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GENETIC AND CYTOGENETIC DIVERSITY IN SPINED LOACHES (COBITIS) POPULATIONS FROM

THE COGALNIC RIVER

Summary. This study describes a hybrid population of fish from the Cobitis taenia complex in the Cogalnic River,
characterized by the presence of diploid, triploid, and tetraploid individuals. Based on genotyping and karyotyping,
the genetic structure and ploidy levels of the Cobitis population in the Cogalnic River were characterized. The results
indicate the presence of multiple hybrid biotypes within the same complex, in which tetraploids may arise through the
occasional fertilization of clonal oocytes produced by triploid females. Tetraploid males are sterile and do not contribute
genetically to the population. The study highlights the importance of recurrent hybridization and polyploidization in
the evolution of the Cobitis taenia hybrid complex, offering new insights into the genetic diversity and mechanisms
maintaining polyploid populations in the northwestern Black Sea basin.

Keywords: Cobitis, hybridization, polyploidy, clonal reproduction, cytogenetics, microsatellites, Cogalnic River.

Rezumat. Acest studiu descrie o populatie hibrida de pesti din complexul Cobitis taenia, din raul Cogalnic, caracteri-
zata prin prezenta indivizilor diploizi, triploizi si tetraploizi. Pe baza genotiparii si a cariotiparii a fost caracterizata structura
genetica si nivelurile de ploidie ale populatiei de Cobitis din raul Cogalnic. Rezultatele indica prezenta mai multor biotipuri
hibride in cadrul aceluiasi complex, in care tetraploizii pot aparea prin fertilizarea ocazionala a ovocitelor clonale produse
de femele triploide. Masculii tetraploizi sunt sterili si nu contribuie genetic la populatie. Studiul evidentiaza importanta
hibridizarii recurente si a poliploidizarii in evolutia complexului hibrid Cobitis taenia, oferind noi perspective asupra diver-
sitatii genetice si asupra mecanismelor care mentin populatiile poliploide in bazinul nord-vestic al Marii Negre.

Cuvinte-cheie: Cobitis, hibridizare, poliploidie, reproducere clonala, citogenetica, microsateliti, raul Cogalnic.
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INTRODUCERE

In ultimele decenii, speciile de zvarlugi din genul
Cobitis au devenit un model de studiu relevant atat
din perspectiva taxonomica, cat si evolutiva, datoritd
frecventei ridicate a hibridizérilor interspecifice si a
strategiilor reproductive neobisnuite [1]. Aceste spe-
cii de pesti bentonici populeazd habitatele cu ape len-
te — sectoare inferioare ale raurilor, lacuri si canale cu
substratnisipossivegetatiesubmersaabundenta[1;2].
Distributia genului Cobitis este palearcticd, cu o di-
versitate considerabila in Asia si Europa. Aplicarea
metodelor moderne de geneticd moleculard si cito-
geneticd a condus la identificarea a peste nouazeci
de specii valide, incluzand forme criptice si hibrizi
naturali [2; 3].

Raurile din bazinul nordic al Mérii Negre adapos-
tesc un complex dinamic de zvdrlugi, in care structura
geneticd si cariotipica a fost modelatd de hibridizare,
poliploidie si procese biogeografice. Complexul C. tae-
nia include speciile parentale C. taenia (TT), C. elon-
gatoides (EE), C. taurica (CC) si C. tanaitica (NN), iar
in unele zone C. melanoleuca si specia inrudita Saba-
nejewia balcanica [4]. Hibrizii se reproduc prin gino-
geneza: femelele hibride produc ovocite genetic iden-
tice cu propriul genom, pastrand nivelul de ploidie.
Dezvoltarea embrionard este declansata prin activarea
mecanica a ovocitelor de catre spermatozoizii speciilor
parentale, a cdror contributie genomica este, de regula,
eliminata. In cazuri rare, genomul patern este retinut,
ceea ce poate conduce la cresterea nivelului de ploidie
si la aparitia de noi linii hibride. Masculii rezultati in
aceste situatii sunt sterili [5].

