. maluri nisipoase circalitorale cu fauna

variata si recifi de Mytilus galloprovincialis.

1.4. Tehnici de evaluare a biodiversitatii acvatice
Tehnicile taxonomice traditionale

Taxonomia clasica sau sau traditionald, cunoscuta si sub numele de sistemul Linnean
implicd utilizarea caracteristicilor morfo-anatomice ale organismelor in clasificarea si

identificarea organismelor (Uno si colab., 2001).
Codul de bare ADN

Codul de bare ADN reprezintd un instrument important in evaluarea biodiversitatii
(Hebert si colab., 2003). Pentru regnul animal, eforturile s-au concentrat in principal pe
regiunea ,,Folmer”, de ~ 650 perechi de baze a subunitatii [ a citocromului ¢ oxidaza (CO1)
(Folmer si colab., 1994). Aceasta tehnicd ofera o solutie eficientd pentru abordarea
dificultatilor asociate cu identificarea taxonomicd traditionala, asigurand in acelasi timp o

identificare rapida, precisa si fiabila a speciilor (Baird si colab., 2012).
Secventierea de noua generatie NGS (ADN-Metabarcoding)

In cazul acestei metode, o regiune specifici de ADN din toate genomurile prezente
in proba de mediu este amplificata si secventializata pentru a obtine un profil al comunitatii
(Kelly, 2016). Aceasta tehnicd (ADN- metabarcoding) constd in amplificarea ADN-ul prin
PCR cu ajutorul unor amorse care vizeaza caracteristici genetice mai mult sau mai putin
specifice, iar dupa secventializarea ulterioard a produsilor PCR, secventele sunt prelucrate
bioinformatic, ceea ce duce la atribuirea taxonomica a secventelor 1n raport cu o baza de date

de referinta (Pilloni si colab., 2012).



CONTRIBUTII PERSONALE
2. SCOPUL SI OBIECTIVELE TEZEI

Avand in vedere stadiul cunoasterii macrozoobentosului din sistemul Dunére — Delta
Dunarii — Marea Neagrd si a microbiomului acestor specii, cercetdrile ce au stat la baza
acestei lucrari de doctorat au urmarit evaluarea distributiei si ecologiei unor nevertebrate
bentale in cursul inferior al Dunarii, prin integrarea tehnicii de biologie moleculara codul de
bare ADN, furniznd astfel informatii noi despre biodiversitatea si ecologia speciilor de
nevertebrate din fluviul Dundrea. De asemenea, cercetarile s-au concentrat si pe
caracterizarea diversitatii structurale si functionale a comunitatilor bacteriene ce colonizeaza
doua nevertebrate bentale (polichetul tubicol Melinna palmata si bivalva Mya arenaria) si
sedimentele inconjurdtoare din zona selfului roméanesc al Marii Negre, bazatd pe
secventierea Illumina a genei ARNr 16S. Astfel, studiul a adus contributii semnificative prin
investigarea In premiera a microbiomului speciei M. palmata, si prin analizarea pentru prima

datd a variatiei compozitionale a microbiomului bivalvei M. arenaria la nivel de organ.
Obiectivele principale care au stat la baza elaborarii tezei de doctorat:

e identificarea unor larve de insecte prin tehnica codului de bare ADN bazatd pe
secventializarea genei mitocondriale CO1, precum si evaluarea distributiel lor in
sectorul romanesc al Dundrii, In raport cu tipul de substrat, oxigenul dizolvat si
adancimea apei;

e identificarea moleculara bazatd pe secventierea genei CO1 si evaluarea distributiel
spatiale a unor specii de crustacee amfipode si mizide Ponto-Caspice, precum si a
unor gastropode in sectorul inferior al Dunarii (inclusiv Delta Dundrii), in raport cu
tipul de substrat si adancimea apei;

e caracterizarea microbiomului ce colonizeazd doud specii de nevertebrate marine
(polichetul M. palmata si bivalva M. arenaria) si sedimentele adiancente de la

litoralul romanesc al Marii Negre.
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3. MATERIALE SI METODE
3.1. Descrierea zonelor de studiu

Habitatele investigate apartin unor zone fluviale si marine localizate in regiunea

cursului inferior al Dundrii, In Delta Dunarii si in zona costierd romaneasca a Marii Negre.
3.2. Colectarea probelor de bentos

In cazul larvelor de insecte, speciilor de gastropode si crustacee din cursul inferior al
Dunarii si Delta Dunarii, probele de bentos au fost colectate cu ajutorul a doua bodengreifere
de tip Van Veen. In plus, pentru colectarea organismelor fitofile, vegetatia a fost spalata cu

ajutorul unui fileu limnologic.

Pentru investigarea specimenelor de Melinna palmata, probele de sedimente marine
au fost colectate cu ajutorul unui Box Correr, iar pentru specia Mya arenaria, probele de

sedimente au fost colectate cu ajutorul unui bodengreifer de tip Van Veen.
3.3. Determinarea parametrilor fizico-chimici ai probelor de apa colectate

Pentru probele colectate din cursul inferior al Dunarii si bratul Sulina, continutul de
oxigen dizolvat a fost masurat cu ajutorul unui oximetru Oxi 320 (WTW Germania). Pentru
cele colectate din Marea Neagra, determinarea temperaturii, salinitatii, oxigenului dizolvat
si pH-ului apei a fost efectuatd cu o sonda multiparametru EXO2 (YSI Incorporated, Yellow
Springs, SUA).

