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WYKAZ STOSOWANYCH SKROTOW
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SNP- (ang. single nucleotide polymorphism) polimorfizm pojedynczego
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1. Streszczenie

Omutki  Mytilus  charakteryzuja  si¢  bipolarnym  (antytropikalnym)
rozmieszczeniem geograficznym i sa uznawane za inzynierow morskich ekosystemow
przybrzeznych. Naturalne rozmieszczenie gatunkéw Mytilus uzaleznione jest od wielu
czynnikéw, np. rodzaju podtoza, obecnosci fitoplanktonu i1 uktadu pradéw morskich.
Omutki maja duze znaczenie konsumpcyjne, dlatego ich hodowle rozpowszechnione sg
na catym $wiecie. Introdukowanie omutkéw doprowadzilo do wymieszania populacji w
réznych rejonach ich wystepowania. Najbardziej ekspansywnym gatunkiem omutkow
jest M. galloprovincialis. Podobienstwo morfologiczne gatunkéw omutkow bylo czesta
przyczyng blednego identyfikowania przynalezno¢i gatunkowej oraz pochodzenia
geograficznego, co uzasadnialo skonstruowanie diagnostycznych markerow
molekularnych.  Najbardziej precyzyjng identyfikacje taksonéw umozliwito
opracowanie zestawu loci SNP (polimorfizm pojedynczego nukleotydu). W niniejszej
pracy po raz pierwszy zbadano zréznicowanie genetyczne natywnych populacji M.
galloprovincialis z catego ich zasiggu geograficznego. Po raz pierwszy zastosowano
genotypowanie SNP do okre§lenia zmienno$ci genetycznej introdukowanego M.
galloprovincialis w Afryce Potudniowej. ROéwniez po raz pierwszy zastosowano
genotypowanie SNP do weryfikacji taksonomicznej produktéw zZywno$ciowych

zawierajacej Mytilus oferowanych w Europie.

W badanich zastosowano analiz¢ polimorfizmu pojedynczego nukleotydu (SNP)
dla zestawu 53 loci do zbadania zréznicowania genetycznego naturalnych populacji
Mytilus galloprovincialis w Morzu Srédziemnym i w akwenach do niego przylegtych.
Wartosci wskaznika zr6znicowania populacji Fsr, analiza korespondencji (CA) i analiza
STRUCTURE wykazaty istnienie czterech grup populacji M. galloprovincialis:
populacje reprezentujace forme Atlantycka, populacje w zachodniej czgsci Morza
Srédziemnego, populacje z Morza Egejskiego oraz z Morza Marmara, Czarnego i
Azowskiego. Populacja M. galloprovincialis w Morzu Czarnym reprezentuje podprobe
genotypow z Morza Srodziemnego i powstata najprawdopodobniej przez ekspansje
populacji ze wschodniej czesci Morza Srédziemnego. Wspotczesne naturalne bariery
srodowiskowe takie jak uktady pradow morskich (np. w rejonie Almeria-Oran) czy

gradient zasolenia (na wschdéd od Dardaneli w Morzu Marmara) sprzyjaja
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utrzymywaniu  si¢  zréznicowania  genetycznego populacji naturalnych M.
galloprovincialis. Populacje M. galloprovincialis wewnatrz Morza Srodziemnego
nalezy uzna¢ za slabo zrdznicowane w zestawieniu ze zrdznicowang historig
poszczegolnych basendw, co moze by¢ spowodowane przyczynami naturalnymi jak i
dziatalnoscig cztowieka. Nie wykazano zmniejszonego polimorfizmu genetycznego
oraz zroéznicowania geograficznego introdukowanych populacji atlantyckiej formy M.
galloprovincialis z warunkow naturalnych i hodowlanych na wybrzezach Oceanu
Atlantyckiego i Indyjskiego Afryki Potudniowej w poroéwnaniu z populacjami

natywnymi.

Zbadano 21 prob zywnosci, z ktorych pobrano z 491 osobnikow Mytilus.
Zidentyfikowano 3 taksony: M. galloprovincialis, M. edulis i M. chilensis.
Przeprowadzone badania gentyczne potwierdzily, ze wigkszo$¢ informacji dotyczacych
pochodzenia zadeklarowanego na etykietach byta poprawna, z kilkoma wyjatkami. Trzy
proby omutkiow pochodzace z okolic ujscia rzeki Ebro w Hiszpanii deklarowane przez
sprzedawcoéw jako M. galloprovincialis, w wyniku analiz okazaly si¢ naleze¢ do M.
edulis. Ponadto, jedna proba z Wloch oznakowana, jako pochodzaca z Morza
Srédziemnego byla najbardziej podobna do atlantyckiego M. galloprovincialis.
Uzyskane wyniki badan wykazuja, Ze analiza SNP umozliwia ocen¢ zgodnoSci
informacji dotyczacych taksonu i pochodzenia geograficznego znajdujacych si¢ na
etykietach informacyjnych umieszczanych na produktach zywnosciowych Mytilus.
Weryfikacja danych na etykietach produktow zywnos$ciowych przez zastosowanie

analizy SNP umozliwia monitorowanie handlu omutkami na terenie Europy.
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2. Abstract

Blue mussels Mytilus are characterized by their bipolar (antitropical) distribution
and are considered engineers of costal sea environments. The natural distribution of the
Mytilus species depends on many factors such as the type of seabed , the occurrence of
phytoplankton and the system of sea currents. Blue mussels are important food source
for human and their farms can be found worldwide. Their introduction to new
ecosystems have led to mixing of native populations. The most invasive Mytilus
species is M. galloprovincialis. Morphological similarities of blue mussel species have
caused mistakes in their identification and identification of their of geographical origin,
what therefore justified the development of diagnostic molecular markers. The most
precise method of taxon’s identification was allowed by the development of a set of
SNP (single nucleotide polymorphisms). This dissertation is the first study of the
genetic variation of native populations of M. galloprovincialis throughout its whole
geographical range. SNP genotyping was implemented for the first time in order to
determine the genetic polymorphism of M. galloprovincialis that was introduced in
South Africa. Furthermore, SNP genotyping was also used for the first time to verify

Mytilus taxa in European seafood products.

The study involved the analysis of the SNP for a set of 53 loci to investigate the
genetic differentiation of the natural populations of Mytilus galloprovincialis in The
Mediterranean Sea and adjucing seas. The population differentiation ratio Fst , the
correspondence analysis (CA) and STRUCTURE analysis have revealed the existence
of four M. galloprovincialis population groups: the Atlantic population, the West
Mediterranean population, the Aegean population and the Black, Azov and Marmara
Sea population. The Black Sea M. galloprovincialis population represents a subgroup of
the Mediterranean population and is thought to be created by expansion of the East
Mediterranean population. Contemporary environmental barriers such as sea currents
system (e.g. Almeria-Oran region) or salinity gradient (east of the Dardanelles in
Marmara Sea) influence the genetic diversity of the natural M. galloprovincialis
populations. The M. galloprovincialis populations in the Mediterranean Sea are
considered less differentiated in comparison to other seas. This fact might be caused by
natural factors and human interference. Lower genetic polymorphism and geographical

diversity was not discovered among the introduced Atlantic M. galloprovincialis natural
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and farmed populations on the coasts of the Atlantic Ocean and the South African coast
of The Indian Oceans.

Twenty one seafood samples were analyzed, of which 491 Mytilus specimens
were collected. Three taxa were identified: M. galloprovincialis, M. edulis and M.
chilensis. The genetic research confirmed that most of the data and information about
the food’s origin on the labels were correct with a few exceptions. Three batches of blue
mussels form the Ebro river’s estuary were declared as M. galloprovincialis but it was
concluded from the genetic analysis that they were in fact M. edulis. In addition, batch
from Italy labeled as Mediterranean was very similar to Atlantic M. galloprovincialis.
Research results indicated that SNP analysis enables evaluation of the label information
declared on the sea food containing Mytilus. Verification of data on food labels by using

SNP analysis enables to monitor the trade of mussels in Europe.
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3. Wstep

3.1 Wprowadzenie

Zmiany klimatyczne wywieraja wplyw na rozmieszczenie réznorodnosci
biologicznej na kuli ziemskiej. W ostatnich dekadach obserwuje si¢ zmiany zasiegow
wystepowania wielu gatunkéw. Historyczne procesy ewolucyjne, jak migracja
gatunkéw, kolonizacja nowych rejonow czy powstawanie naturalnych barier, w
potaczeniu ze zmianami $rodowiska, wplywaja na populacje i gatunki (Holyoak i in.,
2005). Pula genowa wystepujaca w lokalnych populacjach jest punktem odniesienia do
obserwacji zakresu zmiennos$ci, natomiast wptyw warunkow $rodowiskowych oprocz
procesOw genetycznych jest kluczowym czynnikiem ksztattujacym populacje (Teske i
in., 2019). Modyfikacje barier geologicznych odbywaty si¢ wielokrotnie na przestrzeni
czasu. Ewolucja geologiczna sprzyja specjacji, poniewaz bariery mogg ograniczaé
zasieg gatunku a zmiany zachodzg szybciej w izolowanych populacjach (Gérard i in.,
2008; Alvarez-Varas i in., 2019). Malze to organizmy morskie i stodkowodne
prowadzace glownie osiadly tryb zycia, posiadaja jednak zdolno$¢ do przemieszczania
si¢ m.in. w fazie larwalnej z pradami morskimi lub z gatunkami ryb, na ktérych niektore
z nich pasozytujg. Gatunki z rodzaju Mytilus sa silnie rozprzestrzenione w rejonach
przybrzeznych poétkuli poétnocnej 1 poludniowej. Dla blisko spokrewnionych gatunkow
podobnych morfologicznie, ktore hybrydyzuja w naturalnym $rodowisku, zmiany
zachodzace w srodowisku nie wywieraja wptywu jedynie na ich przemieszczanie.
,Niewielkie” przeksztalcenia polegajagce na zastgpieniu jednej formy genetycznej lub
taksonu przez drugi oraz na przesuni¢ciach stref hybrydyzacji moga by¢ wykryte
jedynie metodami genetycznymi.

Analizy genetyczne umozliwiaja badanie pochodzenia osobnikéw 1 populacji
oraz obserwowanie kierunku rozszerzania si¢ zasiegu geograficznego gatunkow.
Populacje wystepujace lokalnie dostosowaly si¢ do zmian §rodowiska i1 charakteryzuja
si¢ zroéznicowanym potencjalem reagowania na te zmiany (Pelini i in., 2010). Jednak
nadal nie jest wiadome, czy struktura genetyczna populacji jest odzwierciedleniem
zmiennosci srodowiska lokalnego (De Wit i in., 2020).

Omutki jadalne Mytilus sa szeroko rozpowszechnione we wszystkich
przybrzeznych obszarach morskich z wyjatkiem regionéw tropikalnych 1

przybiegunowych (Hilbish i in., 2000; Gérard i in., 2008). Gatunki rodzaju Mytilus
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licznie wystepuja w wodach przybrzeznych poétkuli pdinocnej do kilkudziesigciu
metrow glebokosci (Gosling, 1992a; Kijewski i in., 2011; Mathiesen i in., 2017).
Omuiki tworza zespoly w strefie ptywoéw oraz kolonie przydenne. Lawice omutkow sg
miejscem zerowania wielu gatunkow bezkregowcow 1 krggowcow zwigzanych ze
srodowiskiem wodnym (Lintas i Seed, 1994; Seed, 1996; Blicher i in., 2013). W
wodach morskich o typowym zasoleniu gtebokos¢ ich zasiegu jest zwykle ograniczana
przez zerowanie drapieznikoéw takich jak rozgwiazdy i kraby (Seed i Suchanek, 1992).
W wodach o obnizonym zasoleniu, jak np. w Morzu Baltyckim omutki zasiedlajg dno
do glebokosci kilkudziesieciu metréw. Kluczowa role w ochronie i zréwnowazonej
eksploatacji gatunkow odgrywa identyfikacja taksonow, zwlaszcza Dblisko-
spokrewnionych i blizniaczych (podobnych morfologicznie) (Mace, 2004; Seddon i in.,
2005). ldentyfikacja taksonu/gatunku Mytilus metodami genetycznymi i okre$lenie
pochodzenia populacji lub pojedynczych osobnikéw jest istotna zarowno w ochronie
gatunkow  natywnych, akwakulturze, jak 1 w przetworstwie produktow
konsumpcyjnych.

W celach konsumpceyjnych hodowle malzy sa prowadzone w wielu krajach, co
$wiadczy o ich duzym znaczeniu gospodarczym (FAO, 2016; Ferreira i Bricker, 2016).
Hodowle omutkow w krajach Unii Europejskiej, Chinach i Chile (Mytilus) oraz Nowej
Zelandii (Perna) stanowia 95% catej produkcji matzy. Chile i Nowa Zelandia sg
glownymi dostawcami mrozonych malzy do krajow europejskich, ktére stanowia
surowiec przemystu przetworczego (ec.europa.eu). Omutki zostaly rowniez
wprowadzone do multi-troficznych hodowli ryb, jako filtratory zmniejszajace
negatywne skutki oddziatywana hodowli na §rodowisko naturalne, np. w hodowli tososi
w Kanadzie i Norwegii (Lander i in., 2013; Handa i in., 2012). Posrednie znaczenie
gospodarcze ma rowniez hodowla omutkow w celu przyspieszenia poprawy jakos$ci
wod, np. w Morzu Battyckim (Stadmark i Conley, 2011; Sokotowski i in. 2022).

Okreslenie rozmieszczenia gatunkdéw rodzimych jest rowniez istotne ze wzgledu
na bezpieczenstwo zywnosci, identyfikowalno$¢ 1 etykietowanie. Fatszowanie ZywnoSci
jest rosngcym problemem, podobnie jak bledne oznakowanie, zastgpowanie
sktadnikéw, czy manipulacje produktami (Wenne i in., 2022a). Bioinwazje morskie
omutkow s3a czesto wykrywane w rejonach, w ktorych jest prowadzona akwakultura
(Shaw i in., 2014; Gardner i in., 2016; Lins i in., 2021; Michalek i in., 2016). Ponadto,

omulki rozszerzaja swoj zasieg geograficzny w kierunku biegunow, np. na Svalbardzie
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(Berge i in., 2005; Kotwicki i in., 2021), arktycznej Alasce (Feder i in., 2003) i
antarktycznych Szetlandach Potudniowych (Cardenas i in., 2020).

3.2 Charakterystyka rodzaju Mytilus

3.2.1 Pozycja systematyczna

Krolestwo: Zoa

Podkroélestwo: (Eu)metazoa

Typ: Mollusca

Gromada: Bivalvia

Rzad: Mytiloida

Rodzina: Mytilidae

Rodzaj: Mytilus

Gatunek: Mytilus edulis (Linnaeus, 1758)

Mytilus galloprovincialis (Lamarck, 1819)
Muytilus planulatus (Lamarck, 1819)
Mytilus californianus (Conrad, 1837)
Mytilus platensis (d'Orbigny, 1842)
Mytilus trossulus (Gould, 1850)

Mytilus chilensis (Hupé, 1854)

Mytilus coruscus (Gould, 1861)

Mytilus aoteanus (Powell, 1958)

Zaréwno w literaturze starszej, zawierajace] historyczne opisy nowych dla nauki
gatunkow, jak 1 w literaturze nowszej, w tym dotyczacej paleontologii funkcjonuje
ponad 100 nazw gatunkowych rodzaju Mytilus, z ktorych wigkszo$¢ jest zestawiona w
World Register of Marine Species (WoRMS, marinespecies.org). Cze$¢ tych nazw to
nazwy synonimiczne (kilkakrotne opisy tzw. nowych gatunkow sporzadzane w tym
samym czasie dla osobnikow réznigcych si¢ morfologia muszli przez autorow
historycznych lub w rzeczywistosci tych samych gatunkow opisanych przez réznych

autorow w roéznym czasie). Wigkszo§¢ tych nazw gatunkowych zostata

15



zakwalifikowana do innych rodzajow. Nadal jednak wyjasnienia wymagaja watpliwosci
dotyczace prawidlowej nazwy gatunkowej, czyli nazwy nadanej po raz pierwszy, np.
dla M. coruscus z pacyficznych wybrzezy Azji lub statusu taksonomicznego M.
aoteanus z Nowej Zelandii. Do wyjasnienia tych watpliwosci moze si¢ przyczynic
zastosowanie markerdw genetycznych.

Klasyfikacja gatunkowa malzy z rodzaju Mytilus z Potnocnej Polkuli
poczatkowo opierata si¢ na podobienstwach i roznicach cech morfologicznych. Na jej
podstawie wyodrebniono trzy taksony: Mytilus edulis (Linnaeus, 1758), Mytilus
galloprovincialis (Lamarck, 1819) oraz Mytilus trossulus (Gould, 1850) (McDonald i
in., 1991). W niektérych publikacjach dwa pierwsze taksony byly okreslane jako ,,M.
edulis species complex” (Gardner, 1996). W innych publikacjach te trzy taksony byty
taczone w tzw. kompleks gatunkowy Mytilus edulis spp. (Gosling, 1992a; 1992b;
Smietanka i in., 2014) lub Mytilus edulis ,,species group” (Hilbish i in., 2000), a
nastepnie w uproszczeniu Mytilus ,,species complex” (Vendrami i in., 2020). Mozna
jednak uznaé, ze powyzsze okreSlenia sa stosowane niekonsekwentnie. Po pierwsze,
autorzy cytowanych publikacji nie uwzgledniajg blisko spokrewnionych z M. edulis
natywnych taksondéw/gatunkéw z Ameryki Potudniowej oraz z M. galloprovincialis
natywnych taksonéw z Australii i Nowej Zelandii. Po drugie, w takiej nomenklaturze
nalezaloby uzy¢ trzy czg¢sciowa nazwe obejmujaca dwu czgsciowg nazwe gatunkowa
oraz nazwe trzecig pod-gatunkows, np. Mytilus edulis edulis (M. e. edulis) czy M. edulis
galloprovincialis (M. e. galloprovincialis), ktore sa rzadko stosowane. Na podstawie
wylacznie cech morfologicznych, omutki z wybrzezy Atlantyku Ameryki Poludniowe;j
podobne do Mytilus edulis zostaty opisane jako Mytilus platensis (d'Orbigny, 1842) a z
wybrzezy Pacyfiku, jako Mytilus chilensis (Hupé, 1854). Jednak cechy morfologiczne
nie s3 markerami diagnostycznymi i pozwalaja jedynie na poréwnawcze roznicowanie
statystyczne grup osobnikow bez ich jednoznacznego przyporzadkowania do jednego, z
co najmniej trzech badanych gatunkow (McDonald i in., 1991; Gardner i Thompson,
2009; Gardner i Seed, 1992; Sarver i Foltz, 1993). W jednej z nowszych publikacji,
Telesca 1 in. (2018) wprawdzie wykazali, ze ksztalt muszli umozliwia odrdznienie
dwoch gatunkéw: M. edulis i M. trossulus z Europy i Grenlandii z wysokim
prawdopodobienstwem, to jednak autorzy nie uwzglednili trzeciego gatunku, tj. M.
galloprovincialis.  Opracowanie markeréw genetycznych ulatwia okreslanie

przynalezno$ci taksonomicznej omutkow. Analizy zaleznosci filogenetycznych dla
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réznych rejonow genomow, z wykorzystaniem réznorodnych typow markerow
dostarczajg zréznicowanych wynikoéw, np. mtDNA (COI, ND2-COlll, rDNA), markery
dla wybranych rejonéow kodujacych DNA jadrowego reprezentujgcych pojedyncze loci
(np. ME 15-16, M7 dla Mytilus), mirosatelitarny DNA oraz SNP reprezentujgcych
wieksza liczbe loci.