Populatiile din bazinul nord-vestic al Marii Ne-
gre includ biotipuri diploide, triploide si tetraploide,
reprezentand un sistem ideal pentru studiul evoluti-
ei prin hibridizare si poliploidie. Studiile efectuate in
rauri mari precum Prut §i Nistru au identificat: C.
elongatoides si hibrizi triploizi EEN in Prut; TT, EE si
NN, precum si hibrizi interspecifici de diverse ploidii
in Nistru [6]. Analizele citogenetice si genetice au de-
monstrat existenta unor forme hibride diploide, tri-
ploide si tetraploide cu o diversitate ridicata de haplo-
tipuri mitocondriale, sugerand multiple evenimente
de hibridizare [2].

Din perspectiva biogeograficd si paleogeografica,
raurile din bazinul Marii Negre au functionat ca ve-
ritabile coridoare pentru expansiunea si colonizarea
biotipurilor hibride clonale. Aceastd conectivitate a
facilitat dispersia biotipurilor diploide si poliploide
de-a lungul intregului bazin, crednd conditii favora-
bile pentru interactiuni intre complexe genetice dis-
tincte [7].
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Raul Cogalnic, situat intre Dundre si Nistru, se
conecteazd, indirect, cu Marea Neagra. Desi nu exis-
ta date ample privind acest rau, poate fi presupus cd
structurile hidrografice similare ar putea sustine pro-
cese comparabile de colonizare si stabilizare a linii-
lor hibride in regiune. cu o lungime de aproximativ
243 km si un bazin de circa 3.900 km?, Raul Cogalnic
traverseaza sudul Republicii Moldova si sud-vestul
regiunii Odesa (Ucraina). Cursul sau a fost fragmen-
tat de amenajari antropice (baraje, acumulari, secari
locale) [8]. Pand in prezent, nu au fost realizate studii
detaliate asupra diversitatii genetice si cariotipice a
reprezentantilor genului Cobitis de-a lungul intregu-
lui curs al Cogalnicului, cu exceptia unor observatii
izolate [9].

In acest context, analiza diversitatii citogenetice si
moleculare a zvérlugilor din raul Cogalnic este esen-
tiala pentru clarificarea statutului taxonomic al popu-
latiilor locale, identificarea biotipurilor hibride si in-
telegerea dinamicii evolutive a complexului C. taenia
in cadrul paleogeografic si ecologic al bazinului Marii
Negre.

MATERIALE SI METODE

Colectarea specimenelor

Pe parcursul anilor 2018-2020, au fost colectate 47
de specimene de Cobitis din raul Cogalnic, in apropie-
rea localitdtii Gura Galbenei, utilizdnd un minciog cu
diametrul ochiului de 0,3 mm. O parte dintre exem-
plare a fost anesteziata conform reglementirilor etice
si fixate in etanol 70%, iar 24 de specimene vii au fost
transportate in conditii controlate pentru analiza ca-
riotipica. Identificarea masculilor s-a realizat pe baza
caracterelor morfologice, acestia fiind caracterizati de
o formatiune osoasa distincta pe a doua radie a inota-
toarei ventrale.

Prepararea cariotipurilor

Pentru obtinerea cariotipurilor, 4 masculi si 6 fe-
mele au fost injectati cu colchicina 0,1% (1 mL/100 g
masd corporald), cu 45 de minute inainte de eutanasi-
ere. Eutanasierea si disectia specimenelor s-au realizat
cu 2-fenoxietanol. Rinichii au fost izolati si transferati
intr-o solutie hipotonica de KCI 0,075 M, la tempera-
tura camerei [10].

Tesutul a fost macerat si filtrat printr-o sitd de
otel, pentru obtinerea unei suspensii de celule fara
fragmente tisulare. Celulele au fost supuse hipotoni-
zarii timp de 40 de minute, apoi s-au addugat citeva
picaturi de solutie fixatoare metanol: acid acetic glacial
(3:1). Suspensiile celulare au fost centrifugate in tuburi
de 15 mL timp de 10 minute, la 4 °C. Supernatantul a
fost eliminat, iar celulele au fost spélate de cel putin
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Tabelul 1
Intervalele de dimensiune ale microsatelitilor in speciile parentale de Cobitis (pb) [12]
Speci Loci microsatelitari
ecla
P COTA_006 COTA_025 COTA_032 COTA_041 COTA_093 COTA_111
TT 336-374 144-160 232-236 370-384 341-357 341-357
CC 323-374 - 232-260 359-372 339-359 254-298
NN 332-370 - 215-236 339-353 315 266-285
EE 313-353 - 212 330-332 311 -
doud ori cu aceeasi solutie fixatoare. Ulterior, celulele REZULTATE

au fost resuspendate in 0,5-1 mL solutie fixatoare si
depozitate la -20 °C pana la analiza .