3.4. Prelucrarea probelor de macrozoobentos si sedimente colectate

Indivizii selectati pentru analize genetice au fost spalati cu apa ultrapura, introdusi in
200 pl solutie tampon Tris-EDTA pH 8 si stocati la -20°C (Ross si colab., 1990). Pentru
identificarea morfologicd, specimenele au fost conservate intr-o solutie de formaldehida 4%
si stocate Tn containere din plastic de 250 mL.

3.5. Analiza cantitativa si taxonomica a comunitatilor bentale dulcicole

Pentru probele colectate cu dispozitivele Van Veen, numarul de indivizi colectati pe
unitatea de suprafatd (1 m?) a fost calculat pe baza numarului total de indivizi din fiecare
proba. Pentru cele colectate cu fileul limnologic, abundenta a fost exprimata ca numadr total
de indivizi colectati. Identificarea taxonomica bazatd pe criterii morfologice a fost realizata

in conformitate cu cheile de identificare prevazute pentru fiecare grup de organism.
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3.6. Identificarea moleculara a organismelor bentale

AND-ul total a fost extras cu ajutorul kitului DNeasy Blood and Tissue Kit (Qiagen,
Hilden, Germania. Identificarea moleculara a specimenelor de nevertebrate s-a efectuat prin
metoda Codului de bare ADN (DNA barcoding) bazatd pe amplificarea PCR a genei
mitocondriale citocrom oxidaza 1 (CO1) (Hebert si colab., 2003). Secventele genei COI1 ale
indivizilor (larve de insecte, gastropode si crustacee) identificati prin Codul de bare ADN au

fost depuse in bazele de date internationale GenBank.
3.7. Analiza filogenetica si calcularea distantelor genetice intra- si interspecifice

Analiza filogenetica bazata pe secventele CO1, atat pentru speciile de gasteropode,
cat si pentru cele de crustacee, a fost efectuatd prin metoda statisticd de maxima probabilitate.
Distantele genetice intraspecifice si interspecifice au fost calculate cu ajutorul modelului

Kimura 2 parameter (K2P).

3.8. Evaluarea diversitatii comunitatilor bacteriene asociate speciilor de nevertebrate

si sedimentelor adiacente

Investigarea diversitatii bacteriene asociatd speciilor de nevertebrate acvatice M.
palmata si M. arenaria si a sedimentelor adiacente din habitatele specifice acestora s-a
realizat prin secventializarea [llumina a genei ARNr 16S a comunitétilor bacteriene. Pentru
organisme, AND-ul total a fost extras cu ajutorul kitului DNeasy Blood and Tissue Kit
(Qiagen, Hilden, Germania). Pentru probele de sedimente, ADN-ul a fost izolat cu ajutorul
kitului DNeasy PowerSoil Pro (Qiagen, Hilden, Germania). Secventializarea regiunilor V3-
V4 amplificate ale genei ARNr 16S a fost efectuata cu ajutorul unei platforme Illumina
MiSeq 300PE (Macrogen, Seul, Coreea de Sud). Secventele obtinute au fost analizate

utilizand metode bioinformatice si statistice.
3.9. Diversitatea functionala a comunititilor bacteriene

Diversitatea functionald a comunitatilor bacteriene identificate prin secventializare a
genei 16S ARNr a fost estimata utilizand programul de conversie Tax4Fun (ABhauer si

colab., 2015).
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4. REZULTATE: IDENTIFICAREA SI DISTRIBUTIA LARVELOR DE INSECTE
ACVATICE DIN CURSUL INFERIOR AL DUNARII

4.1. Colectarea probelor de macrozoobentos si caracteristicile habitatului acestora

Probele de larve de insecte au fost prelevate la sfarsitul primaverii (mai) 2019 si 2020
din 36 de locatii de-a lungul cursului inferior al fluviului Dunérea, n sectiunea cuprinsa intre

km 2 si km 811, incluzand bratul Sulina.
4.2. Diversitatea taxonomica si distributia larvelor de insecte

Identificarea genetica a larvelor de insecte izolate din toate locatiile de-a lungul
cursului inferior al Dunarii pe baza procentului de identitate a secventei ampliconului
citocrom oxidaza (COl) a pus in evidentd prezenta larvelor de insecte ale speciilor
Erythromma  viridulum, Gomphus flavipes, Triaenodes bicolor, Hydropsyche
bulgaromanorum, Heptagenia flava, Acentria ephemerella si Sialis morio apartindnd

ordinelor Odonata, Trichoptera, Ephemeroptera, Lepidoptera si respectiv Megaloptera.

Secventele CO1 corespunzatoare fiecarui individ identificat prin codul de bare ADN
au fost introduse in GenBank cu numerele de acces [MW139674] pentru E. viridulum,
[MW139673] pentru G. flavipes, [MW139670] pentru 7. bicolor, [MW139677] pentru H.
bulgaromanorum, [MW139671] pentru H. flava, [MW139675] pentru A. ephemerella si
[MW139669] pentru S. morio.

Prezenta si densitdtile Inregistrate ale celor sapte specii de insecte au variat in functie
de tipul de sediment din care au fost colectate. Datele au indicat prezenta tuturor speciilor
analizate in sedimente nisipoase si nisip cu elemente de pietris, cu exceptia larvei S. morio.
In schimb, zonele dominate de mal nisipos au fost populate doar de H. bulgaromanorum, T.
bicolor si S. morio, iar cele caracterizate de mal cu elemente de pietris si pietris malos

nisipos au fost colonizate de catre o singura specie (H. bulgaromanorum).