3.2.2 Markery SNP w badaniach omulkéw

Najszybciej rozwijajaca si¢ grupa markerow genetycznych sg markery typu SNP
(Helyar 1 in., 2011). Stanowig one najczg¢$ciej wystepujacg forme zmienno$ci
genetycznej, ktora polega na punktowej zamianie zasady azotowej w sekwencji DNA,
przez ktéra dochodzi do powstania dwoch lub wiecej wersji allelu wystepujacego w
populacji. Odrézniajac polimorfizm od mutacji nalezy pamigtaé, ze polimorfizm
wyznacza rzadszy allel, ktory wystepuje w populacji z czestosciag wieksza niz 1%.
Cecha charakterystyczna markerow SNP jest ich wystgpowanie w rejonach kodujacych
I niekodujacych (Brumfield i in., 2003) oraz bialleliczno$é, czyli moga wystepowac
tylko w postaci dwoch alleli np. C lub G w konkretnym locus (Morin i in., 2004). W
analizach historycznych prob DNA wykorzystuje si¢ markery SNP ze wzgledu na ich
aplikacyjno$é i prosty model mutacji. SNP wykazujg niski wskaznik mutacji (10 do
10°) w poréownaniu z mikrosatelitami (10™). Uzywanie tego typu markeréw redukuje
problemy dotyczace standaryzacji migedzy laboratoriami, ktére wystepuja w przypadku
uzywania mikrosatelitow. Stosowanie mikrosatelitow pozwala jednak na osiagnigcie
wyzsze] rozdzielczosci diagnostycznej niz SNP. W celu otrzymania podobnej sity
analitycznej zaleca si¢ stosowanie zwigkszonej liczby markerow SNP. Aktualne
badania pozwalaja na prowadzenie wielkoskalowych analiz genomu, gdyz opracowane
zostaty wysokoprzepustowe technologie genotypowania. Markery SNP sg stosowane w
badaniach ekologicznych (Vignal i in., 2002), ktére wykazaty wysoka uzyteczno$¢ przy
réznicowaniu osobnikow (Pariset i in., 2009), populacji (Moen i in., 2008) oraz
gatunkéw (Williams 1 in., 2010). Opracowanie nowszych generacji markeréw oraz
uzycie rozszerzonych zestawow pobieranych prob do badan, w tym prob referencyjnych
umozliwiajg bardziej precyzyjng identyfikacje taksonow Mytilus oraz opracowanie
metody okreslania pochodzenia poszczegolnych osobnikéw (Larrain i in., 2018; Wenne,

2018; Wenne i in., 2022a). Markery SNP sg rowniez przydatnym narzedziem w badaniu
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populacji matzy z kompleksu Mytilus edulis i ich hybryd wystepujacych w Europie
(Zbawicka i in., 2012).

3.2.3 Charakterystyka biologiczna gatunkéw rodzaju Mytilus

Gatunki z rodzaju Mytilus, na przestrzeni wielu lat staly si¢ przedmiotem
intensywnych badan genetycznych ze wzgledu na ich znaczenie ekologiczne i
komercyjne. Omuitki prowadzg osiadly tryb zycia zasiedlajac litoral moérz i oceanow
zarowno w strefach umiarkowanych, jak i chtodnych pétkuli pétnocnej 1 potudniowe;.
Filtrowanie pokarmu z wody, w postaci fitoplanktonu i drobnych czgstek organicznych,
stanowi gtowny sposob odzywiania si¢ malzy. Dzigki takiemu sposobowi odzywiania
si¢ omutki przetwarzaja zawiesing morska w detrytus osadzony na dnie oraz
wysokowartosciowy pokarm biatkowy, ktory moze zosta¢ wykorzystany przez
zwierzeta 1 cztowieka. Natomiast ich wapienne muszle odktadaja si¢ w osadach
dennych. Omulki zyja w tawicach, ktore tworza pasy na glgbokosci od kilku do
kilkunastu metrow w strefie ptywow, w ktorych przytwierdzaja si¢ widknami
bisiorowymi do skat, kamieni lub roslin. Okres larwalny uzalezniony jest od warunkow
srodowiska tj.: dostepnos$¢ pokarmu, odpowiednia temperatura (w przedziale miedzy 5 a
20°C) i zasolenie (od 5 do 31 PSU). Dla M. edulis w sprzyjajacych warunkach, okres
larwalny nie przekracza 20 dni, przy zmianie warunkéw czas ten moze wydtuzy¢ sie do
40 dni (Bayne, 1976). Zdolno$¢ migracji mozliwa jest w stadium larwalnym z
wykorzystaniem pradow morskich lub w sposob pasywny np. z wykorzystaniem wod
balastowych (Carlton i Geller, 1993). Formy miodociane lub doroste omutkéw mogg si¢
przemieszczaé przytwierdzone do kadtubow statkow, obiektow holowanych (np. wieze
wiertnicze) lub na dryfujacych przedmiotach jak belki, boje lub fragmenty konstrukcji

oderwane z hodowli i nadbrzezy (Ruiz i in., 2000a).
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Rysunek 1. Muszle omutkow z rodzaju Mytilus: Mytilus edulis Linnaeus, 1758; Mytilus
galloprovincialis Lamarck, 1819; Mytilus trossulus Gould, 1850 (zrddto:
marinespecies.org).

Zrdznicowanie zasiedlanego $rodowiska wywiera duzy wplyw na ksztalt,
rozmiar i ubarwienie muszli omutkow (Seed, 1968; Westerbom i in., 2002). Tempo
wzrostu regulowane jest gtownie przez ilo$¢ i jako$¢ dostgpnego pokarmu oraz
temperature wody (Gaston i Blackburn, 2000). Na ksztalt, grubo$¢ i rozmiary muszli
wplywa rowniez obecno$¢ takich drapieznikéw jak rozgwiazdy i kraby (Reimer i
Tedengren, 1996; Christensen i in., 2012). Muszla omutkow jest dwuczesciowa,
symetryczna i otwiera si¢ dzigki obecnosci dwoch migsni retraktorowych (zwijajacych)
w czesci grzbietowej i zamyka za pomoca migsni zwierajacych (Gosling, 1992c).
Wybarwienie muszli omutkéw uzaleznione jest od gatunku oraz wptywu warunkow
srodowiska i przybiera kolor granatowy, bragzowy lub czarny (Rysunek 1). Wnetrze
muszli charakteryzuje si¢ kolorem srebrnym lub pertowym. Muszle tworza trzy
warstwy:

- zewnetrzna warstwa - konchiolinowa,
- srodkowa warstwa - porcelanowa,

- wewnetrzna warstwa - pertowa.
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Rysunek 2. Budowa wewnetrzna omulka (zrédto: Eggermont i in., 2020).

We wnetrzu muszli znajduje si¢ jama plaszczowa zawierajgca dwa skrzela
pokryte urzesionym nabtonkiem (Rysunek 2). Przepltywajaca przez skrzela woda
zawiera zarowno tlen, jak i pokarm. Woda zasysana jest przez syfon wpustowy a
usuwana jest przez syfon wypustowy, ktory powstal ze zro$nietych potowek ptaszcza.
W czgsci grzbietowej noga przeksztatcona jest w worek trzewiowy (Jura, 2004). Uktad
krwiono$ny omutkow jest typu otwartego. Serce zbudowane z dwoch przedsionkow i
jednej komory jest okryte blong - osierdziem. Wychodzace z serca aorty rozprowadzaja
krew we wnetrzu organizmu matza. Krew przedostaje si¢ do zyl z zatok zylnych,
nastepnie do tetnic skrzelowych, dalej do przedsionkdéw 1 ostatecznie do komory serca.

Uktad nerwowy omutkéw to polaczone parzystymi spoidiami trzy zwoje nerwowe
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(zw0j nozny, trzewiowy i gtowowy). Parzyste i symetrycznie ulozone nerki tworza
prosty uktad wydalniczy omutkéw. Tkanka rozrodcza - gonady znajduja si¢ we wngtrzu
plaszcza. Do waznych czynnikoéw wplywajacych na okres rozrodu malzy nalezg procesy
fizyczne, ktore zachodza w kolumnie wody, temperatura wody i dostepnos¢ pokarmu.
W Oceanie Atlantyckim okres ten trwa od potowy maja do konca wrzesnia. Omutki sg
rozdzielnoptciowe, epizodycznie w wodach stojagcych mozna zaobserwowac osobniki

hermafrodytyczne (Saavedra, 1997).

3.3 Ekologia Mytilus

Morskie ekosystemy przybrzezne sg szczegoOlnie zalezne od wpltywu zmiennych
czynnikow $rodowiskowych naturalnych i antropogenicznych (Borja i in., 2010).
Réznice $rodowiskowe wpltywaja na obecno$¢ populacji przystosowanych do
warunkow lokalnych (Kawecki 1 in., 2004) o ré6znym potencjale reagowania na
zmieniajace si¢ warunki $rodowiskowe (Pelini i in., 2010). Kluczowa role w
ksztattowaniu populacji odgrywa stres Srodowiskowy oraz pula genowa, ktore
wyznaczaja zakres zmiennosci w lokalnych populacjach (Teske i in., 2019). Omutki
rodzaju Mytilus sa waznymi inzynierami ekosysteméw przybrzeznych (Utermann i in.,
2018). Skupiska omutkow sa produktywne, dodatkowo stanowia miejsce zerowania dla
bezkregowcow, ryb i ptakow oraz siedlisko zycia dla wielu organizméw (Blicher i in.,

2013).

Cztery lokalne gradienty Srodowiskowe: temperatura, zasolenie, ekspozycja na
dziatanie fal oraz odporno$¢ na wysychanie wplywaja na osobniki Mytilus spp.,
wystepujace w strefie migdzyptywowej z twardym podtozem (Gosling, 1992a; Sarver i
Foltz, 1993). Plywy i falowanie moga rowniez ksztalttowa¢ gradient mechaniczny, np.
brzegi makroptywow do 7 m (poinocny Atlantyk) oraz wyrazniejszy gradient
ekspozycji na wysychanie w poréwnaniu z brzegami mikroptywéw (Morze
Srédziemnomorskie i Battyckie). Gradient zasolenia obserwowany jest w estuariach i
morzach potzamknigtych. Zmieniajace si¢ warunki srodowiska kreujg lokalne adaptacje
populacji i wptywaja na jej strukture genetyczng. Duze gradienty srodowiskowe moga

by¢ skorelowane ze zmianami w czestosci wystepowania alleli (Kijewski 1 in., 2019;
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Kotta i in., 2015) i sugerowaé dzialanie czynnikéw selekcyjnych. Zrdznicowanie
genetyczne moze by¢ skorelowane z odpornoscig na dziatanie fal (Lucas i in., 2002),
reakcjg na zmiany temperatury (Hayhurst 1 in., 2009), obecno$¢ metali cigzkich (Brooks
11n., 2015) 1 roznice zasolenia (Zbawicka i in., 2014). Jednak, najczesciej przestrzenne
zroznicowanie genetyczne jest skutkiem procesow ewolucyjnych/genetycznych
zachodzacych w populacjach, takich jak izolacja, efekt zalozyciela, dryf genetyczny,

czy wtorne mieszanie si¢ (efekt Wahlunda).

W  ostatnim stuleciu, antropogeniczne dzialania spowodowaty zatarcie
naturalnych wzorcéw populacji (Gardner 1 in., 2016). Z powodu wzmozonej
dziatalnosci cztowieka zasiegi geograficzne endemicznych gatunkow morskich moga
si¢ poszerzac a ich populacje sa zagrozone przez zmieszanie w wyniku hybrydyzacji lub
sg zagrozone inwazjami gatunkow obcych (Hughes i in., 2020). Ponadto rafting
oceaniczny jest coraz czegsciej uznany za wazny naturalny sposob poszerzania zasiegu
niektorych taksonéw morskich (Waters i in., 2008; Fraser i in., 2011). Ze wzgledu na
sktonno$¢ do hybrydyzacji i krzyzowania wstecznego w obszarach wspoélistnienia
dwoch lub wiecej gatunkow omutkéw z rodzaju Mytilus, translokacja osobnikow moze
spowodowac zatarcie réznic fenotypowych i genotypowych gatunkéw oraz zaburzyé
ich naturalne rozmieszczenie (Brannock i in., 2009, Fraisse i in., 2016). Omulki z
rodzaju Mytilus stanowiag modelowa grupe gatunkow dajac mozliwosci badan nad

filogeografia, ewolucja, specjacja i hybrydyzacja w morzu.

3.3.1 Strefy hybrydyzacji Mytilus

Hybrydyzacja to proces, ktory prowadzi do mieszania si¢ gendw migdzy
taksonami. Znaczace wymieszanie puli genowej dwoch taksondow nosi miano
introgresji. Zjawisko to prowadzi do tworzenia si¢ populacji, posiadajacych zmieszane
pule genowe z izolowanych wczesniej dwoch rdéznych taksondéw. Populacja
mieszancowa wykazuje zwigkszong zmienno$¢ 1 mozna zaobserwowa¢ w niej efekt
heterozji. Utrzymanie stref mieszancowych wyjasniaja dwie koncepcje. Pierwsza z nich
zaktada, Ze strefa mieszancowa moze by¢ utrzymywana na obszarach, w ktorych
mieszance przejawiajg lepsze dostosowanie od osobnikow, ktore nie sg hybrydami. Przy
przewadze selekcyjnej hybryd, beda one 1 formy rodzicielskie rozmieszczone zgodnie z

gradientem warunkoéw $rodowiska (Moore, 1977). Druga koncepcja sugeruje, ze strefy
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niezalezne od warunkéw $rodowiska sa produktem ubocznym styku dwodch populacji.
Model ten zaktada, ze mieszance sg stabiej dostosowane od populacji rodzicielskich, co
powoduje, ze strefa mieszancowa regulowana jest dzigki rownowadze migedzy selekcjg
przeciw mieszancom prowadzaca do tworzenia si¢ stref buforowych, a
rozprzestrzenianiem si¢ genotypow rodzicielskich (Barton i Hewitt, 1985).

W rejonach, w ktorych populacje dwoch gatunkow Mytilus stykaja si¢ zwykle
dochodzi do powstawania mniej lub bardziej licznych hybryd. Jezeli liczba osobnikéw
hybrydowych jest do$¢ duza i1 hybrydyzacji ulegaja rowniez kolejne pokolenia (ang.
backcross) w okreslonym rejonie, to w obszarze tym powstaja 1 utrzymujg si¢ naturalne
strefy hybrydyzacji. Dotyczy to najczgséciej populacji trzech gatunkow: M. edulis, M.
galloprovincialis i M. trossulus. Do najlepiej zbadanych stref hybrydyzacji naleza:
strefa hybrydyzacji mozaikowa M. edulis - M. galloprovinvialis w rejonie Zatoki
Biskajskiej 1 Bretanii wzdluz wybrzeza o dlugosci ponad 1000 km w potudniowo-
zachodniej czes$ci Europy (Bierne i in., 2003; Bierne i in., 2002; Comesafia i Sanjuan,
1997), gdzie naturalne strefy hybrydowe M. galloprovincialis wchodzg we wtorny
kontakt z M. edulis (Bierne i in., 2003; Simon i in., 2020, 2021), strefa hybrydyzacji M.
edulis - M. trossulus w Cie$ninach Dunskich (Vainold i Hvilsom, 1991; Riginos i in.,
2002; Stuckas i in., 2009; Zbawicka i in., 2014); strefa hybrydyzacji M. edulis - M.
trossulus miedzy czgscig borealng i arktyczng wschodniego wybrzeza Kanady (Gardner
i Thompson, 2001; Comesafia i in., 1999; Riginos i Cunningham, 2005); strefa
hybrydyzacji M. galloprovincialis — M. trossulus wzdluz poétnocnego wybrzezy
Kalifornii, Oregonu do rejonu Vancouver (Suchanek i in., 1997; Shields i in., 2008;
Saarman i Pogson, 2015; Sarver i Foltz, 1993; Braby i Somero, 2006; Rawson, i in.,
1999) oraz tych samych gatunkéw w Morzu Japonskim (Brannock i in., 2009; Inoue i
in., 1997; Iwasaki i in., 2020; Kartavtsev i in., 2014). Strefy hybrydyzacji gatunkow
Mytilus na poétkuli potudniowej zostalty omowione przez Gardner i in. (2021). Ordcz
dobrze poznanych stref hybrydyzacji gatunkow Mytilus w Europie obecno$¢ hybryd M.
edulis — M. galloprovincialis stwierdzono w potudniowej Wielkiej Brytanii (Skibinski i
in., 1978; Hilbish i in., 2002), Irlandii (Gosling i in., 2008) i Szkocji (Dias i in., 2009)
oraz w niektérych portach od Zatoki Biskajskiej w kierunku potnocnym do Norwegii
wilacznie (Simon i in., 2020). Obecnos$¢ hybryd M. edulis — M. trossulus potwierdzono
w niektorych fiordach w Szkocji (Dias i in., 2008; Zbawicka i in., 2010), w potnocne;j

Norwegii i na wybrzezach Morza Biatego i Barentsa (Véinola i Strelkov, 2011; Wenne i
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in., 2020). Hybrydyzacja moze mie¢ negatywny wplyw na hodowle omutkéw
(Michalek i in., 2016).

3.3.2 Hodowla omulkéw Mytilus

Pierwsze proby hodowli omutkow podjeto juz w starozytnosci (Smal, 2002), a
pierwsze wzmianki o hodowlach w krajach europejskich pochodza z XIII wieku. W
ostatnich dekadach, omulki Mytilus sa hodowane na szeroka skalg, zwlaszcza w
Chinach, krajach Unii Europejskiej (gtownie: Hiszpanii, Wloszech, Francji i Holandii)
oraz Chile (FAO, 2004a, b; Avdelas i in., 2021; Wenne i in., 2022a). Metody ich
eksploatacji roznig si¢: od pozyskiwania omutkow M. edulis z dna morskiego z
zastosowaniem zaciggdéw dragami, hodowli zawieszonej na linach (bouchots) do
hodowli omutkéw M. galloprovincialis r6znymi metodami: zawieszonych na linach
doczepionych do tratw. Doktadny opis technik hodowli Mytilus opublikowali
Kamermans i Capelle (2019) oraz Kamermans i in. (2013). W zaleznosci od
pochodzenia matze moga r6zni¢ si¢ wielkoscia, smakiem, jako$cig, kolorem migsa oraz
ceng produktéw. Na rynku Unii Europejskiej malze sg sprzedawane zywe, dotyczy to
omutkow produkowanych lokalnie lub importowanych z innych krajow europejskich,
czy tez dostarczane w stanie zamrozonym z Europy 1 Chile (Wenne i in., 2022a). Sg one
wykorzystywane jako surowce w przemysle przetworczym (ec.europa.eu).