Pe lamele de microscop incalzite la 45 °C s-a apli-
cat céte o picatura de suspensie celulara. Dupa uscarea
preparatelor la temperatura camerei, a fost realizatd
coloratia Giemsa. Observarea cariotipurilor metafa-
zice s-a realizat cu un microscop automatizat Axio
Imager.Z2 (Carl Zeiss Microscopy GmbH, Jena, Ger-
many), iar analiza imaginilor a fost efectuata prin in-
termediul Metafer system (MetaSystems, Altlussheim,
Germany).

Cromozomii metafazici au fost clasificati in cate-
goriile metacentrici, submetacentrici, subtelocentrici
si acrocentrici, pe baza pozitiei centromerului si a ra-
portului dintre bratul scurt (p) si bratul lung (q), con-
form criteriilor standard [11].

Analiza genetica

Pentru evaluarea polimorfismului genetic au fost
analizati sase markeri microsatelitari nucleari la 43
de indivizi: COTA_006, COTA_025, COTA_032,
COTA_041, COTA_093 si COTA_111 (Tabelul 1)
[12]. Apartenenta geneticd a specimenelor a fost deter-
minata pe baza literaturii existente referitoare la speci-
ile parentale si la hibrizii raspanditi in Europa Centrald
si de Est (C. taenia, C. elongatoides, C. tanaitica) [12].

Nivelul de ploidie a fost estimat prin calcularea
numarului total de alele per locus pentru fiecare spe-
cimen.

Analiza polimorfismului sexual a identificat 13
masculi si 34 de femele in populatia de Cobitis din
raul Cogalnic. Distinctia intre speciile parentale si
hibrizii poliploizi a necesitat utilizarea markerilor
genetici. Genotiparea microsatelitara a 45 de indivizi
pe sase loci (COTA_006, COTA_025, COTA_032,
COTA_041, COTA_093, COTA_111) a evidentiat o
structura geneticd complexd, cu indivizi diploizi, tri-
ploizi si tetraploizi, corespunzind mai multor bioti-
puri distincte, in functie de profilurile alelice asociate
genotipurilor de referintd E, T, C si N.

Populatia a fost dominata de triploizi (69%), toti
identificati drept ETT, inclusiv sase femele triploide
analizate. Tetraploizii au reprezentat 24% din totalul in-
divizilor si au fost identificati drept ETTT la masculi.
Diploizii au constituit 7% din esantion si au inclus un
mascul cu 50 de cromozomi, identificat prin microsate-
liti drept TT. Avand in vedere ca forma standard TT are
48 de cromozomi, acest rezultat sugereazd variatii cro-
mozomiale locale sau evenimente de poliploidizare. In
cadrul biotipurilor triploide, majoritatea indivizilor au
fost ETT, cu exceptia unui singur exemplar, Mol_192,
identificat ca hibrid ECC. Tetraploizii au fost predomi-
nant ETTT, insd doi indivizi, Mol_175 si Mol_191, au
fost identificati drept hibrizi ECCN. Datele absolute pri-
vind biotipurile, sexul si numarul de cromozomi sunt
prezentate intr-un tabel separat (Tabelul 2).
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Figura 1. Cariotipul (A) si cariograma (B) cu 50 de cromozomi (2n = 50) la un mascul diploid 20MD1C08M
din réul Cogélnic.
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Figura 2. Cromozomii mitotici (A) si meiotici (B) la masculii tetraploizi cu 99 de cromozomi. Cu varf de sageata rosie
sunt indicati multivalentii formati in meioza, cu sageata albastra sunt indicati univalentii — cromozomii neconjugati.