Distributia spatiald a acestor specii de larve acvatice in diversele sectoare ale cursului
inferior al Dunarii a fost neuniforma (Figura I'V.2), probabil ca urmare a influentei factorilor
de mediu. Astfel, larvele de H. bulgaromanorum au fost identificate in toate zonele (inclusiv
pe bratul Sulina) (Figura IV.2). Sectorul Bechet a fost populat de catre majoritatea speciilor
(cu exceptia larvelor G. flavipes si S. morio), in timp ce sectorul Cetate a fost populat doar

ce catre 2 specii, reprezentate de E. viridulum si H. bulgaromanorum (Figura IV.2).
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In cazul celor 7 specii de insecte acvatice investigate, densitatea estimati a
comunitatilor de larve colectate din toate situri fluviale a fost caracterizata de o larga
variabilitate dependentd de locatie si anul colectarii, precum si de prezenta plantelor

macrofitelor in habitatul acestora.
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Figura IV.2. Distributia larvelor de insecte in sectoarele Corabia, Bechet, Pisculet, Cetate si

bratul Sulina (Menabit si colab., 2022)

Ansamblul variabilelor luate in considerare pentru elucidarea factorilor care
influenteazad prezenta si distributia speciilor de larve apartinand celor 7 specii de insecte
acvatice investigate (Figura IV.3) indica o dominare a speciilor H. bulgaromanorum si H.

flava 1n sectoare extinse dar nesuprapuse ale cursului inferior al Dunarii.
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5. REZULTATE: IDENTIFICAREA SI DISTRIBUTIA SPECIILOR DE
GASTROPODE SI CRUSTACEE DIN CURSUL INFERIOR AL DUNARII

5.1. Colectarea probelor de macrozoobentos si caracteristicile habitatului acestora

Pentru investigarea speciilor de macrozoobentos, probele de nevertebrate au fost
colectate din 8 statii situate de-a lungul cursului inferior al Dunarii, acoperind o perioada de
3 ani de observatii consecutive (2019 —2021), in cadrul a 3 campanii pe teren desfasurate in

lunile mai si iunie.

5.2. Diversitatea taxonomica si analiza filogenetica a speciilor de gastropode si

crustacee din cursul inferior al Dunarii

Toate specimenele de gastropode si crustacee colectate din cele 8 statii de probare
au fost identificate prin tehnica codul de bare ADN, dintre care 16 gasteropode si 12

crustacee.

Secventele CO1 corespunzatoare fiecarui individ au fost introduse in baza de date
GenBank, cu numerele de acces [ON000192] si [ON000184] pentru Holandriana holandrii,
[MW139680] pentru Microcolpia daudebartii acicularus, [ON000180], [ONO00191] si
[ON000197] pentru Viviparus viviparus, [MW139681] si [MW139682] pentru Bithynia
tentaculata, [MW139678] pentru Theodoxus transversalis, [MW600073], [ON000193] si
[ON036036] pentru Ampullaceana lagotis, [MW600069] pentru Physa fontinalis,
[MW600083] pentru Planorbarius corneus, [ON000188] si [ON000194] pentru Gyraulus
parvus, [MW139683] si [ON000195] pentru Chelicorophium robustum, [MW600074],
[MW600089], [ON000187] si [ONO00189] pentru Dikerogammarus haemobaphes,
[MW600090] pentru D. villosus, [IMW600070], [IMW600071], IMW600072] si [ON000186]
pentru Limnomysis benedeni si [MW600085] pentru Paramysis (Serrapalpisis) lacustris.

Cele 9 specii de gastropode identificate in acest studiu apartin ordinelor
Caenogastropoda, Architaenioglossa, Littorinimorpha, Cycloneritida si Hygrophila si celor
8 familit Amphimelaniidae, Melanopsidae, Viviparidae, Bithyniidae, Neritidae, Lymnaidae,
Physidae si Planorbidae, iar cele 5 specii de crustacee din ordinele Amphipoda si Mysida

sunt incadrate in trei familii (Corophiidae, Gammaridae si Misidae)
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Analiza filogenetica a speciilor de gastropode si de crustacee identificate a evidentiat
apartenenta indivizilor colectati unor grupuri monofiletice de nevertebrate, confirmand

acuratetea tehnicii codului de bare ADN in identificarea taxonomica.

Astfel, pentru speciile de gasteropode, arborele filogenetic a fost construit pe baza
secventelor CO1 ce apartin la 28 de indivizi (Figura V.2). Dintre acestea, 16 au fost obtinute
in studiul curent, iar 10 secvente suplimentare au fost preluate din baza de date NCBI
GenBank (Figura V.2). Toate specimenele identificate ca fiind din aceeasi specie au apartinut
unor grupuri monofiletice pe arborele filogenetic (Figura V.2). Fiecare grup a corespuns unei

singure ramificatii si a prezentat valori "bootstrap" ridicate (Figura V.2).