We Witoszech 1 Hiszpanii proces hodowli sktada si¢ z 3 etapow: pozyskiwanie
larw, uprawa 1 zbiory (odtowy). Larwy pozyskiwane sa z naturalnych tawic lub z
palikoéw obwigzanych linami z malzami okrytymi siatka, ktora utrzymuje larwy blisko
lin. Nastepnie liny zostaja rozdzielone a malze sg sortowane i mocowane do
roznorodnych konstrukcji w zaleznos$ci od rodzaju hodowli. Po wytowieniu omutki sg
odrywane mechanicznie od lin i wktadane do specjalnie podwieszanych koszy. Zanim
zostang przekazane do sprzedazy sa oczyszczane i poddawane selekcji, po ktorej sa
pakowane do czarnych toreb (observatorio-acuicultura.es) (Rysunek 3). W Holandii
stosuje si¢ metod¢ rozproszong oraz hodowle na plaskim podtozu. W zatokach
umieszcza si¢ ptytkie tawy i rozmieszcza na nich mlode osobniki. We Francji hodowla
odbywa si¢ na drewnianych palikach tzw. bouchots, umieszczonych w strefie ptywow.
W Hiszpanii, Irlandii, Francji, Belgii oraz wzdliz wybrzezy Morza Srodziemnego
stosuje¢ si¢ metode charakterystyczng dla morz o tagodnych ptywach. Malze

przyczepiane sg do sznurdéw, ktore pionowo opadaja w wodzie i sa umocowane do stalej
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lub dryfujacej konstrukcji: tratwy, boi lub drewnianych ram (ec.europa.eu, fao.org). W
Europie Poélnocnej wykorzystuje si¢ metode tzw. Smart Units, ktéra polega na
przyczepianiu malzy do sieci, ktora jest zamocowana do ptywajacych rur umocowanych
w dnie. Metoda Smart Units jest preferowana przez zwolennikdw zrownowazonego
rybotowstwa (ilgiornaledelcibo.it). Wickszos¢ krajow Unii Europejskiej prowadzi
rowniez hodowle za pomoca lin podwieszanych wzdluz wybrzezy, ten sposéb
umozliwia pozyskanie wigkszej ilosci osobnikéw (fao.org). W ostatnich 30 latach
hodowla Mytilus znaczgco wzrosta w krajach Unii Europejskiej, jednak od kilkunastu
lat jest nizsza niz wcze$niej. W Galicji hiszpanskiej obecnie wykorzystuje si¢ 3300
ptywakow do hodowli Mytilus umieszczanych glownie w ujsciach rzek, z ktorych
pozyskuje si¢ 270 000 ton omutkow. W latach wcze$niejszych stanowito to do 50%

$wiatowej produkcji (ompega.com).
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Rysunek 3. Cykl produkcyjny Mytilus galloprovincialis (fao.org).
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3.4 Rozmieszczenie gatunkow rodzaju Mytilus w Oceanie Swiatowym

Przedstawiciele omutkow z rodzaju Mytilus zasiedlaja wszystkie kontynenty z
wyjatkiem strefy tropikalnej. Na Rysunuku 4 przedstawiono rozmieszczenie taksondw
Mytilus za Gaitan-Espitia i in. (2016) wedtug wiedzy z potowy lat 2010. Aktualnie jest
juz znane rozmieszczenie taksonow na Grenlandii i Svalbardzie, wyspach Oceanu
Potudniowego 1 Antarktycznych wyspach Potudniowe Szetlandy, na wybrzezach
Australii i Nowej Zelandii (Cardenas i in., 2020; Gardner i in., 2016; Kotwicki i in.,
2021; Wenne i in., 2016; Zbawicka i in., 2019, 2022). Rozmieszczenie Mytilus jest
okres$lane jako antytropikalne lub bipolarne (Hilbish i in., 2000). Przedstawiciele
rodzaju Mytilus nie zasiedlajg strefy tropikalnej, w przeciwienstwie do Perna. Obecne
najbardziej prawdopodobng hipoteza rozmieszczenia naturalnych populacji omutkow
jest ich historyczna migracja przez rownik. Ekspansja organizméw migdzy dwiema
potkulami najprawdopodobniej miala miejsce dwukrotnie (Lindberg, 1991).
Prawdopodobnie pierwsza i najdluzsza migracja miata miejsce 3,1 miliona lat temu i
pokryla si¢ czasowo z ksztaltowaniem si¢ przesmyku Panamskiego. Ekspansja
organizmoéw przybrala wtedy charakter asymetryczny, poniewaz 90% gatunkow
przedostato si¢ z poétkuli poinocnej na potudniowa. Mniej intensywny 1 bardziej
zrownowazony charakter przybrat drugi okres migracji, ktory odbyt si¢ w plejstocenie
(Lindberg, 1991; Vermeij, 1992). W podobnym czasie doszto do dwoch migracji
Mytilus z Pacyfiku do Atlantyku (Riginos i Cunningham, 2002; Vermeij, 1991).
Efektem pierwszego przemieszczenia bylo wyewoluowanie M. edulis w Pétnocnym
Atlantyku a drugiego byta kolonizacja wybrzezy Kanady i Europy przez wspotczesny
M. trossulus.
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Rysunek 4. Mapa rozmieszczenia w Oceanie Swiatowym omutkéw z kompleksu
Mytilus edulis spp. (Gaitan-Espitia i in., 2016).

Mytilus edulis rozpowszechniony jest gléwnie na wybrzezach Atlantyku,

M. trossulus w Pacyfiku, p6inocno-zachodnich i w niektorych rejonach wschodnich
wybrzezy Atlantyku i oraz Morzu Battyckim, natomiast M. galloprovincialis wzdtuz
potudniowo — wschodnich wybrzezy Atlantyku i w Morzu Srédziemnym (Rysunek 4).
Introdukowane populacje M. galloprovincialis na potkuli pétnocnej zasiedlaja Morze
Japonskie, cze$¢ wybrzezy potudniowej Kalifornii, Zatoki Puget i wybrzeza Vancouver.
Natomiast na polkuli potudniowej wystepuja wzdluz wybrzezy RPA, Tasmanii,
Australii, Nowej Zelandii oraz rzadko (w niektorych miejscach) w pacyficznych i
atlantyckich wodach przybrzeznych Ameryki Potudniowej (Hilbish 1 in., 2000;
Zbawicka i in., 2018, 2019; Zardi i in., 2018). M. chilensis (Hupe, 1854) zasiedla
gtownie wybrzeza Chile i Ziemi Ognistej (w tym czgséci argentynskiej), a M. platensis
atlantyckie wybrzeza od potudniowej Argentyny i1 Falklandow do Urugwaju.
Poczatkowo uwazano, ze M. trossulus skolonizowat w Atlantyku wytacznie wybrzeza
Kanady oraz Morze Baltyckie (Riginos i Cunningham, 2005). Pézniejsze badania
dowiodly, ze M. trossulus zasiedlit rowniez czg$¢ wybrzeza zachodniej Szkocji
(Beaumont 1 in., 2008; Zbawicka i in., 2010) oraz wybrzeza arktycznych wod Morza
Barentsa i Morza Biatego (Rysunek 5) (Kijewski 1 in., 2011; Vidinola 1 Strelkov, 2011;
Wenne i in., 2020). Dalsze badania potwierdzity obecno$¢ M. trossulus u wybrzezy
Morza Barentsa, Morza Biatego i wykazaly jego obecno$¢ na wybrzezach poinocno-
zachodniej Grenlandii (Zbawicka i in., 2010; Wenne i in., 2016, 2020). Ze wzglgdu na
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zasieg geograficzny M. trossulus, mozna wywnioskowac, ze ten gatunek preferuje wode
o nizszych temperaturach oraz niskim zasoleniu. Mytilus edulis skolonizowat obszary
klimatu umiarkowanego i wyksztalcit si¢ po obu stronach Atlantyku droga specjacji
allopatrycznej (Vermeij, 1991; Riginos i Cunningham, 2005). Europejskie formy M.
edulis zasiedlajg strefe przybrzeznych wod Europy od Morza Biatego i Morza Barentsa
po lini¢ brzegowa potudniowej Francji (Rysunek 5). Wedlug Gaitan-Espitia i in. (2016)
wystepowanie Mytilus galloprovincialis rozciaga sie¢ wzdtuz poétnocnej linii brzegowej
Morza Srédziemnego do Morza Marmara i Czarnego oraz atlantyckiego wybrzeza
Europy Zachodniej. Zostal rowniez stwierdzony w niektoérych miejscach na wybrzezach
Wysp Brytyjskich i Orkadach na poinocy (Hilbish i in., 2002; Riginos i Henzler, 2008;
Zbawicka i in., 2012, 2014). Obszar dystrybucji populacji formy atlantyckiej obejmuje
poludniowa Europe i czgs¢ wybrzeza Wielkiej Brytanii, natomiast populacje formy
$rodziemnomorskiej wystepuja w Morzu Sroédziemnym, w tym na wybrzezu Potnocnej
Afryki oraz w Morzu Marmara, Czarnym i Azowskim (Rysunek 4).

M. galloprovincialis toleruje wyzsze temperatury (Popovic i Riginos, 2020).

Rysunek 5. Mapa rozmieszczenia rodzaju Mytilus w Pétnocnym Atlantyku. M. edulis
zaznaczony jest kolorem czerwonym (forma amerykanska), zottym (forma
zachodnioeuropejska) i pomaranczowym (potnocnoeuropejski), M. trossulus kolorem
niebieskim (linia battycka jasnoniebieski), M. galloprovincialis kolorem czarnym (linia
$rodziemnomorska) i zielonym (linia atlantycka) (Zrodto: Wenne i in., 2020).
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3.5 Morze Srodziemne i ewolucja M. galloprovincialis

3.5.1 Historia Morza Srédziemnego

Powstanie Morza Srédziemnego jest taczone z Era Mezozoiczng i okresem
Morza Tetydy, gdy w miocenie jego ksztalt upodobnit si¢ do dzisiejszego (Picotti i in.,
2014; Wenne i in., 2022b). Badania geologiczne wskazujg, ze pod koniec miocenu
Morze Sroédziemne zostato odizolowane od Oceanu Atlantyckiego przez bariere ladowa
migdzy Iberiag a Afryka Podinocng. Intensywne parowanie tak powstalego cieplego
morza spowodowalo odstanianie duzych obszaréw dna. Okres podczas ktérego doszio
do obnizenia poziomu wod nawet o ponad 2 tys. metréw 1 catkowitego wyschnigcia
czeéci basenéw obecnego Morza Srédziemnego jest okre$lany jako tzw. kryzys
messynski i mial miejsce ok. 5,75-5,32 miliona lat temu (Janssen i Peijnenburg, 2014).
Potaczenie z Oceanem Atlantyckim zostato przywrécone ok. 5,3 min lat temu, gdy
woda oceaniczna wypetnita powstatg niecke (Krijgsman i in., 2018). Nastepnie, w
pliocenie, po okresie klimatu monsunowego nastgpowaly cykliczne zmiany poziomu
morza zwigzane z okresami zlodowacen na potkuli pétnocnej (Picotti i in., 2014). Inng
historia powstania charakteryzuje si¢ Morze Czarne, ktéore bylo jeziorem
stodkowodnym zasilanym przez wode z topniejacych lodowcow. Jego wspotczesne
polaczenie z Morzem Srodziemnym przez Ciesning Bosfor, Morze Marmara i Cie$ning
Dardanelskg powstato ok. 10,5 tys. lat temu (Wenne 1 in., 2022b). Wczesniej Morze
Czarne bylo jedynie okresowo zasilane wodami z Morza Srédziemnego (Ryan i in.,
2014). Zarowno zrdznicowane historie geologiczne jak 1 wspotczesna struktura Morza
Srédziemnego umozliwiaja lepsze zrozumienie, w jaki sposob okresy izolacji, r6zny
wiek basenow i ich zroznicowane warunki sSrodowiskowe moga wplywac na tacznos¢ -
wymiang osobnikow i przeplyw gendéw (ang. connectivity) miedzy populacjami i ich

réznorodno$¢ genetyczna.
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3.5.2 Pochodzenie Mytilus w Pélnocnym Atlantyku i ewolucja M. galloprovincialis
M. trossulus wyewoluowat w Oceanie Spokojnym i skolonizowal Pdtnocny
Atlantyk po otwarciu Cie$niny Beringa ok. 3,5 mln lat temu (Gardner i in., 2021,
Vermeij, 1991; Wenne i in., 2022b). Z tego gatunku, w Atlantyku wyodrebnit sie¢ nowy
takson M. edulis i rozprzestrzenit si¢ w potnocno-zachodnim Oceanie Atlantyckim, a
nastepnie skolonizowat wybrzeza Europy. Najstarsze skamieniatosci okreslone jako M.
edulis znaleziono w osadach z wczesnego pliocenu, muszle ze $srodkowego i pdznego
Zanklu w okolicach Lepe, w Zatoce Kadyksu, na wybrzezu atlantyckim na pdinocny
zachod od Gibraltaru (Belatstegui i Muiiz, 2016; Wenne i in., 2022b). M. edulis
najprawdopodobniej skolonizowat Morze Srodziemne podczas wahan poziomu morza
przed plejstocenem (Gardner i in., 2021; Vermeij, 1991). Okoto 2,6 min lat temu miato
miejsce zlodowacenie na poétkuli pdinocnej, ktére prawdopodobnie spowodowato
spadek poziomu morza o ponad 100 metrow (Sosdian i Rosential, 2009). Dywergencja
M. galloprovincialis w Morzu Srédziemnym rozpoczeta si¢ ok. 2,5 min lat temu i
trwata przez ok. 1,8 mln lat (Roux 1 in., 2014). W okresie przejsciowym, wczesnego i
srodkowego plejstocenu od 1,4 do 0,4 min lat temu ustality si¢ bardziej regularne cykle
okresow glacjalno-interglacjalnych, ktore spowodowaty dalsze zmiany poziomu morza.
Globalne spadki poziomu morza izolowaly $rodowisko i ekosystem Morza
Srédziemnego od potnocno-wschodniego Oceanu Atlantyckiego (Wenne i in., 2022b).
Podczas zmian poziomu morza populacje matlzy z Oceanu Atlantyckiego
najprawdopodobniej wchodzity w kontakt wtérny z populacjami z Morza Sroédziemnego
(Barsotti i Melluzzi, 1968). Po kolonizacji przez Mytilus edulis naptyw wod z Oceanu
Atlantyckiego do dzisiejszego Morza Srodziemnego byt okresowo ograniczany lub
odcinany gtéwnie ze wzgledu na wahania poziomu morza na zachod od Cie$niny
Gibraltarskiej, ale rowniez z powodu zmian tektonicznych (Wenne i in., 2022b).
Ponadto silne parowanie wody morskiej spowodowato okresowe obnizanie poziomu
wody w Morzu Sroédziemnym i doprowadzito do wyodrebnienia si¢ jego czesci jako
odrgbnych basendw w okresie plejstocenu (Bianchi i in., 2012). W ciagu ostatnich 150
000 lat zmiany poziomu morza od ~130 m ponizej do 6-15 m powyzej obecnego
poziomu morza spowodowane byty zlodowaceniami i okresami ocieplenia (Benjamin 1
in., 2017). Wedhug Riginos 1 Cunningham (2005) mechanizmy izolacji (tzw. teoria

wikarianska) byty wazne dla wyodrgbnienia si¢ M. galloprovincialis od M. edulis.
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3.5.3 Rozmieszczenie wspolczesnych populacji M. galloprovincialis

Natywny M. galloprovincialis jest waznym skladnikiem zespolow
przybrzeznych w Morzu Srédziemnym i Czarnym. Osobniki doroste sa przytwierdzone
nitkami bisioru do twardego podtoza. Larwy mogg przemieszczac si¢ z prgdami na duze
odlegtosci. M. galloprovincialis wykazuje najwigksza, w poréwnaniu z innymi
gatunkami Mytilus, zdolno$¢ do kolonizacji nowych regionéow geograficznych, czy to
poprzez transfer z udzialem czlowieka (np. celowa introdukcja do akwakultury lub
przypadkowo poprzez zanieczyszczenie z wodami balastowymi i na dryfujacych z
pradami morskimi obiektach, jak boje czy cz¢éci drewniane umocnien nadbrzezy) lub w
sposob naturalny (np. przez dryfowanie na wodorostach) (Gardner i in., 2021; Wenne i
in.,, 2022b). W ostatnich latach M. galloprovincialis wykryto na atlantyckich
wybrzezach Ameryki Poludniowej, gdzie w Argentynie krzyzuje si¢ z rodzimym
taksonem M. platensis (Zbawicka i in., 2018) oraz w Brazylii, gdzie osadza si¢ na
hodowlach rodzimego gatunku Perna perna (Birckolz i in., 2020; Lins i in., 2021). M.
galloprovincialis zostat introdukowany do Afryki Potudniowej, na wybrzeza Pacyfiku
Ameryki Potnocnej (USA i potudniowa Kanada), Morza Japonskiego, Chin, Korei,
Australii, Nowej Zelandii i Chile (Wilkins i in., 1983; McDonald i Koehn, 1988;
Gardner i in., 2016; Han i in., 2017; Larrain i in., 2018; Zbawicka i in., 2019, 2022).
Jest uwazany za jeden z najbardziej skutecznych gatunkow inwazyjnych, czgsto
wypierajac gatunki rodzime (Geller i in., 1999; Lowe i in., 2000; Gardner i in., 2021;
Wenne i in., 2022D).

Dotychczasowe badania genetyczne naturalnych populacji M. galloprovincialis
w Morzu Srédziemnym miaty charakter lokalny lub obejmowaty tylko niektére regiony
(np. Ahmad i Beardmore, 1976; Edwards i Skibinski, 1987; Karakousis i Skibinski,
1992; Quesada i in., 19954, b; Giantis i in., 2012, 2014a, b; Bierne i in., 2003; Sammer i
in., 2010; Verai in., 2010; Fraisse i in., 2016; Paterno i in., 2019). Nie byty prowadzone
badania genetyczne populacji M. galloprovincialis w skali catego zasiegu populacji

naturalnych w Morzu Srédziemnym, Czarnym i w akwenach przylegtych.
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4. Cele badan

- zbadanie zréznicowania genetycznego populacji naturalnych Mytilus galloprovincialis

w Morzu Srédziemnym i w akwenach przylegtych z zastosowaniem SNP,
- OkreSlenie pochodzenia populacji M. galloprovincialis w Morzu Czarnym i
Azowskim,

- zbadanie polimorfizmu genetycznego introdukowanych populacji M. galloprovincialis
w Afryce Poludniowej z zastosowaniem SNP,

- identyfikacja taksonow Mytilus w probach zywnosci pochodzacych ze sprzedazy w
Europie z zastosowaniem SNP,

- ocena zgodnosci informacji o taksonie i pochodzeniu geograficznym omutkow Mytilus
przedstawionych na etykiectach produktow zywnosciowych z wynikami badan
genetycznych.
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5. Material i metody

Do badan uzyto prob omutkow Mytilus pobranych w latach wcze$niejszych w
ramach realizacji projektu NCN 2011/01/B/NZ9/04352 oraz zadania statutowego 1V.1
przez Pracowni¢ Genetyki Organizméw Morskich Zakladu Genetyki i Biotechnologii
Morskiej w Instytucie Oceanologii PAN. Do okreslenia genotypow badanych omutkow
zastosowano metod¢ polimorfizmu pojedynczego nukleotydu (SNP). Proby DNA do
badan zostaly wyizolowane z tkanki ptaszcza metoda CTAB zgodnie z procedurg
opracowang przez Hoarau i in. (2002). Probki tkanek DNA byty przechowywane przed
izolacja w 96% etanolu lub w temperaturze -70°C. Proby DNA z osobnikow Mytilus
byly genotypowane w laboratorium Centre for Integrative Genetics (CIGENE),
Department of Animal and Aquacultural Sciences, Faculty of Biosciences, Norwegian
University of Life Sciences, No-1432 As, Norway z uzyciem platformy Sequenom
MassARRAY iPLEX wg procedury opisanej przez Gabriel i in. (2009). Zastosowane
urzadzenie byto dedykowane do badan z zakresu genetyki populacyjnej i umozliwiato
jednoczesne genotypowanie 380 prob.

Do celéw realizacji niniejszej pracy doktorskiej zostaty udostepnione wyniki
genotypowania 1967 osobnikow badawczych omutkow z rodzaju  Mytilus
reprezentujacych proby M. galloprovincialis z warunkéw naturalnych z Morza
Srédziemnego i Czarnego oraz z wybrzezy Oceanu Atlantyckiego potudniowej Europy i
potudniowej Afryki, jak rowniez proby spozywcze zawierajace omulki zakupione w

hodowlach i sklepach oraz 613 osobniki referencyjne.
5.1 Analiza bioinformatyczna

5.1.1 Réznorodnos¢ genetyczna

Do analizy wynikow genotypowania dla badanych populacji Mytilus
zastosowano program Arlequin v. 3.5.1.2 (Excoffier i Lischer, 2010) i w kazdej probie
okreslono: frekwencje alleli, proporcje polimorficznych SNP (P,), frekwencje alleli
mnigjszosciowych (MAF), heterozygotyczno$¢ obserwowang (Hp) i oczekiwang (Hg),
réznorodno$¢ genetyczng 1 wskaznik zroznicowania populacji parami  (Fsr),
wspoétczynnik inbredu (Fis) i odstepstwa od rownowagi Hardy'ego-Weinberga (HWE)
(Wenne i in., 2022b). Najbardziej informatywne loci zidentyfikowano przez obliczenie

Fst dla loci odstajacych, gorng granice 95% przedziatu ufnosci zidentyfikowano z 20
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000 iteracjami i scharakteryzowano przez oszacowanie 0,05 i 0,95 i 0,99 kwantylow
rozktadu. Wspoétczynnik  falszywych  wynikow (FDR-BY) zastosowano do
skorygowania wartosci istotnosci (P) po wielokrotnym testowaniu (Benjamini i

Yekutieli, 2001; Narum, 2006).