Tabelul 2
Datele microsatelitare si citogenetice obtinute de la indivizii colectati din raul Cogalnic
ip | hr | gpx | Plob- | Bioti- | oamy 006| cOTA 025 COTA_032| COTA 041 | COTA 093 | COTA_111
(n) die (n) | pul
Mol_169 F 3 ETT 145, 145
332, 370,
Mol_170 F 4 ECCN 413,415
Mol_179 M 2 TT 141, 141 375, 402,
404
Mol_182 F 3 ETT 145, 145 332, 371,
392
Mol_190 F NA NA
214,217, 219, 251,
Mol_192 F 3 ECC 350, 371 235 333,372 307, 324 261
344, 349, 213, 216, 332, 370, 218, 250,
Mol_175 M 4 ECCN 370 234,259 408, 415 306, 324 255, 261
Mol_172 F 3 ETT 348, 366 145, 145 213,234 331, 370, 306, 324 218, 263,
392 276
Mol_173 F 3 ETT 347,374 145, 145 213,234 332, 370, 306, 324 218, 263,
391 275
Mol_174 F NA NA
Mol_180 F 3 ETT 348,374 145, 145 213,234 332, 371, 306, 324 218, 263,
392 276
Mol _181 F 3 ETT 347,374 145, 145 213,234 332, 371, 306, 324 218, 263,
392 275
337, 350, 214,217, 332,371, 307, 325, 219, 251,
Mol_191 F 4 ECCN 375 235,260 375 336 261
20MD-
1COSM 50 M 2 TT 342,367 235, 239 343,410 333, 360 255, 257
20MD- 342, 349, 215, 235, 334,373, 307, 325, 220, 263,
1CO09F F 3 ETT 375 141, 145 260 394 333 276
Mol_183 F 3 ETT 349, 375 145, 145 214,235 332, 371, 307, 325 219, 264,
392 276
345, 348, 214,234, 332, 341, 306, 324, 218, 255,
Mol_171 Bl | ETTT ) gy, 145, 145 259 370,392 336 263,276
344 347 332, 370, 218, 250,
Mol_176 M 4 ETTT 374 145, 145 213,234 392, 407 306, 324 263,275
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214,235, | 332,341, | 307,325, | 219,264,
Mol_187 ETTT | 349375 | 145,145 o G, 390 o, g
214,235, | 332,366, | 307,325, | 219,251,
Mol_188 ETTT | 349,363 | 145,145 o e o Yor e
Mol_184 ETT | 349,375 | 145,145 | 214,235 | >2237L | 307 355 | 219264
392 276
Mol_185 ETT | 348,375 | 145,145 | 214,235 | >2237L | 307 305 | 219264
392 276
Mol_186 ETT | 348,375 | 145,145 | 214,235 | 222370 | 307 355 | 219263
392 276
Mol_189 ETT | 349,375 | 145,145 | 215,236 | 22370 | 307,325 | 229264
392 276
20MD- 333, 372, 220, 263,
conr | 7 ETT | 350,377 | 145,145 | 216,236 o 307, 326 "
20MD- 333,372, 219, 263,
i ETT | 349,375 | 145,145 | 214,235 o 307, 325 "
20MD- 333, 372, 219, 263,
o ETT | 349,375 | 145,145 | 214,235 on 307, 325 i
20MD- 334, 373, 219, 263,
iy ETT | 349,375 | 145,145 | 214,235 ot 307, 325 "
20MD- 334, 372, 218, 263,
i ETT | 349,375 | 145,145 | 214,235 ot 307, 325 e
20MD- 339, 350, 216,236, | 333,372, | 307,326, | 220,261,
1coam | ETTT | 57 145, 145 277 393, 413 365 264, 276
20MD- 335, 372, 219, 263,
iy ETT | 349,375 | 145,145 | 214,235 o 307, 325 o
20MD- 333, 372, 220, 263,
oor ETT | 348,375 | 145,145 | 215,235 on 307, 325 oy
20MD- 347, 350, 333,372, | 307,325, | 220,255,
1cosm | ETTT | 576 141,145 1 215,236 | 393 409 357 263, 277
20MD- 333, 370, 218, 263,
e ETT | 348,375 | 145,145 | 214,235 o 307, 325 o
20MD- 333, 371, 218, 263,
e ETT | 348,367 | 145,145 | 214,235 on 307, 325 o
20MD- 347, 350, 214,235, 333,372, | 307,325, | 219,261,
1CO6M ETTT | 55, 145, 145 260 |380,393 333 264,276
20MD- 346, 349, 215,235, 334,373, | 307,325, | 220,261,
1C07M ETTT |~ 576 145, 145 239 [381,395 333 263, 276
20MD- 337, 349, 214,235, 334,372, | 307,325, | 218,257,
1ciom | 190 ETTT | 505 145, 145 239|378, 394 333 264, 276
20MD- 333,372, 219, 263,
eoan | 75 ETT | 349,376 | 145,145 | 214,235 |0 307, 325 ol
20MD- 342, 349, 215,235, 333,371, | 307,325, | 220,263,
1C13M L 145, 145 276 |387,393 356 274,276
20MD- 342, 349, 214,235, 334,343, | 307,325, | 219,263,
1C16F ETTT | = 55 145,145 260|372, 394 356 276
20MD- 346, 349, 333,372, | 307,325, | 219,257,
1C19F ETTT | = 55 145,145 1 214,235 1594 356 263,276
20MD- 333,372, 220, 264,
i ETT | 349,375 | 145,145 | 215,235 |7 309, 325 o
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20MD-
1COLF 75| F 3 ETT
20MD-
1CO2F 75| F 3 ETT