HQ379431 Spongilla lacustris
- MK819687 Physa acuta
(88[I0.934193) FJ373018 Physa fontinalis

T (99.5/1/100) | A MW600069 Physa fontinalis

AY227364 Ampullaceana bafthica
(O8ELaY) A& ONO36036 Ampullaceana lagostis
(46 4/0889(-723 A ONQO00193 Ampuflaceana lagostis
A MWE00073 Ampullaceana lagostis
AY282590 Planorbarius corneus
(9571798) A MWE00083 Pfanorbarius corneus
{99.3/1/93) MZ127279 Gyraulus albus
(GB/17100) A ONODO194 Gyrawlus parvus
(100/1f100) A ONO0Q188 Gyraulus parvus
MK754586 Theodoxus fluviatis
(96.2/0.999/97) GQ365727 Theodoxus danubialis
(96.2/0.998/95) AHM171591 Theodoxus transversalis
(87.410.964194) MW139678 Theodoxus transversalis

MK517425 Viviparus acerosus
A ONDO0191 Viviparus viviparus

(98.511/54) {10071/100)
{98 4/1F100) A ON000197 Viviparus viviparus

A ONOO0O180 Viviparus viviparus

MW138416 Bithynia leachii
(96.9/1/98) l AMW139682 Bithynia tentaculata

(99.7/1/100) AMW139681 Bithynia tentaculata

JT

(72.8/0.57281

(88.7/0.947/84 A ON000192 Holandriana holandrii
(99.7/1/100) A ONO0O184 Holandriana holandrii
(48.770.882/5Z) KJ831022 Esperiana esperi
1res scater 01 (65.6/0.62549) r FJ652188 Microcopia daudebartii acicularis
(10071/100) L A MW139680 Microcopia daudehartii acicularis

Figura V.2. Arbore filogenetic al speciilor de gastropode obtinut pe baza secventelor genei
CO1. A: secvente din studiul curent; CO1 a speciei Spongilla lacustris (HQ379431) a fost
folosita ca “outgroup”; valorile din paranteze reprezintd SH-aLRT support (%)/aBayes
support/ultrafast bootstrap support (%) (Menabit si colab., 2022)

Pentru speciile de crustacee, arborele filogenetic creat pe baza secventelor ce apartin
la 16 indivizi, dintre care 12 din studiul de fata si 4 secvente apartinand speciilor omoloage
preluate din baza de date GenBank (Figura V.3). Ca si in cazul gastropodelor, reconstructia
filogenetica a evidentiat apartenenta tuturor indivizilor aceleiasi specii analizate unor grupuri

distincte, cu valori "bootstrap" ridicate (Figura V.3).
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HQ379431 Spongilla lacustris

AONOQC0186 Limnomysis benedeni
MZBORASIBOL | L oo AMWE00070 Limnomysis benedeni
ST A0 40150) AMWE00071 Limnomysis henedenf

SRIRLI | i st mosessmomirre S S BN SR RN SRS S S S A MWE00072 Limnomysis benedeni
DQ779850 Paramysis intermedia
[ @aasy | DQ779845 Paramysis (Mesomysis) lacustris
CISOBEEET A MWE00085 Paramysis (Mesomysis) lacustris
MN5S56090 Cheficorophium curvispinum
160 5/0.995/80 ) i
(LR GO | ‘ AQONO0G0195 Chelicorophiunt robustum
SR AMW139683 Chelicorophitm robustum

[CERaTES KM208875 Dikerogammarus villosus
G029 A MWE00090 Dikerogammarus villosus

@A 00 |F eESSSSmenE WA MRS AR AONQ00189 Dikeragammarus haemobaphes
A ON00C0187 Dikerogammarus haemobaphes
e e AMWE00089 Dikerogamimarus haemobaphes

(79.2/0.65487)

Tree seale: 01+ 1 AMWE00074 Dikerogarnmarus haemobaphes

Figura V.3. Arbore filogenetic al speciilor de crustacee obtinut pe baza secventelor
genei CO1. A: secvente din studiul curent; CO1 a speciei Spongilla lacustris (HQ379431)
a fost folosita ca “outgroup”; valorile din paranteze reprezinta SH-aLRT support (%)/aBayes

support/ultrafast bootstrap support (%) (Menabit si colab., 2022)

5.3. Distributia spatiala si ecologia speciilor de gastropode si crustacee in cursul inferior

al Dunarii

In cadrul acestui studiu, speciile de gastropode au fost identificate in 4 din cele 7
statii de probare localizate de-a lungul celor 3 brate principale ale Dunarii, precum si in statia
localizatd in sectorul Bechet. In schimb, speciile de crustacee au fost observate in toate cele

7 statii de pe bratele Dunarii pe parcursul celor 3 ani de studiu.

Speciile de gastropode M. daudebartii acicularis, V. viviparus, B. tentaculata, P.
fontinalis si P. corneus au fost prezente doar pe bratele Chilia si Sulina ale Dunarii (Figura
V.4). In schimb, zona Bechet a fost colonizata de speciile de gastropode fitofile H. holandrii,

T transversalis si G. parvus.