5.1.2 Zréznicowanie genetyczne i struktura populacji

Do skonstruowania drzewa najblizszego sasiedztwa (NJ) ilustrujacego
zaleznosci genetyczne migdzy populacjami zastosowano wartosci odleglosci Fst w
formacie Newick, uzyskane w programiec POPTREEW (Takezaki i in., 2014), ktore
przedstawiono w wersji graficznej za pomocg programu MEGA 4 (Tamura i in., 2007).
Do analizy struktury populacji zastosowano dwie metody (Wenne i in., 2022b). Analiza
korespondencji (CA; Benzécri, 1992), zaimplementowana w GENETIX (Belkhir i in.,
2003) zostata uzyta do wizualizacji struktury genetycznej w populacjach. Wyniki
przedstawiono jako wykres punktowy, ktorego osie reprezentuja wkiad bezwladnosci
macierzy danych w sposob, ktory mozna uznaé¢ za analogiczny do catkowitej wariancji
czestosci alleli (Benzécri, 1992) 1 w ktérym kazda kropka reprezentuje populacje lub
osobnika. Po drugie, grupowanie i testowanie przyporzadkowania przeprowadzono
metoda Bayesowska zaimplementowang w oprogramowaniu STRUCTURE v. 2.3.4.
STRUCTURE zastosowano w modelu zaktadajacym mieszanie, ignorujagcym korelacje
migdzy kolejnymi probkami i uwzgledniajacym korelacje czgstosci alleli migdzy
klastrami. Model mieszany (ang. admixture) zastosowany w tej analizie dopuszcza
strukture osobnikdw o mieszanym pochodzeniu, co oznacza, ze czgSci genomu mogly
pochodzi¢ od réznych przodkow (Pritchard i in., 2000; Falush i in., 2007). Najbardziej
odpowiednig liczbg klastrow genetycznych okreslono przez poréwnanie oparte na
diagramie logarytmicznych prawdopodobienstw dla wartosci K. Dla kazdej wartosci K
zastosowano co najmniej 5 przebiegéw, zgodnie z metodg opisang przez Evanno i1 in.
(2005). Jako kryterium oddzielenia mieszancéw od czystych osobnikoéw zastosowano
progowe wartosci q wynoszace 0,2 (Vdhd 1 Primmer, 2006). Osobniki uwazano za
lokalne dla obszaru, z ktorego byly pobrane przy wartosciach q > 0,8. Osobniki z
wartosciami q od 0,2 do 0,8 uznano za potencjalnie mieszane, poniewaz nie mozna byto
ich jednoznacznie okresli¢ jako miejscowych lub migrantow (Lecis 1 in., 2006). Metoda

tancuchowa Monte Carlo Markowa zostata uruchomiona dla 100000 iteracji.

34



6. Wyniki

6.1 Zréznicowanie genetyczne populacji M. galloprovincialis w

przybrzeznych wodach Morza Srédziemnego i Czarnego

6.1.1 Material badawczy

W celu zbadania zrdéznicowania populacji M. galloprovincialis przeprowadzono
analiz¢ genetyczna 44 prob z Morza Srédziemnego, Morza Czarnego i z przylegtych
wod przybrzeznych Oceanu Atlantyckiego oraz 1 proba z wybrzeza Kanady.
Rozmieszczenie geograficzne tych prob zostato przedstawione na mapie (Rysunek 6).
Do badan uzyto 976 osobnikdow o zréznicowanej wielkosci pobranych w latach 2004 —
2016 (34 proby) oraz 316 osobnikow bedacych probami referencyjnymi (11 prob,
Tabela 1). Proby referencyjne o wczesniej znanych genotypach reprezentowaly M.
galloprovincialis z atlantyckich wybrzezy Hiszpanii, Portugali i z Morza Srédziemnego,
M. edulis z Francji i M. trossulus z Kanady. Do analiz bioinformatycznych uzyto 79
SNP, ktore roznicujg gatunki Mytilus i ich hybrydy przedstawionych w publikacjach:
Zbawicka i in. (2012, 2014) oraz Wenne i in. (2016, 2020).
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Tabela 1. Lista prob Mytilus, liczby badanych osobnikow (NO.) oraz wspotrzedne miejsc poboru prob.

LE

Proba Miejsce Kraj No. Wspotrzedne

AGA Agadir Maroko 31 30°18'3.36"N 9°48'56.60"W
ALC Alcanar Hiszpania 29 40°34'8.51"N 0°32'30.07"E
BAN Banyuls Francja 27 42°27'51.89"N 3°10'30.49"E
BGT Bizerta Bay Tunezja 30 37°16'36.70"N 9°53'58.20"E
BLT Bizerta Lagoon Tunezja 30 37°10'30.89"N 9°49'41.04"E
BOJ Gargano, Boja Wtochy 30 41°21'27.56"N 16°17'15.81"E
BRI Brindisi Wilochy 30 40°38'30.82"N 17°57'56.69"E
CAT Catholica Wtochy 30 43°59'36.15"N 12°40'49.03"E
CHW Istria Chorwacja 35 45° 7'51.44"N 13°39'39.81"E
CIRP Circumar Piccolo Wtochy 28 40°30'2.00"N 17°18'1.00"E
DUB Dubrownik Chorwacja 34 42°32'49.39"N 18°10'21.69"E
EGE Porto Coufo Grecja 29 39°57'49.00"N 23°55'19.00"E
GAE Gulf of Gaeta Wilochy 30 41°13'39.84"N 13°34'6.72"E
GRK Kassiopi Grecja 30 39°47'31.32"N 19°54'12.66"E
GRM Mazoma Lagoon Grecja 30 39°0'52.83"N 20°44'44.93"E
HER Kreta, Heraklion Grecja 30 35°20'40.96"N 25° 8'56.50"E
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IMC Oristano Wtochy 20 39°54'4.42"N 8°29'4.18"E
LAM2 Lampolla Hiszpania 30 40°46'13.28"N 0°45'28.88"E
MAK Makarska Chorwacja 29 43°16'34.99"N 17° 0'51.84"E
MOM Canakkale Grecja 30 40°921.17"N 26°2428.28"E
NEA Zatoka Neapol. Wtochy 30 40°46'44.64"N 14° 5'28.20"E
ORAl Oran1 Algeria 30 35°42'36.74"N 0°39'14.64"W
ORA4 Oran 4 Algeria 29 35°10'44.16"N 1°38'57.67"W
ORB Orbetello Wilochy 25 42°2621.00"N 11°13'14.00"E
PIST Pisticci Wtochy 27 40°20'12.00"N 16°48'31.00"E
SAR Saronikos Zat. Grecja 30 37°35'39.64"N 23°16'58.52"E
SET Sete Francja 23 43°2327.30"N 3°41'48.11"E
SGL Santa Giusta Lagoon Wiochy 23 39°43'39.27"N 8°29'49.91"E
SIS Sistiana Witochy 31 45°46'19.19"N 13°35'11.26"E
TES Saloniki Grecja 30 40°38'1.23"N 22°52'31.97"E
TURK Izmir Turcja 18 38°426.33"N 27° 1'19.61"E
VAL Valencia Hiszpania 29 39°26'57.08"N 0°18'39.11"W
SBRB Stoneczny Brzeg Bulgaria 29 42°41'58.74"N 27°43'3.38"E
BLS Krym Ukraina 30 44°29'0.82"N 34°12'18.92"E




Proby referencyjne zaznaczono pogrubiong czcionka (M. galloprovincialis Morze Srédziemne: AZO - Wenne i in., 2020, LID - Wenne i in., 2016, ORI -
Zbawicka i in., 2018; M. galloprovincialis Ocean Atlantycki: CAM- Zbawicka i in., 2018, CAS i VIG- Wenne i in., 2020, BID - Wenne i in., 2016; M. edulis:

AZO Morze Azowskie Ukraina 30 45°43'51.71"N 35°5'0.26"E
LID Lido Wiochy 32 45°3025.42"N 12°38'30.04"E
ORI Oristano Wtochy 29 39°47'59.88"N 8°31'9.72"E
CAM Camarinal Hiszpania 29 36°4'48.01"N 5°47'58.00"W
CAS Cascais Portugalia 30 38°34'14.89"N 9°19'8.95"W
VIG Vigo Hiszpania 30 42°13'54.12"N 8°45"7.22"W
BID Bidasoa Hiszpania 29 43°21'38.71"N 1°51'11.15"W
CHA Charente Francja 20 45°44'25.39"N 1°17'31.95"W
LOI Loire Francja 29 47°14'43.83"N 2°13'48.88"W
MSMA Mont Saint Michel Francja 30 48°39'0.06"N 1°31'40.26"W
KKA Halifax Kanada 28 44°30'33.79"N 63°2924 91"W

CHA - Simon i in., 2021, Wenne i in., 2022b, LOI - Wenne i in., 2016, MSMA- Wenne i in., 2022b; M trossulus: KKA- Zbawicka i in., 2018).
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6.1.2 Walidacja SNP i réownowaga Hardy'ego-Weinberga

Celem oceny zastosowanych SNP uzyto testu rownowagi Harde’ego-Weinberga (HWE;
ang. Hardy-Weinberg equlibrium) oraz MAF (frekwencja rzadszego allelu; ang. minor
allele frequency). Genotypowanie dla 53 SNP osiagne¢to akceptowalny wynik
jakosciowy. Posrod 53 SNP uzytych do genotypowania, 44 SNP (83,01%) byty
zlokalizowane w rejonach kodujgcych, z  ktorych trzy (5,66%) byty niesynonimiczne, a
cztery (7,54%) znajdowaly si¢ w rejonach niekodujacych. Wartosci MAF zawieraty si¢
w przedziale od 0,000 do 0,404 (BM32A) (Tabela 2). Wigkszo$¢ loci byla w
rownowadze Hardy'ego-Weinberga (HWE) we wszystkich populacjach. W dziesigciu
populacjach (AGA, BLS, CHW, CIRP, MOM, ORA4, SBRB, TURK oraz referencyjne
CAS 1 LOI) nie zaobserwowano SNP z odstepstwami od HWE. Tylko jedna populacja
(VAL) miala trzy SNP, ktore nie byty w réwnowadze HWE (P<0,01).
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Tabela 2. Wihasciwosci i zmienno$é genetyczna 53 SNP dla 44 populacji z Mytilus. Nie uwzgledniono proby M. trossulus (KKA). No. — liczba
prob dla ktorych locus bylo polimorficzne. Fst — wspolczynnik zréznicowania genetycznego, wartos¢ P < 0.05 po poprawkach Benjamini—
Yekutieli (B-Y) zaznaczono pogrubiong czcionka; Ho — heterozygotyczno$¢ obserwowana; Fis — wspotczynnik inbredu; MAF — frekwencja
rzadszego allela. Wartos$ci Fst istotne staytystycznie przy p<0,05 oznaczono pogrubiong czcionka.

Locus Gen Rejon Podstawienie | Allel | Fst Ho Fis No. | MAF | GenBank [Publikacja

1 |[BM101A | Ribosomal protein L7a kodujacy synon AIT 0,957 | 0,159 | 0,210 | 5 0,004 | KT713378 |Wenneiin. 2016

2 |BM102A | Proteasome subunit beta type-6- | kodujacy synon CIT 0,049 | 0,295 | -0,043 | 44 0,180 | KT713379 |Wennei in. 2016
like

3 |BM103B | Proteasome subunit beta type-5- | kodujacy nonsyn AIG 0,736 | 0,032 | 0,054 |1 0,006 | KT713380 |[Wenneiin. 2016
like

4 |BM105A | UnKnown NA NA A/G | 0,110 | 0,492 | 0,326 | 43 | 0,383 | KT713381 |Wennei in. 2016

5 |BM106B | UnKnown NA NA AIG 0,088 | 0,217 | 0,996 | 31 0,127 | KT713382 |Wenneiin. 2016

6 |BM10B | Ribosomal protein S20 kodujacy synon A/C 0,805 | 0,035 | 0,027 |1 0,004 | KJ871040 [Zbawickai in. 2014

7 |BM116A | ATP synthase beta subunit kodujacy synon A/C 0,965 | 0,047 | 0,000 |2 0,001 | KT713387 |Wennei in. 2020

8 |[BM118A | UnKnown NA NA AIG 0,028 | 0,274 | 0,017 | 44 0,165 | KT713388 |Wenneiin. 2016

9 [BM11A | Ribosomal protein L22 kodujacy synon A/G 0,931 | 0,045 | -0,008 | 3 0,001 | KJ871041 [Zbawicka iin. 2014

10|BM121A | Ribosomal protein L30 kodujacy synon AT 0,000 | 0,001 | 0,000 |1 0,000 | KT713389 |Wennei in. 2020
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11{BM12A | Ribosomal protein L23a kodujacy synon CIT 0,750 | 0,044 | -0,060 | 7 0,006 | KJ871042 [Zbawickai in. 2014

12|BM12C | Ribosomal protein L23a kodujacy synon CIT 0,235 | 0,482 | 0,034 | 45 0,254 | KJ871042 |Wennei in. 2016

13|BM147A | UnKnown NA NA CIT 0,114 | 0,312 | 0,048 | 43 0,173 | KT713383 |Wenneiin. 2016

14|BM16B | ribosomal protein L21 kodujacy synon CIT 0,021 | 0,396 | 0,044 | 45 0,271 | KJ871044 |Wennei in. 2016

15(BM17B | Ribosomal protein L7a kodujacy synon AIG 0,516 | 0,090 | 0,089 | 15 0,051 | KJ871045 [Zbawickai in. 2014

16|BM201B | H4 histone gene nieckodujacy | NA A/C 0,667 | 0,032 | 0,616 | 3 0,007 ,10\Y267750. Zbawicka i in. 2012

17|BM201C | H4 histone gene kodujacy synon G/IT |0214 [ 0417 0,001 |43 | 0,214 |AY267750. |[Zbawicka i in. 2012
1

18|BM202A | H3 histone gene niekodujacy | NA A/C 1,000 | 1,000 | 0,000 | O 0,000 |AY267749. [Zbawickaiin. 2012
1

19(BM202B | H3 histone gene kodujacy synon AIT 1,000 | 1,000 | 0,000 | O 0,000 |AY267749. [Zbawickaiin. 2012
1

20/BM203B | H2B histone gene niekodujacy | NA CIT 0,193 | 0,442 | 0,054 | 43 0,262 |AY267742. [Zbawickaiin. 2012
1

21|BM203D | H2A histone gene nickodujgcy | NA AT | 1,000 | 1,000 | 0,000 |0 0,000 A1Y267757 Zbawicka i in. 2012

22|BM204A | p53 kodujacy synon CIT 0,104 | 0,498 | -0,006 | 44 0,366 | DQ865151 [Zbawicka i in. 2012
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23|BM21B | gm-like protein kodujacy nonsyn CIG 0,982 | 0,043 | 0,000 |1 0,000 | KJ871047 [Zbawicka i in. 2014
24|BM21C | gm-like protein kodujacy synon A/C/T | 0,237 | 0,378 | -0,035 | 45 0,080 | KJ871047 [zbawicka i in. 2014
25|BM26B | UnKnownl3 NA NA AIT 0,190 | 0,215 | 0,000 | 39 0,101 | KJ871050 [Zbawicka iin. 2014
26|BM2G UnKnown05 kodujacy synon GIT 0,944 | 0,041 | -0,041 | 1 0,001 | KJ871032 [Zbawickai in. 2014
27|BM30A | Ribosomal protein 117 kodujacy synon AIG 0,855 | 0,037 | -0,149 | 1 0,003 | KJ871052 [Zbawicka i in. 2014
28/BM30C | Ribosomal protein 117 kodujacy synon AIT 0,491 | 0,023 | 0,082 | 2 0,011 | KJ871052 [Zbawicka i in. 2014
29|BM32A | ubiquinol-cytochrome ¢ | kodujacy synon AIG 0,032 | 0,493 | 0,406 | 45 0,404 | KT713371 |Wenneiin. 2016
reductase subunit 6
30|BM33B | Cytochrome c¢ oxidase subunit | kodujacy synon AIT 0,453 | 0,020 | -0,327 | 1 0,010 | KJ871054 [Zbawicka i in. 2014
v
31|BM35C | Ribosomal protein L7 kodujacy synon AIT 0,102 | 0,368 | 0,036 | 45 0,218 | KJ871055 |Wenneiin. 2016
32|BM35D | Ribosomal protein L7 kodujacy synon A/G 0,084 | 0,292 | 0,128 | 43 0,168 | KJ871055 [Zbawicka iin. 2014
33|BM36F | ribosomal protein S3a kodujacy synon A/C 0,215 | 0,170 | -0,003 | 44 0,071 | KT713373 |Wenneiin. 2016
34|BM38B | ribosomal protein S8e kodujacy synon AIG 0,045 | 0,302 | 0,054 | 45 0,175 | KT713368 |Wenneiin. 2016
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35|BM44B | ubiquitin/ribosomal protein | kodujacy synon AIG 0,490 | 0,025 | 0,430 | 3 0,011 | KJ871057 [Zbawicka i in. 2014
S27a

36|BM50B | CoA-binding protein kodujacy synon AIG 0,056 | 0,003 | -0,059 | 1 0,002 | KJ871059 [Zbawicka i in. 2014

37|BM54A | ETC_C1_NDUFA4 kodujacy synon A/G | 0,672 | 0,063 | 0,065 | 20 | 0,010 | KJ871060 [Zbawicka i in. 2014

38|BM57A | NADH- kodujacy nonsyn CIT 0,199 | 0,442 | 0,028 | 43 | 0,240 | KT713374 |Wennei in. 2016
ubiquinone_oxidoreductase

39|BM57D | NADH- kodujacy synon A/C | 0,155 | 0,470 | -0,003 | 44 | 0,290 | KT713374 |Wennei in. 2016
ubiquinone_oxidoreductase

40|BM5B Ribosomal protein S6e kodujacy synon AIG 0,058 | 0,207 | 0,023 | 39 0,116 | KJ871035 |Wenneiin. 2016

41|BM5D Ribosomal protein S6e kodujacy synon CIT 0,035 | 0,355 | -0,004 | 45 0,231 | KJ871035 [Zbawicka iin. 2014

42|BM60A | UnKnown08 kodujacy synon A/G | 0,192 | 0,013 | 0,051 | 4 0,007 | KJ871063 [Zbawicka i in. 2014

43|BM61A | Ribosomal_L1 kodujacy synon CIT 0,134 | 0,211 | 0,037 | 43 0,119 | KT713375 |Wenneiin. 2016

44|BM62A | Ribosomal L13e kodujacy synon A/G 1,000 | 1,000 | 0,000 | O 0,000 | KJ871064 [Zbawicka iin. 2014

45/BM64A | Ribosomal protein L35 kodujacy synon CIT 0,982 | 0,044 | 0,001 |1 0,000 | KJ871065 [Zbawicka iin. 2014

46|BM67C | Ribosomal protein S6e kodujacy synon AT 0,252 | 0,312 | 0,226 | 45 0,157 | KJ871066 |Wennei in. 2016
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47 /BM6C EFG_N kodujacy synon CIT 0,273 | 0,029 | 0,224 | 7 0,015 | KJ871036 [Zbawicka i in. 2014
48|BM75C | UBA_UBA-TS-N_domain kodujacy synon C/G | 0,047 | 0,003 | -0,049 | 1 0,001 | KT713370 Wennei in. 2016

49/BM78B | UnKnown12 kodujacy synon A/G 0,125 | 0,437 | 0,062 | 45 0,267 | KJ871069 [Zbawicka iin. 2014
50|BMS8E Ribosomal protein L3 kodujacy synon AIG 0,546 | 0,079 | 0,067 | 27 0,018 | KJ871038 [zZbawickaiin. 2014
51/BM92B | UnKnown06 kodujacy synon AIT 1,000 | 1,000 | 0,000 | O 0,000 | KJ871074 [Zbawickai in. 2014
52|BM9B Ribosomal protein S2 kodujacy synon AIG 0,075 | 0,297 | 0,037 | 45 0,174 | KJ871039 [Zbawicka i in. 2014
53|BM9C Ribosomal protein S2 kodujacy synon A/C/T | 0,132 | 0,401 | 0,031 | 45 0,055 | KJ871039 [Zbawicka iin. 2014
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6.1.3 Wykrywanie odstajacych i wysoce informatywnych SNP