Pentru cariotipare au fost selectati 10 indivizi: un
mascul diploid, trei masculi tetraploizi si sase feme-
le triploide. Masculul diploid a prezentat 50 de cro-
mozomi (Figura 1A), dintre care 40 metacentrici/
submetacentrici si 10 subtelocentrici/acrocentrici
(Figura 1B), asemdnandu-se cu speciile C. pontica si
C. taurica. Masculii tetraploizi au prezentat seturi te-
traploide, doud exemplare avand 99 de cromozomi
(Figura 2A), dintre care 75 proveneau de la specii pa-
rentale cu 50 de cromozomi, iar 24 erau haploizi pro-
venind de la C. taenia cu 48 de cromozomi. Cariotipul
exemplarului cu 100 de cromozomi a provenit de la
speciile parentale cu 50 de cromozomi. Toate feme-
lele triploide au fost identificate genetic drept ETT.
Dintre acestea, patru au fost cariotipate, prezentind
75 de cromozomi, iar doud nu au putut fi analizate.
Din gonadele masculilor tetraploizi au fost obtinute
suspensii celulare cu cromozomi meiotici. La specii-
le parentale cu 48 si 50 de cromozomi sunt prezenti
24-25 de bivalenti. Masculii tetraploizi au prezentat un
numadr variabil de bivalenti, univalenti si multivalenti
(Figura 2B), cu variatii numerice intre diferite celule
meiotice, reflectind diversitatea meiotica caracteristi-
ca hibrizilor tetraploizi.

Aceste rezultate confirmd prezenta unei populatii
complexe de Cobitis in raul Cogalnic, in care hibridi-
zarea si poliploidia genereaza multiple biotipuri si ni-
veluri de ploidie, evidentiind dinamica geneticd a po-
pulatiei si rolul determinant al hibridizarii la structura
sa evolutiva (Tabelul 2).

DISCUTII

Studiul evidentiaza existenta unei populatii hibri-
de de Cobitis in raul Cogélnic, cu o structura genetica

si citogenetica complexa, incluzand indivizi diploizi,
triploizi si tetraploizi. Identificarea masculului diploid
20MD1C08M, cu genotip TT si 50 de cromozomi, ofe-
rd un punct de referinta important pentru intelegerea
originii tetraploizilor cu aproximativ 100 de cromo-
zomi. Acest rezultat sugereaza ci o linie TT cu 50 de
cromozomi a avut un rol esential in procesul de poli-
ploidizare, in conditiile in care specia TT standard este
cunoscutd cu 48 de cromozomi. Toate femelele triploi-
de au fost identificate drept ETT, iar masculii tetraplo-
izi drept ETTT, conform profilurilor microsatelitare.