Speciile de crustacee (amfipodele si mizidele) au fost observate in statiile situate pe
toate cele trei brate ale Dunarii, Chilia, Sulina si Sf. Gheorghe, avand o distributie variabila.
In timp ce D. haemobaphes a populat cele trei brate ale Dunrii, D. villosus a fost identificata
doar pe bratele Sulina si St. Gheorghe iar C. robustum doar pe Chilia si Sulina. Cele doua
specii de mizide identificate (L. benedeni si P. lacustris) au fost prezente doar pe bratul

Sulina.
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6. REZULTATE: EVALUAREA COMUNITATILOR BACTERIENE ASOCIATE
SPECIEI DE POLICHET MARIN MELINNA PALMATA GRUBE, 1870 SI
SEDIMENTELOR ADIACENTE DIN MAREA NEAGRA

6.1. Colectarea probelor de macrozoobentos si caracteristicile habitatului zonei

investigate

Probele de sedimente au fost colectate din 4 statii localizate in partea de nord-vest a
selfului romanesc al Marii Negre, campania de prelevare a probelor avand loc in luna iunie

2020.

Substratul acestui polichet marin din toate cele 4 statii de probare a constat in
sedimente maloase alcdtuite din particule de silt si argild. Masuratorile in situ ale
parametrilor fizico-chimici ai apei in cele 4 locatii de probare nu au prezentat variatii

semnificative.
6.2. Diversitatea bacteriana in tesutuile de M. palmata si sedimentele asociate

Pentru evidentierea diversitatii microbiomului din Melinna palmata si a variabilitatii
sale in functie de distributia spatiald a polichetului iIn Marea Neagra, au fost obtinute si
analizate 16 probe de ADN microbian extras din tesutul a 8 specimene si 8 sedimente

adiacente din cele 4 locatii.

Diversitatea si structura comunitatilor bacteriene asociate cu acest polichet si cu
sedimentele reprezentand substratul fiecdrui individ investigat au fost determinate in cazul

probelor obtinute in duplicat prin secventierea [llumina a genei ARNr 16S.

Numarul total de secvente ADN rezultate (134975) a corespuns unui numar de 1444

de variante unice de secvente de ampliconi bacterieni (ASV-uri).

Diversitatea alfa calculatd pe baza indicelui Chaol a evidentiat diferente
semnificative intre cele doud grupuri analizate (tesuturi si sedimente), cu valori mai ridicate
in cazul probelor de sediment (Figura VI.3). In acord cu acest rezultat, indicele de diversitate
Fisher a evidentiat aceeasi tendinta. In ce priveste variatiile indicilor de diversitate Chaol si
Shannon de-a lungul gradientului de adancime, nu s-au remarcat variatii semnificative intre
cele doud matrici analizate. Mici variatii ale celor 3 indici de diversitate calculati au fost

observate atat intre diferitele tipuri de probe, cat si intre duplicate.
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Figura VI.3. Diversitatea alfa (indice Chaol) a comunitatilor bacteriene pentru probele de

M. palmata si sedimente (modificata dupa Menabit si colab., 2024)

Analiza diversitatii beta a comunitatilor bacteriene din probele analizate a evidentiat
diferente semnificative in ceea ce priveste diversitatea si abundenta relativa intre tesuturi si
sedimente ), formand comunitati preponderent distincte, si cu diferente mai pronuntate intre

microbiomul probelor de tesut.

6.3. Structura comunitatilor bacteriene asociate tesuturilor M. palmata si sedimentelor

adiacente

Rezultatele analizelor bioinformatice privind identificarea taxonomica a
comunitdtilor microbiene care colonizeaza polichetul marin M. palmata pe baza secventelor
[llumina 16S ARNr au pus in evidenta prezenta a 12 filumuri, 14 clase, 26 ordine, 26 familii
si 30 genuri bacteriene (Anexa 1), in timp ce comunitatile asociate sedimentelor au fost

clasificate n 12 filumuri, 19 clase, 34 ordine, 29 familii si 36 genuri (Anexa 1).

Compozitia microbiomului asociat M. palmata a fost dominatd de filumurile
Proteobacteria, Actinobacteriota, Cyanobacteria si Chloroflexi (Figura VI.6A). In schimb,
bacteriile ce colonizeazd sedimentele au fost in special reprezentate de filumurile

Actinobacteriota, Chloroflexi, Proteobacteria si Campylobacterota (Figura VI.6A).
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Figura VI.6. Abundenta comunitatilor bacteriene ce colonizeaza tesuturile si sedimentele la

nivel de filum (A), ordin (B) si gen (C) exprimata in ASV (modificatd dupa Menabit si

colab., 2024)

6.4. Profilul functional al comunitatilor bacteriene

sedimentele asociate

care colonizeaza M. palmata si

Profilului functional estimat al acestor comunitati bacteriene a indicat o prezenta

ridicata a genelor implicate in metabolismul amino acizilor si carbohidratilor, urmata de cele
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aferente metabolismului energetic, cofactorilor, vitaminelor, si lipidelor (p < 0.05) (Figura
VI.11A). De asemenea, un numar ridicat de gene responsabile de degradarea substantelor
xenobiotice, metabolizarea nucleotidelor, terpenoidelor, polichetidelor si pentru biosinteza

glicanilor si a altor metaboliti secundari au fost identificate in toate probele analizate (Figura

VL11A).
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Figura VI.11. Profilul functional al comunitatilor bacteriene din tesuturi si sedimente
estimat pe baza abundentelor genelor din céile metabolice KEGG. (A) Numarul de gene
functionale estimate pe baza ASV-urilor din matricile analizate; (B) diversitatea genelor

functionale in matricile analizate pe baza analizei PCA (Menabit si colab., 2024)

Cu toate acestea, analiza componentelor principale (PCA) a genelor functionale

determinate a pus in evidentd segregarea clara a profilului metabolic al microbiolului din

cele doud matrici analizate (Figura VI.11B).