Osiemnascie SNP byto istostnych statystycznie w roznicowaniu M. trossulus od innych
taksonéw (BM33B, BM44B, BM30C, BM201B, BM12A, BM103B, BM10B, BM30A,
BM11A, BM2G, BM101A, BM116A, BM64A, BM62A, BM92B, BM202A, BM202B,
BM203D) (Rysunek 7). Referencyjnag probe M. trossulus wykluczono z dalszej analizy i
zidentyfikowano siedem odstajgcych SNP réznicujacych M. edulis od M.
galloprovincialis (BM101A, BM12C, BM17B, BM21C, BM201C, BM57A, BM67C)
(Rysunek 8). Po wykluczeniu proby M. edulis wykonano analiz¢ dla populacji M.
galloprovincialis, w ktorej uzyskano SNP réznicujace proby w obrebie jednego gatunku
(BM12C, BM67C, BM106B) (Rysunek 9).
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Rysunek 7. Wykrywanie loci odstajacych réznicujacych 45 prob. Rozktad wartosci Fst
jako funkcja heterozygotycznosci w neutralnym modelu dla 53 analizowanych SNP.
SNP, ktore miaty wartos¢ Fst powyzej wartosci 0,95 lub ponizej 0,05 (gérne 1 dolne
ciagle linie) byly identyfikowane jako loci odstajace.
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Rysunek 9. Wykrywanie loci odstajacych réznicujacych 35 prob M. galloprovincialis.
Rozktad wartosci Fst jako funkcja heterozygotycznosci w neutralnym modelu dla 53
analizowanych SNP.
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6.1.4 Roznorodnos$¢ genetyczna

Odsetek polimorficznych loci (Po) w M. galloprovincialis wahat si¢ od 45% dla proby z
Maroka (AGA) 1 Turcji (TURK) do 56,60% w Chorwacji (DUB) 1 probach
referencyjnych IMC (Wtochy) (Tabela 3). Obserwowana heterozygotycznosé (Ho) dla
53 loci w 45 populacjach byla nizsza niz oczekiwano (He), z wyjatkiem dwoch probek:
ORAL i BLS (Tabela 3). Najwyzsze wartosci Ho wahaty si¢ od 0,310 do 0,327, ktore
odnotowano w TURK, ORAL, AGA i ORA4. Najwyzsze warto$ci heterozygotycznoS$ci
oczekiwanej (He) zaobserwowano w SET, TURK i AGA (odpowiednio 0,327, 0,328 i
0,341), natomiast najnizsze warto$ci zaobserwowano w PIST i TES (0,278 i 0,287).
Sredni wewnatrzpopulacyjny wskaznik Fis (usredniony dla wszystkich loci
polimorficznych dla 45 préb) wyniost 0,069. Dla siedmiu probek (GRM, SIS, CIRP,
GAR, BAN, VAL i M. trossulus KKA) istotne wartosci Fis wskazywaty na nadmiar
homozygot (Tabela 3), co moze wskazywa¢ na zwigzek miedzy osobnikami w
populacji, wynikajacy z poboru kilkudziesieciu spokrewnionych osobnikow z

niewielkiego obszaru.
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Tabela 3. Parametry genetyczne dla 45 prob Mytilus: % loci polimorficznych (Po), heterozygotycznosé obserwowana i spodziewana (Ho i Hg),
liczba loci odstajacych od rownowagi HWE, P < 0.01 (P), wspotczynnik inbredu (Fis).

Srednia liczba réznic Liczba loci z

Nazwa Poziom zréznicowania miedzy parami w odstepstwami do

proby Po Ho He genetycznego dla loci obrebie populacji HWE (P<0,01) Fis
AGA 45,00 0,318 0,341 0,138 7,544 0 0,030
ALC 52,82 0,268 0,311 0,136 7,912 2 0,117
BAN 50,94 0,261 0,316 0,142 8,056 2 0,157
BGT 54,71 0,291 0,316 0,149 8,575 2 0,048
BLT 54,71 0,293 0,319 0,161 8,950 2 0,066
BOJ 52,82 0,251 0,305 0,138 7,938 1 0,150
BRI 52,82 0,276 0,298 0,140 7,879 2 0,053
CAT 52,82 0,275 0,309 0,135 7,674 2 0,076
CHW 50,94 0,284 0,292 0,134 6,867 0 -0,032
CIRP 49,05 0,261 0,311 0,132 7,681 0 0,147
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DUB 56,60 0,254 0,277 0,131 7,434 0,027
EGE 50,94 0,254 0,286 0,126 7,198 0,086
GAE 52,82 0,295 0,319 0,145 8,347 0,042
GRK 52,82 0,263 0,297 0,145 8,045 0,102
GRM 50,94 0,263 0,314 0,139 7,890 0,136
HER 52,82 0,272 0,301 0,147 8,446 0,082
IMC 56,60 0,257 0,285 0,155 8,508 0,097
LAM2 52,82 0,265 0,293 0,138 7,633 0,067
LID 54,71 0,275 0,309 0,140 8,102 0,072
MAK 50,94 0,288 0,308 0,145 7,903 0,040
MOM 50,90 0,252 0,290 0,131 7,622 0,110
NEA 52,82 0,291 0,317 0,154 8,556 0,066
ORA1 52,82 0,327 0,318 0,150 8,376 -0,060
ORA4 50,94 0,316 0,317 0,139 8,075 -0,025
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ORB 50,94 0,268 0,300 0,136 7,523 0,076
ORI 49,05 0,289 0,310 0,126 7,508 0,032
PIST 54,71 0,255 0,278 0,141 7,755 0,065
SAR 50,94 0,276 0,302 0,138 7,741 0,067
SET 50,94 0,296 0,327 0,145 8,161 0,064
SGL 52,82 0,276 0,316 0,156 8,564 0,114
SIS 52,82 0,247 0,295 0,141 7,840 0,142
TES 50,94 0,255 0,287 0,132 7,412 0,088
TURK 45,28 0,310 0,328 0,132 7,337 0,032
VAL 54,71 0,231 0,281 0,136 7,700 0,161
MSMA | 50,94 0,226 0,245 0,072 5,630 -0,007
LOI 49,05 0,224 0,244 0,109 5,978 0,061
CHA 41,51 0,257 0,281 0,108 5,954 0,061
BID 50,94 0,319 0,338 0,152 8,713 0,035

1S




VIG 54,71 0,279 0,309 0,149 8,644 0,084
CAS 52,82 0,270 0,298 0,146 8,004 0,077
CAM 47,17 0,318 0,341 0,143 8,108 0,044
SBRB 47,17 0,277 0,307 0,119 6,969 0,056
BLS 49,05 0,295 0,289 0,131 7,246 -0,040
AZO 50,94 0,274 0,275 0,133 7,293 -0,006
KKA 62,26 0,199 0,245 0,130 7,343 0,146

¢S




6.1.5 Zréznicowanie populacji

Srednie réznice w parach w obrebie populacji M. galloprovincialis wykazaty, ze
najbardziej zrdéznicowang probg jest BLT z Tunezji, a najmniej zréznicowang CHW z
Chorwacji. Wérod prob referencyjnych najwigksze zroznicowanie zaobserwowano w
probie atlantyckiej M. galloprovincialis BID z Hiszpanii, natomiast najmniejsze w
probie M. edulis MSMA z Francji. Te same proby wykazaty najwyzsza i najmniejsza

réznorodno$¢ gendow (Tabela 3).

Porownanie wartosci Fst wsérod wszystkich prob dla 53 SNP wskazato, ze wicle
populacji réznito si¢ znaczaco od siebie (P<0,05 po korekcie Benjamini-Yekutieli).
Statystycznie istotne zrdznicowanie genetyczne zostalo potweirdzone miedzy poba
referencyjng M. trossulus (KKA) a probami referencyjnymi Atlantyckiego M.
galloprovincialis (BID, VIG, CAS i CAM) oraz M. edulis (MSMA, LOI i CHA).
Istotne statystycznie wysokie zrdznicowanie genetyczne wykazaty proby M.
galloprovincialis AGA, MOM i ORA4. Stwierdzono niski, ale statystycznie istotny
poziom zr6znicowania miedzy probami z Morza Egejskiego i Morza Czarnego.
Najwyzsze warto$ci Fst zaobserwowano porownujac SBRB (Morze Czarne) z SAR (Fst
=0,081) i TURK (Fst = 0,094). Wartosci roznorodnosci genetycznej dla prob z Morza
Egejskiego i Morza Czarnego sag istotne statystycznie w pordéwnaniu z probami
srédziemnomorskimi, gdzie najwyzsza wartos¢ zaobserwowano dla pary TURK 1 SGL
(Laguna Santa Giusta, Wtochy) i wyniosta 0,065. Wigkszo$¢ pozostatych wartosci Fst
wynosita ponizej 0,03. Nie stwierdzono istotnych statystycznie réznic dla MOM
(Dardanelle Strait) 1 prob z Morza Czarnego (SBRB, BLS, AZO), natomiast
zaobserwowano zrdznicowanie MOM oraz prob z Morza Egejskiego: MOM-HER
(0,050), MOM-SAR (0,043), MOM-TES (0,032) i MOM-TURK (0,060). W przypadku
porownania parami MOM-EGE warto$¢ Fst nie roznita si¢ istotnie statystycznie, co

wskazuje na brak zrdznicowania genetycznego.

Analiza drzewa najblizszego sasiada (NJ) potwierdzita znaczace rdéznice miedzy
populacjami M. trossulus, M. galloprovincialis i M. edulis, ktére odpowiadaty jednej
probie M. trossulus (KKA), trzem probom M. edulis (MSMA, LOI, CHA) oraz 41
pozostatym prébom M. galloprovincialis z Morza Srédziemnego i Oceanu
Atlantyckiego (Rysunek 10). Topologie drzewa wsparto 99 procent replikacji bootstrap.
Osobng grupe stanowity proby referencyjne z Oceanu Atlantyckiego M.
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galloprovincialis (BID, CAM, CAS i VIG) oraz proba marokanska (AGA). W obrebie
M. galloprovincialis z Morza Srodziemnego wyrézniono dwie galezie drzewa: pierwsza
obejmowata proby z Morza Azowskiego, Morza Czarnego i Morza Marmara (MOM,
SBRB, BLS, AZO), a druga z wod wokot Morza Egejskiego (EGE, HER, SAR, TURK,
TES) (Rysunek 11). Stwierdzono, ze te dwa skupiska odpowiadajga grupom
wynikajacym z analizy korespondencji (CA) (Rysunek 12). Proba z Algierii (ORA4)
znajdowata si¢ pomiedzy dwiema glownymi grupami M. galloprovincialis z Morza
Srédziemnego i Oceanu Atlantyckiego. Proby z Tunezji utworzyly grupe z probami z

péinocno-zachodniego Morza Srédziemnego.

Analiza CA 41 prob M. galloprovincialis (z ktérych 7 to proby referencyjne) wykazata
wyrazne oddzielenie prob z Oceanu Atlantyckiego, prob z Morza Czarnego 1 Morza
Azowskiego oraz trzeciej grupy obejmujacej wszystkie inne proby, z wyjatkiem ORA4,
ktora znajdowala si¢ pomiedzy grupami z Oceanu Atlantyckiego i Morza Srodziemnego

(Rysunek 13).

Analiza korespondencji (CA) przeprowadzona dla 34 prob obejmujgca 3 proby
referencyjne (LID, ORI, AZO) pozwolita na wyodrebnienie trzech grup: M.
galloprovincialis z Morza Czarnego i Azowskiego, M. galloprovincialis z Morza

Srédziemnego i M. galloprovincialis z Morza Egejskiego (Rysunek 14).

54



KKA — M. trossulus
|MSMA

JDDL[L0|
CHA

AGA

BID
61 CAM Ocean Atlantycki

M. edulis

CAS
VIG
ORA4
MAK
ORI
PIST
CHW

MOM

SBRB Morze Czame

78 i
BLS Morze Azowskie

DuUB
VMC
SET
NEA
SIS
-LID
BOJ

M. galloprovincialis

. CIRP
VAL
BRI
EGE
HER
SAR Morze Egejskie
TURK
TES
GAE
wORB
LAMZ
GRM
ORA1
GRK
1BGT
BLT

ALC
| SGL
BAN

0.050

Rysunek 10. Drzewo zaleznosci genetycznej NJ dla 45 prob z rodzaju Mytilus
skonstruowane na podstawie danych Fst (macierzy odlegtosci) (Tabela 9). WartoSci
poparcia bootstrap sa wyswietlane w procentach.
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Rysunek 11. Drzewo zalezno$ci genetycznej NJ dla 35 prob M. galloprovincialis
(wylaczajac z analizy M. galloprovincialis z Oceanu Atlantyckiego, M. edulis i M.
trossulus) skonstruowane na podstawie danych Fst (macierzy odlegtosci). Wartosci

poparcia bootstrap sa wyswietlane w procentach.
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Rysunek 12. Analiza korespondencji (CA) obliczona na podstawie danych (Axis 1 i
Axis 2) SNP dla 34 prob M. galloprovincialis z Morza Srédziemnego i Oceanu
Atlantyckiego oraz prob referencyjnych M. galloprovincialis z Morza Czarnego i
wybrzeza Oceanu Atlantyckiego oraz prob referencyjnych M. edulis z wybrzeza Oceanu
Atlantyckiego. Probki z Maroka (AGA — Ocean Atlantycki) i Algierii (ORA1 i ORA4 —
Morze Srédziemne) sa pokazane jako czerwone wypetnione trojkaty, probki z Morza
Czarnego i Morza Azowskiego (AZO, BLS, SBRB i MOM) oznaczono granatowymi
trojkatami. MSMA, LOI, CHA s3 probkami referencyjnymi (jasnoniebieskie
wypehione trojkaty). Kazdy punkt lub trojkat jest jedng badang préba.
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Rysunek 13. Analiza korespondencji (CA) obliczona na podstawie danych SNP dla 34
prob M. galloprovincialis z potudniowej Europy (Morza Srédziemnego, Morza
Czarnego 1 Oceanu Atlantyckiego) oraz 7 probek referencyjnych. Probki z Maroko 1
Algerii oznaczone s3 czerwonymi trdjkatami, probki z regionu Morza Egejskiego (EGE,
HER, SAR, TES, TURK) s3a pokazane jako czerwone niewypetione trojkaty, probki z
Morza Czarnego i Morza Azowskiego (BLS, SBRB i MOM) oznaczono granatowymi
trojkatami. LID 1 ORI (niebieskie wypetnione kropki), AZO (granatowy niewypeiniony
trojkat) oraz BID, CAM, CAS 1 VIG (granatowe wypetnione trojkaty) sa probkami
referencyjnymi. Kazda kropka lub trojkat to jedna z badanych prob.
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Analiza karespondenci [CA)
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Rysunek 14. Analiza korespondencji (CA) obliczona na podstawie danych SNP dla 31
prob M. galloprovincialis z Morza Srodziemnego i Morza Egejskiego (EGE, HER,
SAR, TES, TURK), Morza Czarnego i Morza Azowskiego (BLS, SBRB i MOM) oraz 3
préb referencyjnych: LID, ORI (niebieskie wypetnione kropki), AZO (granatowy
niewypetniony trojkat). Kazda kropka lub tréjkat to jedna z badanych prob.
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6.1.6 Struktura populacji

Analiza STRUKTURY dla 45 prob Mytilus wykazata najwigkszy wzrost LnP(D) dla
K =2, a nastgpnie dla K = 3 1 K = 4. Najistotniejszy podzial wykryto przy K = 2, gdzie
Klastry odpowiadajace probie M. trossulus zostaly oddzielone od prob M.
galloprovincialis i M. edulis. Przy K = 3 (nastepowato rozdzielenie M. galloprovincialis
I M. edulis). Natomiasr dla K=4 oprocz grupy M. trossulus zostaty wyodrebnione M.
edulis i dwie oddzielne grupy M. galloprovincialis z Morza Srodziemnego i Oceanu
Atlantyckiego (Rysunek 15). Analiza STRUCTURE przy K = 4, wykazala, ze
wiekszos¢ osobnikow prawidtowo przypisano do ich pierwotnych populacji z q > 0,8.
Matze pobrane z Maroka (AGA) i Algierii (ORA4) wykazywaly domieszke genow
charakterystyczng dla grup referencyjnych M. galloprovincialis z Oceanu Atlantyckiego
(BID, VIG, CAS i CAM). Druga probka z Algierii (ORA1), wykazata udziat genow

charakterystycznych dla prob M. galloprovincialis z Morza Srédziemnego.
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Rysunek 15. Wykres strukturalny dla 45 badanych prob (K = 4). Kazdy osobnik jest
reprezentowany przez pojedyncza pionowa lini¢ podzielong na cztery kolorowe
segmenty, o dhlugosciach proporcjonalnych do kazdego z K wywnioskowanych
klastrow. Skroty badanych prob podano w tabeli 1. Pionowe biate linie oddzielaja
populacje. Obecnos¢ M. trossulus w badanym rejonie wykluczono.
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6.2 Polimorfizm genetyczny populacji M. galloprovincialis z wybrzezy

Poludniowej Afryki

6.2.1 Material
Na Rysunku 16 przedstawiono miejsca poboru prob z potudniowych wybrzezy Afryki
Oceanu Atlantyckiego i Oceanu Indyjskiego. Lista prob z Potudniowej Afryki i uzytych

prob referencyjnych zostata przedstawiona w Tabeli 4.

Rysunek 16. Lokalizacje 6 prob Mytilus z Potudniowego Atlantyku oraz Oceanu
Indyjskiego (Google Earth Pro). Nazwy prob oraz ich wspotrzedne geograficzne
przedstawiono w Tabeli 4.