Populatia din raul Cogalnic poate fi structurata
in doud complexe hibride principale: complexul E-T
(ETT/ETTT), cel mai frecvent, implicand genomurile
EE si TT, si complexul E-C-N (ECC/ECCN)), care in-
clude o linie cripticd CC si genomurile E, C si N. (Ta-
belul 3). Acest tip de structura hibrida este congruent
cu ceea ce a fost descris anterior in alte bazine hidro-
grafice ale regiunii Mérii Negre, unde au fost identifi-
cate populatii complexe formate din indivizi diploizi,
triploizi si tetraploizi [13]. Autorii mentioneaza ca in
aceste cazuri tetraploizii s-ar fi format prin fertiliza-
rea ovocitelor nereduse ale hibrizilor triploizi de cé-
tre spermatozoizii unei specii parentale sau gazda -
mecanism care ar putea explica si originea tetraploizi-
lor din raul Cogalnic.

Mecanismele implicate in aparitia formelor po-
liploide pot include: migratia formelor clonale din
raurile mari catre afluenti, schimbarea gazdei sexua-
le pentru fertilizarea icrelor clonale de catre femelele
hibride, precum si o frecventd sporité a evenimentelor
de poliploidizare [14]. In acest context, proportia ri-
dicata a triploizilor (= 60 %) si tetraploizilor (= 35 %)
sugereaza o expansiune recentd a liniei clonale hibri-

Tabelul 3

Caracterizarea biotipurilor hibride de zvarluga din raul Cogalnic,
cu originea ipotetica, compozitia genomica, nivelurile de ploidie si exemple reprezentative

Biotip hibrid Origine propusa C;?E;ziige Nivel de ploidie Exemplu reprezentativ
EC EE x CC E+C Diploid (2n) hibrid ipotetic
ECC EC (oocit clonal) x CC E+C+C Triploid (3n) Mol_192
ECCN ECC (oocitclona) x NN| E+C+C+N Tetraploid (4n) Mol_191, Mol_175
ET EExTT E+T Diploid (2n) hibrid ipotetic
ETT ET (oocit clonal) x TT E+T+T Triploid (3n) Mol_172, Mol_180
ETTT ETT (oocit clonal) x TT E+T+T+T Tetraploid (4n) Mol_171, Mol_176

56 | AKADEMOS 1/2026




STINTE BIOLOGICE

de, asociata cu o reducere a frecventei formelor diplo-
ide parentale. In general, masculii hibrizi, inclusiv cei
tetraploizi, prezinta sterilitate reproductivd, ceea ce
limiteaza rolul lor direct in transmiterea genomica.

Din perspectiva evolutiva, prezenta complexelor
hibride cu multiple niveluri de ploidie in genul Cobitis
demonstreaza ca hibridizarea si poliploidizarea sunt
procese recurente in istoria evolutiva a acestei grupe,
fiind influentate de dinamica hidrografica postglaciara
si de coridoarele de colonizare dintre bazinele fluviale
ale Marii Negre si Dunarii [4; 7; 15]. In acelasi timp,
frecventa ridicata a formelor poliploide din raul Co-
gélnic ar putea reflecta o toleranta ecologica sporita
la conditiile de mediu, ceea ce ar sustine ipoteza unei
selectii naturale favorabile formelor poliploide in eco-
sisteme afectate de stres-antropic.

Cu toate acestea, studiul prezinta unele limitari:
lipsa unor date detaliate privind meioza la masculii te-
traploizi, absenta analizelor citogenetice avansate (hi-
bridizare fluorescentd in situ/hibridizarea genomica
comparativd) pentru identificarea precisa a seturilor
cromozomiale parentale, precum si similaritate geno-
mica dintre TT cu 48 si 50 de cromozomi din popula-
tia locald. Cercetarile viitoare ar trebui sd investigheze
citologic si molecular originea tetraploizilor, potenti-
ala lor fertilitate si relatia dintre structura genomica si
toleranta ecologicd a formelor hibride.

CONCLUZII

Populatia hibridd de Cobitis din raul Cogélnic
reprezintd un exemplu clar de complex diploid-tri-
ploid-tetraploid, in care hibridizarea recurenta si po-
liploidizarea au generat o diversitate genomicd sem-
nificativa. Aceastd structurd hibrida ofera informatii
valoroase despre dinamica evolutiva, stabilitatea ca-
riotipica si potentialul adaptativ al liniilor hibride in
contextul biogeografic si ecologic local.
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