22



7. REZULTATE: EVALUAREA COMUNITATILOR BACTERIENE ASOCIATE
DIFERITELOR TIPURI DE ORGANE ALE BIVALVEI MY4 ARENARIA
LINNAEUS, 1758 SI SEDIMENTELOR ADIACENTE DIN MAREA NEAGRA

7.1. Colectarea probelor de macrozoobentos si caracteristicile habitatului zonei

investigate

Probele de sedimente marine au fost colectate din 2 statii localizate in partea de nord-

vest a Marii Negre in luna iulie 2020.

Materialul sedimentar al celor doud situri investigate a fost reprezentat de maluri
provenite din depozite aluviale compuse din particule de silt si argila. Masuratorile in situ
ale parametrilor fizico-chimici ai apei in cele 2 locatii de probare nu au prezentat variatii

semnificative.
7.2. Comunitatea bacteriani in organele bivalvei M. arenaria si sedimentele asociate

Pentru evaluarea diversitdtii microbiene asociate diferitelor organe ale bivalvei
marine Mya arenaria si sedimentelor adiacente, au fost obtinute si analizate 14 probe de
ADN total extras din sifonul (4), branhiile (4) si stomacul (2) acestui nevertebrat si din

sedimente (4) colectate din cele 2 statii de probare din Marea Neagra.

Diversitatea si structura comunitdfii microbiomului asociate cu cele trei organe
analizate ale bivalvei M. arenaria (sifon, branhiile, stomacul) si sedimentele adiacente au
fost evaluate prin secventierea Illumina a genei ARNr 16S. Numarul total de secvente de
ADN rezultate (1.340.099) a corespuns unui numar de 11.223 de variante unice de secvente

de ampliconi bacterieni (ASV-uri).

Diversitatea alfa calculatd pe baza indicelui Chaol a evidentiat diferente
semnificative intre comunitdtile bacteriene care colonizeaza organele analizate ale bivalvei
st sedimente (Figura VII.4A). Indicii de diversitate Shannon, Fisher si ACE au prezentat o
tendintd similara, confirmand o diversitate mai redusd pentru bacteriile care colonizeaza
organele in comparatie cu cea a sedimentelor adiacente. Au fost observate diferente atat intre
probe, cat si intre replicate, cu variatii mai mari ale diversitdtii intre comunitatile asociate
diferitelor organe ale nevertebratului. In schimb, nu au fost observate diferente semnificative
intre aceste comunitati bacteriene in functie de adancimea apei (Figura VIL.4B). Analiza

diversitatii beta a comunitatilor bacteriene in raport cu tipul de proba analizat a indicat
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diferente semnificative in ceea ce priveste diversitatea microbiana dintre diferitele tipuri de
organe si sedimente, cu diferente mai mari intre microbiomul din branhii si stomac si cele

din sifon.
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Figura VIL.4. Diversitatea alfa a comunitatilor bacteriene calculata pe baza indicelui Chaol

in functie de (A). tipul de proba; (B). adancime

7.3. Structura comunitatilor bacteriene asociate organelor (sifon, branhii si stomac) M.

arenaria si sedimentelor adiacente

Identificarea taxonomica a comunitatilor bacteriene din tesuturile de M. arenaria a
evidentiat o structurd variabila a acestora. Astfel, taxonii bacterieni din comunitatile asociate
sifonului au cuprins 16 filumuri, 23 clase, 34 ordine, 41 familii si 43 genuri pentru.
Microbiomul ce colonizeaza branhiile a fost clasificat in 15 filumuri, 21 clase, 33 ordine, 39
familii s1 35 genuri, iar bacteriile asociate stomacului au apartinut la 14 filumuri, 22 clase,

30 ordine, 29 familii si 31 genuri. In cazul microbiomului sedimentelor adiacente acestei
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bivalve marine, acesta a cuprins 20 filumuri, 38 clase, 50 ordine, 48 familii si 54 genuri

bacteriene.

Distributia la nivel de filum in probele analizate a evidentiat un profil variabil atat
intre tipurile de organe, cat si Intre nevertebrat si sedimentele adiacente (Figura VIIL.6).
Astfel, comunitatile bacteriene prezente in sifonul M. arenaria au fost dominate de
filumurile Spirochaetota, Verrucomicrobiota, Proteobacteria si Bacteroidota. Bacteriile ce
colonizeaza branhiile au fost in principal reprezentate de Verrucomicrobiota, urmate de
Spirochaetota, Firmicutes si Proteobacteria, cu abundente relative similare (Figura VII.6).
Microbiomul stomacului a fost dominat de bacterii apartinand filumului Firmicutes, urmate
de Spirochaetota, Verrucomicrobiota si Planctomycetota, cu abundente comparabile, In
schimb, comunitatile din sedimente au fost reprezentate in principal de Proteobacteria, urmat

de Desulfbacterota, Bacteroidota si Chloroflexi (Figura VIL.6).
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Figura VII.6. Distributia taxonomica la nivel de filum a comunitétilor bacteriene asociate

organelor M. arenaria (branhii, sifon si stomac) si sedimentelor adiacente
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7.4. Diversitatea functionald a comunititilor bacteriene care colonizeaza organele M.

arenaria si sedimentele asociate

Rezultatele secventierii genei ARNr 16S au fost utilizate, de asemenea, pentru a
estima diferitele cai metabolice in care sunt implicate bacteriile ce colonizeaza M. arenaria
si sedimentele adiacente, pe baza similaritatilor de secvente cu organismele ale caror genom

complet a fost secventializat si anotat, folosind aplicatia Tax4Fun.