61



Tabela 4. Lista prob Mytilus, liczby badanych osobnikow (NO.) oraz wspotrzedne poboru prob. Proby referencyjne oznaczono pogrubiong

czcionka.
Préba Miejsce Kraj No. Wspotrzedne
BSR Blouberg Strand RPA 32 33°48'47.82"S 18°27'55.08"E
PNR Port Nolloth RPA 32 29°16'7.79"S 16°51'49.02"E
SBR Saldanha Bay RPA 26 33°1'37.64"S 18°127.32"E
CFR Cape St francis RPA 31 34°12'11.43"S 24°50221.15"E
KBR Kaysers Beach RPA 32 33°15'3.87"S 27°35'21.70"E
SKR Skoenmakerskop RPA 33 34° 2'50.62"S 25°32'42.28"E
IRD Indian River Inlet, Delaware, | Stany Zjednoczone 25 36°52'6.19"N 75°582.16"W
LOI Loire Francja 30 47°14'43.83"N 2°13'48.88"W
AGA Agadir Maroko 31 30°18'3.36"N 9°48'56.60"W
BID Bidasoa Hiszpania 30 43°21'38.71"N 1°51'11.15"W
CAM Punta Camarinal Hiszpania 29 36°4'48.01"N 5°47'58.00"W
ORI Oristano Wrtochy 26 39°47'59.88"N 8°31'9.72"E
AZO Ukraina Ukraina 30 45°43'51.71"N 35°5'0.26"E
KKA Halifax Kanada 28 44°30'33.79"N 63°2924.91"W
AKAR Akaroa Nowa Zelandia 30 43°40'19" S 172°57'54" E
CHT Chiloe Chile 20 42°24'0.54"S 74°10'48.49"W

29




COM Comodoro Rivadavia Argentyna 35 45°56'00"S 67°32'0.00"W

Proby referencyjne: M. trossulus- KAA; M. edulis- IRD, LOI; Morze Srdédziemne M. galloprovincialis- ORI, AZO, Ocean Atlantycki M. galloprovincialis- AGA, BID, CAM;
M. planulatus- AKAR; M. chilensis- CHT; M. platensis- COM.
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6.2.1 Charakterystyka SNP

Analiza wynikow genotypowania 55 SNP zostala przeprowadzona dla 500 osobnikow z
rodzaju Mytilus uzyskanych z 6 lokalizacji z Potudniowego Atlantyku i Oceanu
Indyjskiego pobranych w 2012 roku (BSR, PNR, SBR, CFR, KBR, SKR) i 11 préb
referencyjnych (IRD, LOI, AGA, BID, CAM, ORI, AZO, KKA, AKAR, CHT, COM).
Sposrod 55 SNP 46 (83,6%) znajdowato si¢ w regionach kodujacych, wsrdd ktérych
tylko 3 byly niesynonimiczne, a 9 (16,4%) znajdowalo si¢ w regionach niekodujacych
(Tabela 5).
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Tabela 5. Wtasciwosci 55 loci SNP, lokalizacja genomu, typ podstawienia, wariant alleliczny, numer dost¢pu GenBank i wspierajace

odniesienie.
Locus Gen Rejon Podstawienie | Allele | GenBank Publikacja

1 | BM101A | Ribosomal protein L7a kodujacy synon AIT KT713378 | Wenneiin., 2016

2 | BM102A | Proteasome subunit beta type-6-like | kodujacy synon CIT KT713379 | Wenneiin., 2016

3 | BM103B | Proteasome subunit beta type-5-like | kodujacy nonsyn AlG KT713380 | Wenneiin., 2016

4 | BM105A | UnKnown NA NA AlG KT713381 Wenne i in., 2016

5 | BM106B | UnKnown NA NA AlG KT713382 Wenne i in., 2016

6 | BM10B | Ribosomal protein S20 kodujacy synon A/C KJ871040 Zbawicka i in., 2014
7 | BM113A | Protein BTG1 kodujacy synon AIT KT713385 | Wenneiin., 2016

8 | BM118A | UnKnown NA NA AlG KT713388 Wenne i in., 2016

9 | BM11A | Ribosomal protein L22 kodujacy synon AlG KJ871041 Zbawicka i in., 2014
10 | BM121A | Ribosomal protein L30 kodujacy synon AIT KT713389 | Wenneiin., 2020
11 | BM12A | Ribosomal protein L23a kodujacy synon CIT KJ871042 Zbawicka i in., 2014
12 | BM12C | Ribosomal protein L23a kodujacy synon CIT KJ871042 Wenne i in., 2016
13 | BM151A | adhesive foot protein gene kodujacy synon GIT HQ257471.1 | Gardner i in., 2016
14 | BM16B | ribosomal protein L21 kodujacy synon CIT KJ871044 Wenne i in., 2016
15 | BM17B | Ribosomal protein L7a kodujacy synon AlG KJ871045 Zbawicka i in., 2014
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16 | BM201B | H4 histone gene niekodujacy | NA AIC | AY267750.1 | Zbawicka i in., 2012
17 | BM201C | H4 histone gene kodujacy synon G/T | AY267750.1 | Zbawicka i in., 2012
18 | BM202A | H3 histone gene niekodujacy | NA AIC | AY267749.1 | Zbawicka i in., 2012
19 | BM202B | H3 histone gene kodujacy synon AIT | AY267749.1 | Zbawicka i in., 2012
20 | BM203B | H2B histone gene niekodujacy | NA CIT AY267742.1 | Zbawicka i in., 2012
21 | BM203C | H2B histone gene niekodujacy | NA CIT AY267742.1 | Zbawicka i in., 2012
22 | BM203D | H2A histone gene niekodujacy | NA AT | AY267757.1 | Zbawicka i in., 2012
23 | BM204A | p53 kodujacy synon CIT DQ865151 | Zbawickai in., 2012
24 | BM206A | hsp70 gene kodujacy synon AIG | AJ783713 Zbawicka i in., 2012
25 | BM21B | gm-like protein kodujacy nonsyn CIG KJ871047 Zbawicka i in., 2014
26 | BM21C | gm-like protein kodujacy synon A/CIT | KJ871047 Zbawicka i in., 2014
27 | BM26B | UnKnown13 NA NA AIT KJ871050 Zbawicka i in., 2014
28 | BM2G UnKnown05 kodujacy synon GIT KJ871032 Zbawicka i in., 2014
29 | BM30A | Ribosomal protein 117 kodujacy synon AlG KJ871052 Zbawicka i in., 2014
30 | BM30C | Ribosomal protein 117 kodujacy synon AIT KJ871052 Zbawicka i in., 2014
31 | BM32A | ubiquinol-cytochrome c¢ reductase | kodujacy synon AlG KT713371 | Wenneiin., 2016
subunit 6
32 | BM33B | Cytochrome c oxidase subunit IV kodujacy synon AIT KJ871054 Zbawicka i in., 2014
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33 | BM35C | Ribosomal protein L7 kodujacy synon AIT KJ871055 Wenne i in., 2016
34 | BM35D | Ribosomal protein L7 kodujacy synon AlG KJ871055 Zbawicka i in., 2014
35 | BM36F | ribosomal protein S3a kodujacy synon A/C KT713373 | Wenneiin., 2016
36 | BM38B | ribosomal protein S8e kodujacy synon AlG KT713368 | Wenneiiin., 2016
37 | BM44B | ubiquitin/ribosomal protein S27a kodujacy synon AlG KJ871057 Zbawicka i in., 2014
38 | BM50B | CoA-binding protein kodujacy synon AlG KJ871059 Zbawicka i in., 2014
39 | BM54A | ETC_C1_NDUFA4 kodujacy synon AlG KJ871060 Zbawicka i in., 2014
40 | BM57A | NADH-ubiquinone_oxidoreductase | kodujacy nonsyn CIT KT713374 | Wenneiin., 2016
41 | BM57D | NADH-ubiquinone_oxidoreductase | kodujacy synon AIC KT713374 | Wenneiin., 2016
42 | BM5B Ribosomal protein S6e kodujacy synon AlG KJ871035 Wenne i in., 2016
43 | BM5D Ribosomal protein S6e kodujacy synon CIT KJ871035 Zbawicka i in., 2014
44 | BM60A | UnKnown08 kodujacy synon AlG KJ871063 Zbawicka i in., 2014
45 | BM61A | Ribosomal L1 kodujacy synon CIT KT713375 | Wenneiin., 2016
46 | BM62A | Ribosomal L13e kodujacy synon A/G | KJ871064 Zbawicka i in., 2014
47 | BM64A | Ribosomal protein L35 kodujacy synon CIT KJ871065 Zbawicka i in., 2014
48 | BM67C | Ribosomal protein S6e kodujacy synon AIT KJ871066 Wenne i in., 2016
49 | BM6C EFG_N kodujacy synon CIT KJ871036 Zbawicka i in., 2014
50 | BM75C | UBA_UBA-TS-N_domain kodujacy synon CIG KT713370 | Wenneiin., 2016
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51 | BM78B | UnKnown12 kodujacy synon AlG KJ871069 Zbawicka i in., 2014
52 | BM8E Ribosomal protein L3 kodujacy synon AlG KJ871038 Zbawicka i in., 2014
53 | BM92B | UnKnown06 kodujacy synon AIT KJ871074 Zbawicka i in., 2014
54 | BM9B Ribosomal protein S2 kodujacy synon AlG KJ871039 Zbawicka i in., 2014
55 | BM9C Ribosomal protein S2 kodujacy synon A/C/T | KJ871039 Zbawicka i in., 2014
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6.2.2 Réznorodnos$¢ genetyczna

Poziom polimorfizmu SNP (Po) w badanych probach oscylowal miedzy 29,09% a
61,82% (Tabela 6). Najnizsza wartos¢ zaobserwowano w nowozelandzkiej
referencyjnej probie M. planulatus z Oceanu Spokojnego (AKAR). Najwyzszy
wskaznik polimorfizmu stwierdzono u proby referencyjnej pochodzacej z Kanady
(KKA). Wsrod prob z Afryki Potudniowej polimorfizm osiggnat wartosci od 45,73% do
54,55%. Zdecydowana wigkszo$¢ loci SNP w badanych probach znajdowata si¢ w
roéwnowadze Hardy'ego-Weinberga (HWE). Heterozygotyczno$¢ obserwowana (Ho) dla
55 loci wéréd 17 prob dla wigkszosci byta nizsza niz heterozygotyczno$¢ oczekiwana
(He). Miary Fis (usrednione dla wszystkich loci polimorficznych w kazdej probie)

wykazuja znaczny nadmiar homozygot w 5 probach.
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Tabela 6. Parametry genetyczne dla 17 badanych prob Mytilus: % loci polimorficznych (Po), heterozygotyczno$¢ obserwowana i spodziewana
(Ho 1 He), $rednia réznorodnosci genow (Av.), liczba roznic w parach w populacji (NP.), liczba loci odstajacych od rownowagi HWE, P < 0.01
(P). Proby referencyjne jak w Tabeli 4.

Nazwa Po Fis HWE Ho He Poziom zréinicowania | Srednia liczba réznic miedzy

proby genetycznego dla loci | parami w obrebie populacji
(Av.) (NP.)

BSR 54,55 0,153 3 0,231 0,289 0,150 7,69

PNR 49,09 0,123 7 0,252 0,301 0,137 7,26

SBR 49,09 0,143 4 0,258 0,314 0,141 7,56

CFR 45,73 0,094 2 0,261 0,298 0,148 7,68

KBR 49,09 0,059 3 0,292 0,321 0,144 7,80

SKR 54,55 0,067 0 0,273 0,308 0,137 7,92

IRD 43,64 0,102 1 0,260 0,283 0,115 6,23

LOI 50,90 0,049 1 0,229 0,249 0,108 6,20

AGA 45,45 0,021 0 0,305 0,324 0,138 7,34

BID 50,90 -0,003 2 0,326 0,339 0,147 8,48

CAM 47,27 0,023 1 0,320 0,335 0,147 8,11

ORI 49,09 0,006 2 0,262 0,275 0,116 6,65

AZO 49,09 -0,013 1 0,272 0,274 0,131 6,78

0.




KKA 61,82 0,121 5 0,201 0,245 0,133 6,97
AKAR 29,09 0,030 0 0,181 0,158 0,046 1,89
CHT 36,36 -0,082 1 0,316 0,306 0,107 5,19
COM 30,90 0,104 2 0,234 0,270 0,081 4,30

T.




6.2.3 Zréznicowanie populacji

Drzewo najblizszego sasiada (NJ), skonstruowane na podstawie wartosci Fst ilustruje
powigzania genetyczne 17 prob badanych i referencyjnych (Rysunek 17). Oprocz
glownych grup reprezentujacych M. edulis, M. trossulus, M. galloprovincialis z Morza
Srédziemnego drzewo NJ ujawnito grupy z mocna struktura geograficzna. Odrebna
grupe stanowig referencyjne proby M. trossulus z Ameryki Péinocnej, M. platensis i M.
chilensis z Ameryki Potudniowej oraz M. planulatus z Nowej Zelandii. Wsrod prob M.
galloprovincialis z Poélnocnego Atlantyku pogrupowaly si¢ badane proby z
Potudniowego Atlantyku 1 Oceanu Indyjskiego, co s$wiadczy o ich malym

zréznicowaniu genetycznym (Rysunek 18).
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Rysunek 17. Drzewo zalezno$ci genetycznej NJ dla 6 prob z Afryki Potudniowej i 11
prob referencyjnych z rodzaju Mytilus stworzono na podstawie danych Fst (macierzy
odlegtosci). Warto$ci poparcia bootstrap sg wyswietlane w procentach.
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Rysunek 18. Drzewo zalezno$ci genetycznej NJ dla 6 prob z Afryki Potudniowej i 3
prob referencyjnych M. galloprovincialis stworzono na podstawie danych Fsr (macierzy
odlegtosci). Warto$ci poparcia bootstrap sa wyswietlane w procentach.

6.2.4 Struktura populacji

Analize korespondencji przeprowadzono w celu scharakteryzowania struktury populacji
M. galloprovincialis w badanym rejonie. Analiz¢ przeprowadzono z uzyciem panelu 55
SNP dla badanych prob z Oceanu Atlantyckiego 1 prob referencyjnych.
Zaobserwowano, ze proby referencyjne M. edulis, M. trossulus, M. platensis, M.
planulatus i M. chilensis oraz M. galloprovincialis z Morza Srédziemnego stworzyty
odrebne grupy, co jest zgodne z podzialem na drzewie NJ. Wykluczajac z analizy proby
referencyjne dla M. edulis, M. trossulus, M. platensis i M. chilensis badane populacje z

Potudniowego Atlantyku i Oceanu Indyjskiego grupuja si¢ z probami referencyjnymi

73



M. galloprovincialis z Pélnocnego Atlantyku potwierdza to ich silne podobienstwo
(Rysunek 19, 20).
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Rysunek 19. Analiza korespondencji (CA) dla 12 prob Mytilus (6 prob badanych oraz 6
prob referencyjnych M. galloprovincialis oraz M. planulatus). Kazdy z punktow
reprezentuje jedng z badanych grup; proby referencyjne oznaczono zielonymi i szarymi
punktami. CA wykazato, ze osie 1 i 2 wyjasniaja odpowiednio 71,22% 1 15,38%
catkowitej zmienno$ci genetycznej.
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Rysunek 20. Analiza korespondencji (CA) dla 9 préb Mytilus (6 préb badanych i 3 prob
referencyjnych M. galloprovincialis z Oceanu Atlantyckiego). Kazdy z punktow
reprezentuje jedng z badanych grup; proby referencyjne oznaczono kolorem zielonym.
CA wykazato, ze osie 1 1 2 wyjasniaja odpowiednio 25,42% 1 19,45% catkowitej
zmienno$ci genetycznej.
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Analiza STRUKTURY wykonana dla 17 prob Mytilus wykazata najwyzszy wzrost Ln P
(D) (tj. AK byt najwyzszy) dla K= 2 i nastepnie dla K= 3 i K=4. Najistotniejszy podziat
wykryto przy K= 4, gdzie uzyskano rozdzielenie badanych prob na M. edulis razem z
M. chilensis i M. platensis oraz M. trossulus, M. planulatus i M. galloprovincialis
(Rysunek 21). Kolejne podziaty (wykluczajac z analizy proby referencyjne: IRD, LOI,
KKA, CHT, COM) umozliwily oddzielenie M. galloprovincialis z Oceanu
Atlantyckiego od M. galloprovincialis z Morza Srodziemnego. Poddane analizie
wszystkie proby malzy, pobrane z wybrzezy Poludniowej Afryki, wykazaty domieszke
genow typowa dla grup referencyjnych M. galloprovincialis z Oceanu Atlantyckiego
(AGA, BID, CAM) (Rysunek 22).
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Rysunek 21. Analiza struktury K= 4 dla 17 prob Mytilus. Kazdy osobnik jest
reprezentowany przez pojedyncza pionowa lini¢ podzielong na trzy kolorowe segmenty,
o dhugosciach proporcjonalnych do kazdego z K wywnioskowanych klastrow. Skroty
badanych populacji podano w Tabeli 4. Pionowe biate linie oddzielaja analizowane
proby.
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Rysunek 22. Analiza struktury K= 2 dla 11 prob M. galloprovincialis. Kazdy osobnik
jest reprezentowany przez pojedyncza pionowa lini¢ podzielong na dwu kolorowe
segmenty, o dlugosciach proporcjonalnych do kazdego z K wywnioskowanych
klastrow. Skroty badanych populacji podano w tabeli 4. Pionowe biate linie oddzielaja
analizowane proby.
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6.3 Analiza taksonomiczna i pochodzenia geograficznego prob

zywnosciowych zawierajacych omulki Mytilus dostepnych w Europie

6.3.1 Charakterystyka badanych préb

Proby zywnosciowe z zadeklarowang na etykietach lub przez sprzedawce zawartoscig
omutkéw Mytilus zakupiono w sklepach rybnych, hipermarketach i bezposrednio w
gospodarstwach hodowlanych (Tabela 7). Genotypowanie SNP zostato przeprowadzone
dla 21 prob, ktore sktadaty si¢ z 491 osobnikow zakupionych w latach 2011-2014.
Uzyto 5 prob referencyjnych (LET- M. trossulus; LID, PNV- M.galloprovincialis; LGF-
M.edulis; PZC- M. chilensis), ktére byly wykorzystywane w innych badaniach
dotyczacych polimorfizmu SNP (Zbawicka i in., 2012; Wenne i in., 2016). Jedna z prob
referencyjnych (LID) to proba dziko zyjaca.
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Tabela 7. Lista 21 prob zywnosciowych i 5 referencyjnych Mytilus, liczby badanych osobnikow (No.), informacje dotyczace miejsc zakupow,
poboru prob, kraju pochodzenia.

Proba | No. | Produkt/ gatunek Nazwa Lokalizacja Kraj pochodzenia Miejsce zakupu Data
produktu poboru/pozyskania proby
BOS 30 | Swiezy produkt Cozza Bosco Mesola, Po Delta Wtochy Market we Wtoszech | 2012
CHI 29 | Swiezy produkt M. | Mitili Chioggia, Valli di | Wiochy, CE IT/2701 | Strada Statale | 2012
galloprovin-cialis 0 cozze Chioggia (VE) CDM-CSM, FAO 37 | Romea, Wtochy
CST 30 | Swiezy produkt M. | Cozza Castro Hiszpania, CE brak danych 2012
galloprovin-cialis IT/304/CDM,
CE IT/304/CSM
LAS 16 | Swiezy produkt M. | Muscoli La | La Spezia Wiochy, CE | Wtoch 2012
galloprovin-cialis Spezia IT/11/CSM
LAM 31 | Swiezy produkt Mejillones L'Ampolla Hiszpania L'Ampolla, 2014
‘rock mussels’ Hiszpania
LLO 30 | Swiezy produkt Mejillones L'Ampolla Hiszpania Lloret de Mar, | 2014
Hiszpania
TAR 28 | Swiezy produkt Mejillones Tarragona, Sant Carles de | Hiszpania Lloret de Mar, | 2013
‘rock mussels’ | la Rapita Hiszpania
MEZ |30 | Swiezy produkt Mejillones | - Hiszpania Mezquitilla, 2012
Hiszpania

8.




PZB 19 | Swiezy produkt M. edulis Irische Holandia Netherlands, FAO | Bremen, Niemcy 2012
miesmuscheln 27
PZL 15 | Swiezy produkt M. edulis Premier Yerseke, Holandia, FAO | Holandia Gdansk, Polska 2012
Mosselen, 27, cultured
Mule,
EG658SNL
MSMA | 30 | Swiezy produkt M. edulis Moules de | Le Vivier sur Mer Francja, FR | Gdansk, Polska 2015
Bouchots de 35.078.045 CE
la Baie du
Mont  Saint
Michel
PSL 12 | Swiezy produkt brak danych | Port-Saint-Louis-du- Francja brak danych 2013
Rhone
PZN 19 | Swiezy produkt malze Norgeskjell AS, Afjord Norwegia Market w Gdyni, | 2012
Polska
ESC 29 | Mrozony produkt brak danych | nieznany brak danych brak danych 2015
PZI 17 | Mrozony produkt Mule Bantry Bay, FAO 27 Irlandia, IE CK 0043 | Gdansk, Polska 2012
EC
PZA 19 | Produkt gotowany i | Mule zZ | nieokreslony nieokreslony, PL | Gdansk, Polska 2012
mrozony makaronem i 04611803 WE
groszkiem
PZR 30 | Produkt gotowany I | malze Snaddar og Snaskum AS | Norwegia brak danych brak
mrozony Rissa danych

6.




PZH 13 | Matze w solance matze Bouzas, Vigo, Ria de Vigo | Hiszpania, ES | Gdansk, Polska 2011
12.391/PO CE
PZS 19 | Malze w solance malze nieokreslony Dania, DK 2033 EC | Gdansk, Polska 2011
PZF 20 | Produkt marynowany Cuisine nieokreslony Dania, EC 2033 DK | Gdansk, Polska 2013
Francaise,
malze
SBR 25 | Swiezy produkt Potudniowo | Saldanha Bay Poludniowa Afryka |Aquaculture Saldanha | 2012
Afrykanskie Bay, Potudniowa
malze Afryka
LET! |15 | M. trossulus brak danych | Loch Etive, Szkocja Wielka Brytania Achnacloich, Szkocja | 2008
LGF? |28 | M. edulis brak danych | Lough Foyle, Ulster Irlandia Péinocna brak danych 2006
LID? 30 | M. galloprovincialis  z | brak danych | Lido, proba dziko zyjaca | Wiochy brak danych 2006
Morza Srédziemnego
PNV* |19 | Fresh M. galloprovincialis, z Mejillones | Ponteverda, North of Vigo | Hiszpania Market w | 2013
Oceanu Atlantyckiego Barcelonie,
Hiszpania
PZC> |30 |Produkt mrozony M. | Chilijskie Chiloe Chile Gdansk, Polska 2012
chilensis malze w
catosci

Proby referencyjne: * — M. trossulus (Wenne i in., 2016), 2 — M. edulis (Kijewski i in., 2009; Zbawicka i in., 2012), 3 — Morze Srodziemne M. galloprovincialis (Wenne i in.,
2016), * — Ocean Atlantycki M. galloprovincialis (Zbawicka i in., 2012, Wenne i in., 2020), > — M. chilensis (Zbawicka i in., 2018).
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Rysunek 23. Drzewo zalezno$ci genetycznej NJ. Drzewko dla 21 prob i 5 prob
referencyjnych z rodzaju Mytilus stworzono na podstawie danych Fst (macierzy
odleglosci). Wartosci poparcia bootstrap sa wyswietlane w procentach. Probki
referencyjne taksondw zaznaczono pogrubiong czcionka (Wenne i in., 2022a).
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Rysunek 24. Analiza korespondencji (CA) dla 21 prob Mytilus. Kazdy kwadrat lub
trojkat reprezentuje jedng z badanych grup; proby referencyjne oznaczono kolorowymi
trojkatami. CA wykazato, Zze osie 1 1 2 wyjasniaja odpowiednio 61,60% 1 22,40%
catkowitej zmienno$ci genetycznej.
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Rysunek 25. Analiza struktury K= 3 dla 25 prob, z wylgczeniem proby PZC. Kazdy
osobnik jest reprezentowany przez pojedyncza pionowa lini¢ podzielong na trzy
kolorowe segmenty o dtugosciach proporcjonalnych do kazdego z K wywnioskowanych
klastrow. Skroty badanych prob podano w Tabeli 7. Pionowe biale linie oddzielaja
analizowane proby.
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6.3.2 Identyfikacja taksonow Mytilus

Do genotypowania uzyto panelu 54 SNP, z czego 45 znajdowato si¢ w rejonach
kodujacych (Tabela 8). W celu okreslenia stopnia podobienstwa miedzy taksonami,
porownano grupy prob zywnosciowych 1 prob referencyjnych. Zbudowano drzewo
metoda najblizszego sagsiada NJ dla wszystkich osobnikow. Analiza NJ umozliwita
wyodrebnienie czterech taksonow: M. trossulus, M. galloprovincialis, M. edulis i M.
chilensis, a podzial zostal poparty wysokimi wartosciami bootstrap (Rysunek 23). W
obrebie populacji M. galloprovincialis zaobserwowano dwie podgrupy: z Morza
Srédziemnego (BOS, CHI, LAS, LLO, PSL, LID) oraz z Oceanu Atlantyckiego (PZH,
ESC, SBR, PNV, CST). Populacje M. edulis zostaly wyraznie oddzielone (poparcie
91% bootstrapow) od innych taksonéw, a wewngtrzny podziat dodatkowo wyodrgbnit
populacje PZI z silnym poparciem (poparcie 100% bootstrapow), co sugeruje duze
zréznicowanie miedzy osobnikami. Analiza korespondencji CA potwierdzita podziat

prob na te same grupy jak drzewo NJ (Rysunek 24).

Analiza STRUKTURY LnP (D) wykazata najwyzszy wzrost (tj. AK byt
najwyzszy) dla K = 3 i nastgpnie K = 5. Po wykluczeniu z analizy M. chilensis
najlepsze dopasowanie klastrow genetycznych uzyskano dla K = 3, dla ktérych
zroznicowanie  wystgpito w  probach  odpowiadajacych M.  trossulus, M.
galloprovincialis i M. edulis (Rysunek 25). Wysoka warto$¢ AK dla K = 5 sugerowata
dalszy podzial na pi¢¢ grup odpowiadajacych czterem taksonom: M. trossulus, M.
edulis, M. chilensis, M. galloprovincialis z wyraznym podzialem na proby z Morza

Srédziemnego i Atlantyku. Analiza ta wykazata dodatkowo istnienie kilku mieszancow

(Tabela 9).

Wsrod kilku badanych prob zywnosciowych mozna zaobserwowac osobniki z
mieszang pulg genows, gtéwnie M. galloprovincialis z domieszka genow M. edulis,
tzw. hybrydy: CST (5 osobnikow), ESC (3 osobniki), PNV (3 osobniki), PZH (2
osobniki), SBR (5 osobniki), PZI (4 osobniki), MSMA (1 osobnik) (Tabela 9).
Przyporzadkowanie proby CST, grupujacej si¢ z M. galloprovincialis z Oceanu
Atlantyckiego, $wiadczy o blednej informacji dotyczacej lolalizacji umieszczonej na
etykiecie, ktora sugeruje pochodzenie proby z Morza Sroédziemnego. Analizujac wyniki
CA i NJ mozna zauwazy¢, ze wsrod prob zywnosciowych PZH o niezadeklarowanej

nazwie gatunkowej grupuje si¢ z probkami M. galloprovincialis z Oceanu
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Atlantyckiego, referencyjna proba hodowlana PZC z Chiloe w Chile tworzy odrgbng
lini¢ filogenetyczna a pozostate proby zywnosciowe tworza grupg typowa dla M. edulis.
Wsérod badanych prob europejskich mozna zaobserwowaé przyporzadkowanie prob

zywnosciowych do dwoch taksondéw: M. galloprovincialis i M. edulis (Rysunek 23).
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Tabela 8. Wtasciwosci 54 loci SNP, lokalizacja genomu, typ podstawienia, wariant alleliczny, numer dost¢pu GenBank i wspierajace

odniesienie.
Locus Gen Rejon Podstawienie | Allele | GenBank Publikacja

1 | BM101A | Ribosomal protein L7a kodujacy synon AIT KT713378 | Wenneiin., 2016

2 | BM102A | Proteasome subunit beta type-6-like | kodujacy synon CIT KT713379 | Wenneiin., 2016

3 | BM103B | Proteasome subunit beta type-5-like | kodujacy nonsyn AlG KT713380 | Wenneiin., 2016

4 | BM105A | UnKnown NA NA AlG KT713381 Wenne i in., 2016

5 | BM106B | UnKnown NA NA AlG KT713382 Wenne i in., 2016

6 | BM10B | Ribosomal protein S20 kodujacy synon A/C KJ871040 Zbawicka i in., 2014
7 | BM113A | Protein BTG1 kodujacy synon AIT KT713385 | Wenneiin., 2016

8 | BM115B | UnKnown NA NA AlG KT713384 | Wenneiin., 2016

9 | BM118A | UnKnown NA NA AlG KT713388 Wenne i in., 2016
10 | BM11A | Ribosomal protein L22 kodujacy synon AlG KJ871041 Zbawicka i in., 2014
11 | BM121A | Ribosomal protein L30 kodujacy synon AIT KT713389 | Wenneiiin., 2020
12 | BM12A | Ribosomal protein L23a kodujacy synon CIT KJ871042 Zbawicka i in., 2014
13 | BM12C | Ribosomal protein L23a kodujacy synon CIT KJ871042 Wenne i in., 2016
14 | BM151A | adhesive foot protein gene kodujacy synon GIT HQ257471.1 | Gardner i in., 2016
15 | BM16B | ribosomal protein L21 kodujacy synon CIT KJ871044 Wenne i in., 2016

1




16 | BM17B | Ribosomal protein L7a kodujacy synon AlG KJ871045 Zbawicka i in., 2014
17 | BM201B | H4 histone gene nickodujacy | NA A/C | AY267750.1 | Zbawicka i in., 2012
18 | BM201C | H4 histone gene kodujacy synon GIT AY267750.1 | Zbawicka i in., 2012
19 | BM202A | H3 histone gene nickodujacy | NA A/IC | AY267749.1 | Zbawickai in., 2012
20 | BM202B | H3 histone gene kodujacy synon AT | AY267749.1 | Zbawicka i in., 2012
21 | BM203B | H2B histone gene niekodujacy | NA CIT AY267742.1 | Zbawicka i in., 2012
22 | BM203D | H2A histone gene niekodujacy | NA AT | AY267757.1 | Zbawicka i in., 2012
23 | BM204A | p53 kodujacy synon CIT DQ865151 | Zbawickai in., 2012
24 | BM21B | gm-like protein kodujacy nonsyn CIG KJ871047 Zbawicka i in., 2014
25 | BM21C | gm-like protein kodujacy synon A/CIT | KJ871047 Zbawicka i in., 2014
26 | BM26B | UnKnownl13 NA NA AIT KJ871050 Zbawicka i in., 2014
27 | BM2G UnKnown05 kodujacy synon GIT KJ871032 Zbawicka i in., 2014
28 | BM30A | Ribosomal protein 117 kodujacy synon AlG KJ871052 Zbawicka i in., 2014
29 | BM30C | Ribosomal protein 117 kodujacy synon AIT KJ871052 Zbawicka i in., 2014
30 | BM32A | ubiquinol-cytochrome c¢ reductase | kodujacy synon AlG KT713371 | Wenneiin., 2016
subunit 6

31 | BM33B | Cytochrome c oxidase subunit IV kodujacy synon AIT KJ871054 Zbawicka i in., 2014
32 | BM35C | Ribosomal protein L7 kodujacy synon AIT KJ871055 Wenne i in., 2016
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33 | BM35D | Ribosomal protein L7 kodujacy synon AlG KJ871055 Zbawicka i in., 2014
34 | BM36F | ribosomal protein S3a kodujacy synon A/C KT713373 | Wenneiin., 2016
35 | BM38B | ribosomal protein S8e kodujacy synon AlG KT713368 | Wenneiin., 2016
36 | BM44B | ubiquitin/ribosomal protein S27a kodujacy synon AlG KJ871057 Zbawicka i in., 2014
37 | BM50B | CoA-binding protein kodujacy synon AlG KJ871059 Zbawicka i in., 2014
38 | BM54A | ETC_C1_NDUFA4 kodujacy synon AlG KJ871060 Zbawicka i in., 2014
39 | BM57A | NADH-ubiquinone_oxidoreductase | kodujacy nonsyn CIT KT713374 | Wenneiin., 2016
40 | BM57D | NADH-ubiquinone_oxidoreductase | kodujacy synon A/C KT713374 | Wenneiin., 2016
41 | BM5B Ribosomal protein S6e kodujacy synon A/G | KJ871035 Wenne i in., 2016
42 | BM5D Ribosomal protein S6e kodujacy synon CIT KJ871035 Zbawicka i in., 2014
43 | BM60A | UnKnown08 kodujacy synon AlG KJ871063 Zbawicka i in., 2014
44 | BM61A | Ribosomal L1 kodujacy synon CIT KT713375 | Wenneiin., 2016
45 | BM62A | Ribosomal L13e kodujacy synon A/G | KJ871064 Zbawicka i in., 2014
46 | BM64A | Ribosomal protein L35 kodujacy synon CIT KJ871065 Zbawicka i in., 2014
47 | BM67C | Ribosomal protein Sée kodujacy synon AIT KJ871066 Wenne i in., 2016
48 | BM6C EFG N kodujacy synon CIT KJ871036 Zbawicka i in., 2014
49 | BM75C | UBA UBA-TS-N domain kodujacy synon CIG KT713370 | Wenneiin., 2016
50 | BM78B | UnKnown12 kodujacy synon AlG KJ871069 Zbawicka i in., 2014

/8




51 | BM8E Ribosomal protein L3 kodujacy synon AlG KJ871038 Zbawicka i in., 2014
52 | BM92B | UnKnown06 kodujacy synon AIT KJ871074 Zbawicka i in., 2014
53 | BM9B Ribosomal protein S2 kodujacy synon AlG KJ871039 Zbawicka i in., 2014
54 | BM9C Ribosomal protein S2 kodujacy synon A/C/T | KJ871039 Zbawicka i in., 2014
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T
BOS ZCHI

Rysunek 26. Lokalizacje analizowanych prob Mytilus z Morza Srodziemnego oraz Oceanu Atlantyckiego (Google Earth Pro) z wyjatkiem
lokalizacji SBR, PZC, ESC, PZA, PZF, PZI, PZL, PZS. Proby referencyjne (LET, LGF, LID, PNV) oznaczono na zélto, proby z wlasciwymi
informacjami na etykietach oznaczono kolorem zielonym, proby z niezgodno$ciami dotyczacymi gatunku, lokalizacji lub miejsca sprzedazy

oznaczono kolorem czerwonym.
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Tabela 9. Przynalezno$¢ taksonomiczna probek zywnosciowych Mytilus. Kompleksowe wyniki analizy struktury dla K=3 obliczonej dla 21
populacji prob zywnosciowych i 4 prob referencyjnych (wykluczajac z analizy probe PZC). Liczby odpowiadajg liczbie osobnikéw przypisanych
do kazdego gatunku z najwiekszym prawdopodobienstwem, a warto$ci procentowe wskazujg na udziat osobnikow bez mieszanej puli genowej

oraz udziat mieszancoOw w danej probie. Proby referencyjne oznaczono pogrubiong czcionka.

GeneClass | Przypisanie do gatunku Structure (K=3)

Nazwa M.edulis M.galloprovincialis M. M. Nazwa M.edulis M.galloprovincialis M. Mix

populacji trossulus  chilensis | populacji trossulus  M.galloprovincialis
M.edulis

BOS 30 (100 %) BOS 30 (100 %)

CHI 29 (100 %) CHI 29 (100 %)

CST 30 (100 %) CST 25 (83,33 %) 5 (16,67%)

ESC 29 (100 %) ESC 26 (89,66 %) 3 (10,34%)

LAM 31 (100 %) LAM 31 (100 %)

LAS 16 (100 %) LAS 16 (100 %)

LLO 30 (100 %) LLO 30 (100 %)

MEZ 30 (100%) MEZ 30 (100%)

MSMA | 30 (100%) MSMA | 29(96,67%) 1 (3,33%)

PNV 19 (100 %) PNV 16 (84,21 %) 3 (15,79%)

PSL 12 (100 %) PSL 12 (100 %)

PZA 19 (100%) PZA 19 (100%)

PZB 19 (100%) PZB 19 (100%)

06




PzC
PZF
PZH
PZI
PZL
PZN
PZR
PZS
SBR
TAR
LET
LGF
LID

20 (100%)

16(94,129%)
15 (100%)
19 (100%)
30 (100%)
19 (100%)

28 (100%)

28 (100 %)

13 (100 %)
1 (5,88 %)

25 (100 %)

15(100%)

30 (100 %)

30 (100%)

pPzC
PZF
PZH
PZI
PZL
PZN
PZR
PZS
SBR
TAR
LET
LGF
LID

NA NA
20 (100%)
11 (84,62 %)
13(76,47%)
15 (100%)
19 (100%)
30 (100%)
19 (100%)
20 (80 %)
28 (100%)

28 (100 %)
30 (100 %)

15(100%)

NA

2 (15,38%)
4 (23,53%)

5 (20%)

16




Na podstawie uzyskanych wynikéw mozna stwierdzi¢, ze wigkszo$¢ informacji
dotyczacych pochodzenia prob zywnosciowych byla zgodna z opisem na etykietach,
natomiast kilka prob posiadalo btedng informacj¢ dotyczaca gatunku: LAM, MEZ 1
TAR zadeklarowane jako M. galloprovincialis okazaly si¢ naleze¢ do M. edulis.
Wedhug informacji na etykiecie lub uzyskanej od sprzedawcéw proby CST, ESC, LAM,
MEZ pochodzity z Morza Srédziemnego, natomiast analiza genetyczne wykazata, ze
grupuja si¢ z préobami z Oceanu Atlantyckiego. Préba SBR pobrana z hodowli w Zatoce
Saldanha, Poludniowy Atlantyk, w analizach grupowata si¢ z populacjami z Péinocne;j
czgsci Oceanu Atlantyckiego (Tabela 9), co wynika z introdukowania do hodowli w

Potudniowej Afryce omutkow z tej czgsci Atlantyku.
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Tabela 10. Zestawienie danych z etykiet prob zywnosciowych i prob referencyjnych z wynikami uzyskanymi w analizie genetycznej. Proby
referencyjne oznaczono *. Roznice migdzy danymi na etykietach a wynikami zaznaczono pogrubiong czcionka.

Nazwa | Pochodzenie deklarowane | Gatunek podany przez | Nazwa taksonu zidentyfikowanego | Pochodzenie wedlug grup z
proby przez producenta producenta wynikow genotypowania SNP drzewka NJ

BOS Morze Srodziemne M.galloprovincialis M.galloprovincialis Morze Srodziemne
CHI Morze Srodziemne M.galloprovincialis M.galloprovincialis Morze Srodziemne
CST Morze Srédziemne M.galloprovincialis M.galloprovincialis Pénocny Atlantyk
ESC Morze Srodziemne M.galloprovincialis M.galloprovincialis Polnocny Atlantyk
LAM Morze Srodziemne M.galloprovincialis M.edulis Péinocny Atlantyk
LAS Morze Srodziemne M.galloprovincialis M.galloprovincialis Morze Srodziemne
LLO Morze Srodziemne M.galloprovincialis M.galloprovincialis Morze Srodziemne
MEZ Morze Srodziemne M.galloprovincialis M.edulis Péinocny Atlantyk
MSMA | Péinocny Atlantyk M.edulis M.edulis Potocny Atlantyk
PNV Potnocny Atlantyk M.galloprovincialis M.qgalloprovincialis Potocny Atlantyk
PSL Morze Srédziemne M.galloprovincialis M.galloprovincialis Morze Srédziemne

€6




PZA Potnocny Atlantyk nie okreslono M.edulis Potocny Atlantyk
PZB Potnocny Atlantyk M.edulis M.edulis Potocny Atlantyk
PZC Ocean Spokojny M chilensis M.chilensis Ocean Spokojny

PZF Potnocny Atlantyk nie okreslono M.edulis Potocny Atlantyk
PZH Potnocny Atlantyk nie okreslono M.galloprovincialis Potocny Atlantyk
PZI Péocny Atlantyk nie okreslono M.edulis Poocny Atlantyk
PZL Potnocny Atlantyk M.edulis M.edulis Potocny Atlantyk
PZN Péocny Atlantyk nie okreslono M.edulis Poénocny Atlantyk
PZR Péocny Atlantyk M.edulis M.edulis Poénocny Atlantyk
PZS Potnocny Atlantyk nie okreslono M.edulis Potocny Atlantyk
SBR Poludniowy Atlantyk M.galloprovincialis M.galloprovincialis Poénocny Atlantyk
TAR Morze Srédziemne M.galloprovincialis M.edulis Poénocny Atlantyk
LET* Poénocny Atlantyk M. trossulus M.trossulus Péocny Atlantyk
LGF* Potnocny Atlantyk M.edulis M.edulis Potocny Atlantyk

¥6




LID*

NA

NA

M.galloprovincialis

Morze Srodziemne

G6




7. Dyskusja

Rozmieszczenie gatunkow Mytilus jest kontrolowane przez szereg procesOw
srodowiskowych i ekologicznych obejmujacych zaréwno siedliska bentosowe, jak i
pelagiczne: rodzaj i dostepnos$¢ podtoza, konkurencja innych gatunkow bentosowych,
podatnos¢ na pasozyty i inne czynniki chorobotworcze, aktywno$¢ drapieznikdw, prady
morskie, zmiany fizycznych i chemicznych wtasciwosci wody, produkcja fitoplanktonu
oraz interakcje migdzy tymi procesami, odporno$¢ na wysychanie podczas odptywow
(Sandman i in., 2013; Kotta i in., 2015; Wenne i in., 2022b). Osiadly tryb zycia
dorostych matzy powoduje ich uzaleznienie od zawartosci pokarmu w wodzie, ale jego
ilo$¢ 1 jakos¢ jest zmienna w czasie i przestrzeni (Dahlhoff, 1996; Gardner, 2000, 2013;
Saurel i in., 2007). M. galloprovincialis jest najlepiej przystosowanym gatunkiem
omutkow do tolerowania zmian termicznych, co moze utatwiaé jego rozprzestrzenianie
si¢ do nowych rejondw, jak i1 jego zdolno$¢ do konkurowania z gatunkami lokalnymi
(np. Alexander i in., 2015; Braby i Somero, 2006; Jones i in., 2010; Tomanek i Zuzow,
2010). Proby wykrycia powigzan migdzy zmiennos$cig genetyczng populacji i
czynnikami $rodowiskowymi wymagaja uwzglednienia w modelach czynnikéw
majacych znaczenie ekologiczne.