Profilul functional estimat a aratat o distributie relativ similara a abundentelor
diferitelor gene din diferitele cdi metabolice KEGG, cu prevalenta celor implicate in
metabolismul carbohidratilor, amino acizilor si energiei pentru toate probele analizate
(Figura VII.12). Desi testul t-Student a evidentiat un continut semnificativ mai mare doar a
genelor implicate in metabolismul nucleotidelor, s-a putut observa o usoara crestere a
numdrului de gene apartinand metabolismului lipidelor, energiei, carbohidratilor si

biodegradarea substantelor xenobiotice in probele de tesut (Figura VII.12).
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Figura VII.12. Profilul functional al comunitatilor bacteriene din organe st sedimente estimat
pe baza abundentelor genelor din caile metabolice KEGG. Numarul de gene functionale este

estimat pe baza ASV-urilor din matricile analizate
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8. CONCLUZII GENERALE SI PERSPECTIVE

Cele patru studii de caz prezentate in cazul lucrérii de doctorat ofera o perspectiva
detaliatad asupra distributiei si ecologiei unor nevertebrate (larve de insecte, gastropode si
crustacee) care populeaza sectorul inferior al Dunarii. De asemenea, acestea examineaza
diversitatea si structura comunitatilor bacteriene care colonizeazd doud specii de
nevertebrate marine (polichetul tubicol Melinna palmata si bivalva Mya arenaria), precum
si sedimentele adiacente de la litoralul roméanesc al Marii Negre. Aceste cercetari
demonstreaza totodata utilizarea tehnicilor de biologie moleculard codul de bare ADN si
secventierea [llumina a genei ARNr 16S pentru a aduce informatii noi asupra distributiei si
diversitatii genetice a organismelor acvatice studiate si a microbiomurilor asociate acestora

si sedimentelor adiacente.

Primul studiu de caz a avut ca scop identificarea a sapte specii de larve de insecte
apartindnd ordinelor Odonata, Trichoptera, Ephemeroptera, Lepidoptera si Megaloptera,
folosind metoda codului de bare ADN bazatd pe secventierea genei mitocondriale care
codifica citocrom oxidaza 1 (CO1), precum si evaluarea distributiei lor in sectorul romanesc

al Dunarii, in raport cu tipul de substrat, oxigenul dizolvat si adancimea apei.

Rezultatele au evidentiat diferente semnificative in distributia si densitatea acestor
specii 1n diferitele sectoare analizate ale Dunarii. Majoritatea speciilor (Erythromma
viridulum, Gomphus flavipes, Triaenodes bicolor, Hydropsyche bulgaromanorum,
Heptagenia flava, Acentria ephemerella) au fost identificate in sectoarele Corabia, Bechet,

Pisculet si Cetate, cu exceptia Sialis morio, prezenta doar pe bratul Sulina.

Aceste date oferd informatii noi asupra distributiei unor insecte acvatice, sugerand
impactul unor factori de mediu, precum tipul de substrat si addncimea apei asupra prezentei

larvelor acestor specii de insecte n sectorul roméanesc al Dunarii.

Cel de-al doilea studiu de caz a vizat identificarea moleculard si evaluarea
distributiei spatiale a unor specii de crustacee amfipode (Chelicorophium robustum,
Dikerogammarus villosus si D. haemobaphes) si mizide (Limnomysis benedeni, Paramysis
lacustris) Ponto-Caspice, precum si a unor gastropode (Viviparus viviparus, Bithynia
tentaculata, Microcolpia daudebartii acicularis, Ampulaceana lagotis, Planorbarius
corneus, Holandriana holandrii, Theodoxus transversalis si Gyraulus parvus) in sectorul

inferior al Dunarii, In raport cu tipul de substrat si adancimea apei.
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Astfel, 16 indivizi de gastropode si 12 de crustacee au fost identificati la nivel de
specie prin intermediul secventierii genei COI1, acest studiu oferind prima identificare

moleculard a unor specii de gastropode in cursul inferior al Dunarii.

Reconstructia filogeneticd a evidentiat apartenenta speciilor de gastropode si
crustacee la grupuri monofiletice, cu indivizi din aceeasi specie grupandu-se intr-o singura

clada.

Majoritatea speciilor de gastropode vizate (V. viviparus, B. tentaculata, M.
daudebartii acicularis, A. lagotis si P. corneus) au fost identificate de-a lungul bratelor
Dunarii, in timp ce speciile fitofile H. holandrii, T. transversalis si G. parvus au fost
identificate in sectorul Bechet. In ceea ce priveste speciile de crustacee (amfipodele si
mizidele), acestea au fost observate in statiile situate pe toate cele trei brate ale Dunarii,

avand o distributie variabila.

Cel de-al treilea studiu de caz a avut ca scop evaluarea microbiomului asociat
polichetului marin M. palmata si sedimentelor adiacente din zona litoralului romanesc al
Marii Negre, utilizdnd secventierea Illumina a genei ARNr 16S, reprezentand prima

caracterizare a comunitdtilor bacteriene ce colonizeaza aceasta specie.

Rezultatele obtinute au condus la identificarea a 134975 ASV-uri bacteriene,
comunitatile bacteriene ce colonizeazd M. palmata apartinand la 12 increngaturi, 14 clase,
26 ordine, 26 familii si 30 genuri, iar cele asociate sedimentelor fiind clasificate in 12

increngaturi, 19 clase, 34 ordine, 29 familii si 36 genuri.

Din punct de vedere al diversitdtii celor doud tipuri de comunitati bacteriene
analizate, s-au evidentiat diferente semnificative, cu valori mai ridicate ale indicilor de
diversitate in cazul sedimentelor. In schimb, nu au fost observate diferente semnificative ale

diversitatii microbiene de-a lungul gradientului de adancime.

Compozitia comunitatilor bacteriene a indicat o microbiota specificd pentru M.
palmata, distinctd de cea a habitatului sau fizic, reprezentata in principal de bacteriile
apartinand filumului Proteobacteria, in timp ce sedimentele au fost dominate de specii de

Actinobacteriota.
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Comunitatile bacteriene care colonizeazd ambele matrici analizate sunt implicate in
diverse procese metabolice, prezentand un profil functional in care domind metabolismul

amino acizilor si al carbohidratilor.

Cel de-al patrulea studiu de caz a urmarit evaluarea comunitatilor bacteriene
asociate diferitelor organe ale bivalvei M. arenaria (sifon, branhii si stomac) si sedimentelor
inconjuratoare de la litoralul romanesc al Marii Negre, utilizdnd secventierea Illumina a

genei ARNr 16S.

Acest studiu reprezintd prima caracterizare a variatiei microbiomului bivalvei M.

arenaria la nivel de organ.

Rezultatele obtinute au condus la identificarea a 1340099 ASV-uri bacteriene,
comunitdtile bacteriene asociate sifonului fiind clasificate in 16 filumuri, 23 clase, 34 ordine,
41 familii si 43 genuri, cele ce colonizeaza branhiile in 15 filumuri, 21 clase, 33 ordine, 39
familii si 35 genuri, iar bacteriile asociate stomacului apartinand la 14 filumuri, 22 clase, 30
ordine, 29 familii si 31 genuri. In cazul microbiomului sedimentelor adiacente, acesta a

cuprins 20 filumuri, 38 clase, 50 ordine, 48 familii si 54 genuri bacteriene.

La nivelul diversitatii microbiene a matricilor investigate, s-au observat diferente
semnificative intre comunitdtile bacteriene asociate sedimentelor si celor 3 organe
investigate ale M. arenaria, cu valori mai ridicate ai indicilor de diversitate in cazul
microbiomului sedimentelor. In schimb, nu au fost observate diferente notabile ale

diversitatii microbiene in functie de adancimea apei.

La nivel taxonomic, microbiomul asociat sifonului a fost reprezentat in principal de
filumul Spirochaetota, speciile de Verrucomicrobiota au prevalat in branhii, iar cele
apartinand filumului Firmicutes In stomac, in timp ce bacteriile care colonizeaza sedimentele

au fost dominate de taxonii apartindnd filumului Proteobacteria.

La nivel functional, comunitatile bacteriene asociate atat organelor bivalvei M.
arenaria, cat si sedimentelor, sunt implicate in diverse procese metabolice, cu prevalenta in

metabolismul carbohidratilor, amino acizilor si cel energetic.
Perspective

Descifrarea diversitdtii taxonomice si functionale, a distributiei nevertebratelor in

ecosistemul Dunare - Delta Dunarii - Marea Neagra, precum si a rolului comunitatilor de
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bacterii asociate acestor nevertebrate, reprezintd aspecte esentiale pentru intelegerea

functionarii si rezilientei acestor ecosisteme acvatice.

In acest context, continuarea monitorizarii acestor organisme si a altor specii de
polichete, bivalve, crustacee, precum si spongieri, tunicate, este esentiald pentru a intelege

dinamica populatiilor si impactul factorilor de mediu asupra distributiei lor.

Implementarea unor metode de management al biodiversitatii, bazate si pe datele
obtinute din analizele genetice, pot servi la conservarea speciilor indigene si la detectarea si
controlul celor invazive. Astfel, studiile ulterioare se vor extinde si la alte grupe de
nevertebrate, oferind informatii esentiale pentru conservarea biodiversitatii si pentru

managementul durabil al resurselor naturale din ecosistemele acvatice.

Pentru o caracterizare detaliata a profilului functional al comunitatilor bacteriene
asociate acestor specii de nevertebrate, este necesara efectuarea unor analize moleculare
utilizand tehnici avansate de metagenomica si metatranscriptomicd, ceea ce va contribui la
descifrarea rolului microbiomului organismelor din habitatele Marii Negre si Dunarii in

adaptarea acestor nevertebrate acvatice la conditiile de mediu.

In plus, investigarea potentialului aplicativ al bacteriilor identificate in aceste studii
in biodegradarea poluantilor sau in diferite biotehnologii, atat prin testarea unei game largi
de activitati enzimatice, cat si prin analiza genomica a acestor tulpini, poate deschide noi
oportunitati de identificare a unor compusi bioactivi cu proprietati particulare si la extinderea
cercetdrii spre bioprospectarea acestor surse ecologice marine si fluviale pentru identificarea

de noi microorganisme utile in bioeconomie.
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