Wenne i in. (2022b) zastosowali metody genetyki krajobrazowej (ang. seascape
genetics) do zbadania zaleznosci zroznicowania genetycznego populacji M.
galloprovincialis przedstawionego w niniejszej pracy doktorskiej z wybranymi
czynnikami $rodowiskowymi. Z 13 zmiennych $rodowiskowych, ktorych warto$ci
uzyskano z baz danych dla 43 miejsc poboru prob tego gatunku z Morza Srédziemnego,
zastosowanie analizy GLM (uogodlnione modele liniowe) umozliwito zidentyfikowanie
5 zmiennych $srodowiskowych (glgboko$¢ warstwy mieszania wody, promieniowanie
fotosyntetycznie czynne (PAR) na powierzchni morza, PAR na dnie morskim,
temperatura wody powierzchniowej, zachmurzenie), ktore wyjasnialy zmiennos¢
warto$ci Fst. Zastosowanie sekwencyjnych testow w modelu najlepszego dopasowania
analizy DistLM, dla frekwencji alleli wskazato 4 zmienne (wysoko$¢ fali, stezenie POg,
temperature na powierzchni morza i PAR na powierzchni morza) jako istotne w modelu
wielookresowym. Brak zasolenia, jako istotnego czynnika $rodowiskowego moze by¢
zwiazany z tym, ze jego gradient w Morzu Srodziemnym nie jest duzy. Ztozono$é

uzyskanych wynikéw moze by¢ skutkiem interakcji miedzy testowanymi zmiennymi,
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dziatania czynnikéw ekologicznych oraz zlozong historia geologiczng Morza
Srédziemnego (Wenne i in.,, 2022b). Nie mozna wykluczy¢ dziatania innych
mechanizmow adaptacyjnych, ktorych wykrycie wymagatoby zastosowania szeroko

rozumianej genomiki populacyjne;j.

7.1 Zroznicowanie genetyczne Mytilus galloprovincialis rodzimych populacji

z Morza Srodziemnego

Morze Srédziemne charakteryzuje si¢ duza réznorodno$cia biologiczna i
znaczng liczbg gatunkow endemicznych. Dla czeSci gatunkéw  populacje
srédziemnomorskie zachowaty odrebno$¢ genetyczna, pomimo napltywu larw i postaci
dorostych z Oceanu Atlantyckiego przez Cie$ning Giblartalska (Patarnello 1 in., 2007,
Wenne i in., 2022b). Nalezg do nich pgkla Chthamalus montagui (Pannacciulli i in.,
2017; Shemesh i in., 2009), omutek Mytilus galloprovincialis (Varvio i in., 1988;
Kijewski i in., 2011; Zbawicka i in., 2012) oraz krewetka Palaemon elegans (Reuschel i
in.,, 2010). Oprocz naturalnych mozliwosci dyspersji, mieszanie si¢ populacji
srédziemnomorskich mogto by¢ spowodowane dtuga historig dziatalnosci cztowieka, w
tym zeglugi i handlu silnie zwigzanych z morzem (Blondel i in., 1999; Coll i in., 2010;
Wenne i in., 2022b). Intensywna dziatalno$¢ zeglugowa, przemieszczanie zasobow
migdzy hodowlami i1 dryfowanie na materialach naturalnych i sztucznych mogto
przyczyni¢ si¢ do mozliwego zmniejszenia zrdéznicowania genetycznego migdzy

populacjami w basenach Morza Srédziemnego (Giantsis i in., 2014a).

Czynnikiem izolujacym, dla niektorych gatunkéw morskich przemieszczajacych
siec miedzy Morzem Srédziemnym a Oceanem Atlantyckim, moze byé wplyw frontu
Almeria-Oran (Wenne i in., 2022b). Front ten tworzag dwa kotowe prady morskie, z
ktorych jeden ptynie z pétnocy na potudniowy wschod do Morza Srodziemnego a drugi
zawraca wody pochodzace z Oceanu Atlantyckiego do Morza Alboranskiego (Millot 1
Taupier-Letage, 2005; Millot, 2013). Czynniki S$rodowiskowe oraz mozliwe
wystepowanie izolujacych mechanizmow wewngtrznych utrzymujg strefe hybrydyzacji
u wybrzezy Afryki (El Ayari 1 in., 2019). Wyniki genotypowania SNP uzyskane w

niniejszej pracy potwierdzity wystepowanie atlantyckiej linii M. galloprovincialis na
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wybrzezu Afryki (populacja ORA4) oraz linii $rédziemnomorskiej na wschod od Oranu

(ORAL).

Zréznicowanie populacji M. galloprovincialis z Morza Srédziemnego i Mérz
Czarnego oraz Azowskiego zostalo w niniejszej pracy okre$lone z zastosowaniem
panelu 53 SNP. W badaniach innych autoréw, przeprowadzonych z wykorzystaniem
512 loci SNP rowniez stwierdzono istotne rdznice miedzy populacjami z Morza
Czarnego i Morza Srédziemnego (Paterno i in., 2019). Natomiast przy genotypowaniu z
uzyciem 998 loci SNP nie wykryto istotnych roéznic mi¢dzy populacjami w Morzu
Czarnym (Paterno i in., 2019), co jest zgodne z wynikami badan przedstawionymi w
niniejszej pracy. Zrdznicowanie genetyczne zostato roéwiez zaobserwowane mig¢dzy
populacjami z Morza Czarnego i Morza Srédziemnego na poziome mtDNA
(Ladoukakis i in., 2002). Na podstawie analizy RFLP polimorfizmu genu COIII
przeprowadzonej dla populacji M. galloprovincialis stwierdzono, ze populacje w
Ciesninie Dardanelskiej wykazuja istotne podobienstwo struktury genetycznej do
populacji z Morza Srédziemnego. Wyniki badan SNP w niniejszej pracy potwierdzaja
ten kierunek zmian. NajczeSciej wystepujacy haplotyp mtDNA w populacji z Morza
Azowskiego okreslony na podstawie analizy RFLP dla ND2-COIII byt rowniez obecny
w populacji z Villafranche-sur-Mer, w po6inocno-zachodniej czg¢éci Morza
Srédziemnego (Smietanka i in., 2004). Genotypowanie za pomoca sekwencjonowania
tego samego regionu mMtDNA ujawnilo rdznice migdzy populacjami z Morza
Azowskiego 1 Morza Czarnego pod wzgledem czgstosci haplotypow, najczestsze z
haplotypéw byty réwniez obecne w pédhocno-zachodnim Morzu Sroédziemnym
(Smietanka i in., 2009, 2014). Dywergencja haplotypéw mtDNA wystepujacych w
populacjach czarnomorskich i $rodziemnomorskich M. galloprovincialis zostata
oszacowana na Kilkaset tysigcy lat (Smietanka i in., 2014). Dlatego mozna przyjaé, ze
populacje M. galloprovincialis wyewoluowaly w Morzu Srédziemnym i Morzu
Egejskim, na dlugo przed powstaniem wspdtczesnego Morza Czarnego. Cecha
charakterystyczng allelu SNP BM105A ,,A” M. edulis i M. trossulus jest zwigkszona
czesto$¢ wystepowania w populacji z Morza Czarnego 1 Azowskiego oraz zmniejszona
w Morzu Srédziemnym. Niemniej jednak, ogélny brak genotypow M. edulis i M.
trossulus, ktory wynika z przeprowadzonych badan wyklucza mozliwo$¢ inwazji
populacji Mytilus do Morza Czarnego z moérz pdinocno-wschodniej Europy. Analiza

literaury paleooceanograficznej dotyczacej czasu uformowania si¢ Systemu dynamiki
98



wymiany wod z powierzchniowym odplywem wodd o niskim zasoleniu z Morza
Czarnego i przydennym naptywem wod 0 wysokim zasoleniu z Morza Srédziemnego
oraz opublikowanych danych o datowaniu muszli obecnych w osadach, populacje
Mytilus zasiedlity Morze Czarne ponad 8 tys. lat temu (Wenne i in., 2022b). Dlatego
mozna stwierdzi¢, ze zrdznicowanie genetyczne mi¢dzy populacjami M.
galloprovincialis z Morza Czarnego i Srodziemnego jest ewolucyjnie niedawne i moze
by¢ zwigzane z efektem waskiego gardta, pozniejsza ekspansjg populacji i czynnikami

selekcyjnymi, np. zasoleniem.

Analizy genetyczne mitochondrialnego DNA M. galloprovincialis z poétnocnego,
srodkowego 1 potudniowego wybrzeza Morza Egejskiego wykazaly, ze populacje te
byty jednorodne (Ladoukakis i in., 2002; Giantsis 1 in., 2014b). Populacje z Morza
Marmara (Turcja), tj. rejonu znajdujacego si¢ najblizej Ciesniny Dardanelskiej réznig
si¢ od populacji z Morza Egejskiego, podczas gdy populacje z Morza Egejskiego,
Jonskiego 1 Pétnocnego Adriatyku nie wykazujg istotnego zréznicowania (Giantsis 1 in.,
2014b). Wyjatek stanowi jedna populacja z obszaru nalezacego do Zadaru w Chorwacji,
dla ktorej zaobserwowano istotne zréznicowanie. Analizy sekwencji mtDNA ujawnity
jednorodnos$¢ genetyczng wsréd wszystkich populacji z wybrzezy Grecji i wyrazne
zroznicowanie mi¢dzy populacja z Turcji a populacja z Morza Egejskiego (Giantsis i
in., 2014b). Dane mikrosatelitarne wykazaly zroznicowanie populacji z wybrzezy
Wioch 1 z Morza Egejskiego (Giantsis 1 in., 2014a). Wyniki genotypowania z uzyciem
duzej liczby SNP wykazaly silniejsze zroznicowanie populacji z polnocnego 1
potudniowego Adriatyku w pordwnaniu z populacjami z poélnocnej czgsci Morza
Jonskiego (Paterno i in., 2019). Wyniki genotypowania 53 SNP uzyskane w niniejszej
pracy nie wykazaly znaczacych roznic migdzy populacjami M. galloprovincialis
pochodzacymi z pdinocnego 1 potudniowego Adriatyku, co moze $wiadczy¢ o wigkszej
rozdzielczosci SNP wykrywanych dla populacji bardziej lokalnych. W niniejszej pracy
stwierdzono, ze populacja Canakkale z Morza Marmara istotnie r6zni si¢ od populacji z
Morza Egejskiego i wykazuje zmiennos$¢ genetyczng podobng do populacji z Morza
Czarnego. Bardzo rzadki allel (BM5B ,,G”) czgsciej wystgpowat u omutkow z Morza
Egejskiego niz we wszystkich innych populacjach M. galloprovincialis i referencyjnych

probach M. edulis i M. trossulus.
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Nie zaobserwowano znaczgcego zroéznicowania genetycznego wsrod populacji
M. galloprovincialis w zachodniej czgéci basenu Morza Srédziemnego w niniejszej
pracy z zastosowaniem analizy 53 SNP. Podobny wynik uzyskano w analizie prob z
Banylus (Francja) i Haouaria (Tunezja) przy uzyciu 512 loci SNP (Paterno i in., 2019).
Brak zréznicowania genetycznego migdzy populacjami M. galloprovincialis w obrgbie
zachodniej czesci Morza Srédziemnego mozna czesciowo wythumaczyé przyczynami
naturalnymi, w tym wspolng historig paleogeograficzng tego zbiornika. Zréznicowanie
miedzy zachodnimi i wschodnimi populacjami Morza Srédziemnego stwierdzono
réwniez dla innych gatunkoéw, takich jak okon morski Dicentrarchus labrax (Bahri-Sfar
I in., 2000), strzykwa Holothuria polii (Valente i in., 2015), krab Carcinus aestuarii
(Ragionieri i Schubart, 2013) oraz sercowki pospolitej Cerastoderma glaucum (Sromek
i in., 2019).

Wspoltczesna struktura genetyczna populacji malzy M. galloprovincialis w
Morzu  Srédziemnym jest efektem dziatania czynnikéw naturalnych i
antropogenicznych. Wysoka zdolno$¢ do rozprzestrzeniania si¢ tego gatunku implikuje
przeptyw gendw przez miejsca hybrydyzacji miedzy populacjami, co doprowadzito do
ich genetycznej homogenizacji. Dzialania antropogeniczne, tj. transport wod
balastowych statkow, obrastanie kadlubow statkow, ruchy platform poszukiwawczych
oraz nierejestrowane wprowadzanie matzy do celow akwakultury, mogly odegrac
wazng role w pokonywaniu naturalnych barier dla omutkow, co w konsekwencji
przyczynito si¢ do uksztaltowania obecnego podobienstwa genetycznego Srodkowo-
zachodnich populacji Morza Srédziemnego. Zbadano, ze w Europie forma atlantycka
M. galloprovincialis zostata wprowadzona przez wody balastowe lub zanieczyszczenie
kadluba do portow na obszarze od poinocnej Francji po Norwegie. Forma ta moze
hybrydyzowaé¢ z lokalnym taksonem M. edulis (Simon i in., 2020). Porty
srédziemnomorskie podlegaja rowniez silnej presji ze strony gatunkéw inwazyjnych, w
tym M. edulis. Grupy osobnikow M. edulis zostaty zidentyfikowane z zastosowaniem
genotypowania molekularnego na kadtubie barki, ktora przybyla z Middlesbrough w
potocnej Anglii i zostala zacumowana w poblizu wraku statku wycieczkowego Costa
Concordia (Isola del Giglio, pétnocne Morze Tyrrenskie) w 2012 roku (Casoli i in.,
2016). Jednak te grupy osobnikéw ulegaty wysokiej $miertelnosci w temperaturach
wody powyzej 22° C i nie zyly wystarczajgco dlugo, aby skrzyzowaé sie z lokalng
populacjg M. galloprovincialis.
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Rozwdj akwakultury w XX wieku ukierunkowanej na produkcje Mytilus spp.
oraz innych gatunkow malzy 1 skorupiakow przyczynit si¢ do niezamierzonego
wprowadzenia i rozprzestrzenienia si¢ wielu gatunkéw (Coll 1 in., 2010). Akwakultura
moze byé réwniez uznana za wektor transportu matzy na Morzu Srédziemnym. Biorac
pod uwage wprowadzanie do hodowli importowanych transportow, ktdre nie byly
rejestrowane, bardzo trudno jest oszacowaé¢ ich wptyw w obecny brak struktury
geograficznej populacji M. galoprovinciallis w Morzu Srédziemnym. Coraz wigksza
uwage zwraca si¢ na rozprzestrzenianie si¢ Mytilus spp. przez dryf naturalnych lub
sztucznych obiektow ptywajacych (Miller i in., 2018; Recht i in., 2018; Zbawicka i in.,
2019; Gardner i in., 2021). Plastikowe odpady mogly by¢ waznym wektorem
transportujacym Mytilus spp. na duze odleglosci na Polnocnym Atlantyku i w Oceanie
Arktycznym (Kotwicki i in., 2021). Nie stwierdzono obecnosci M. edulis w warunkach
naturalnych we Wtoszech w rejonie Wenecji, ktory pochodzitby z handlu lub hodowli
(Crocetta, 2012) i najprawdopodobniej nie ma jego populacji na calym wybrzezu
Wtoch. Uzyskane wyniki w niniejszej pracy doktorskiej rowniez nie potwierdzaja
istnienia M. edulis wsrod rodzimych populacji M. galloprovincialis na wybrzezach

Hiszpanii.

7.2 Polimorfizm genetyczny inwazyjnych populacji M. galloprovincialis u

wybrzezy poludniowej Afryki

W niniejszej pracy po raz pierwszy zastosowano genotypowanie SNP do
zbadania polimorfizmu genetycznego populacji Mytilus w Potudniowej Afryce.
Przeanalizowano miegdzyregionalne zréznicowanie genetyczne M. galloprovincialis z
trzech lokalizacji na wybrzezu Poludniowego Atlantyku i trzech na wybrzezu Oceanu
Indyjskiego. Stwierdzono niski poziom zrdéznicowania genetycznego migdzy
populacjami tego gatunku w badanym rejonie, co jest charakterystyczne dla populacji
inwazyjnych. Wszystkie badane proby z Afryki Potudniowej we wszystkich
przeprowadzonych analizach wynikow grupowaly si¢ z referencyjnymi probami
atlantyckiej formy M. galloprovincialis. Swiadczy to o ich silnym podobienstwie
jednoznacznie wskazujagcym na geograficzny rejon, z ktérego pochodzi populacja
zrodtowa, obejmujacy Atlantyckie wybrzeza Afryki pdinocnej (Maroko) i1 potudniowe;j
Europy (Hiszpania i poludniowa Francja) i z ktérego nastgpita inwazja. Tym samym

wykluczono mozliwo$¢, ze na czgsci wybrzeza Poludniowej Afryki moglaby sie¢
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znajdowaé populacja M. galloprovincialis pochodzaca z Morza Srédziemnego.
Uzyskane wyniki badan SNP potwierdzity wczesniej opublikowane przypuszczenia o
pochodzeniu inwazyjnych populacji M. galloprovincialis z wybrzezy Poludniowej
Afryki na podstawie badan z uzyciem pojedynczych diagnostycznych markerow
molekularnych: DNA jadrowego i mitochondrialnego (Daguin i Borsa, 2000; Zardi i in.,
2018).

Jedna z badanych prob pochodzita z hodowli w Zatoce Saldanha, tj. rejonu, W
ktorym stwierdzono po raz pierwszy pojawienie si¢ M. galloprovincialis na poczatku lat
70. (Branch i Steffani, 2004). W zatoce tej jest od wielu lat prowadzona hodowla
omutkéw do celow konsumpcyjnych (Stenton-Dozey i in., 2001). Z tego rejonu, M.
galloprovincialis rozszerzat swoj zasieg na wybrzezach Poludniowej Afryki w kierunku
potnocnym $rednio 115 km na rok do $rodkowego wybrzeza Namibii oraz w kierunku
poludniowym ok. 25 km rocznie do Przyladka Dobrej Nadziei i na wschod na wybrzeze
Oceanu Indyjskiego (Hockey i Schurink, 1992; Zardi i in., 2007). Rozszerzenie jego
zasiegu w kierunku potudniowym bylo roéwniez zwigzane z introdukcja do celow
akwakultury (Branch i Steffani, 2004; McQuaid i Phillips, 2000).

Wybrzeza Afryki Potudniowej sg zasiedlone przez dwa gatunki natywne matzy
podobnych morfologicznie do omutkéw Mytilus: Choromytilus meridionalis i Perna
perna, (Grant i in., 1984; Harris i in., 1998) oraz jeden inwazyjny Semimytilus algosus
(de Greef i in., 2013). Z tego powodu, do pewnej identyfikacji inwazyjnego M.
galloprovincialis niezbedne byto zastosowanie metod genetycznych. Porownanie
metodami elektroforezy allozyméw 1 morfologii populacji z Poludniowej Afryki
wykazato jej wigksze podobienstwo do populacji M. galloprovincialis ze
Srédziemnomorskiego wybrzeza Hiszpanii niz do M. edulis z Danii (Grant i Cherry,
1985). Obecnos¢ M. galloprovincialis w rejonie od Hermanus (potudniowy- wschod od
Kapsztadu) do Saldanha Bay zostala po raz pierwszy stwierdzona przez Grant i in.
(1984), jednak zastosowanie metod elektroforezy allozymow nie wykazato obnizonej
réznorodnosci genetycznej, ktorej mozna si¢ spodziewaé¢ w populacjach inwazyjnych.
Uzycie polimorficznego markera DNA jadrowego mac-1 wykazato podobienstwo
populacji z Potudniowej Afryki do Atlantyckiego M. galloprovincialis z Portugalii
(Daguin i Borsa, 2000). Uzycie innego, mniej polimorficznego markera ME 15-16
potwierdzito podobienstwo frekwencji jednego allelu do populacji atlantyckich z

potudniowej Europy a analiza restrykcyjna (RFLP) genu mitochondrialnego 16S
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wykazata obecnos$¢ haplogrup z potkuli potnocnej: M. galloprovincialis i M. edulis
(Zardi i in., 2018). Natomiast, sekwencjonowanie czgsci genu oksydazy cytochromowej
I (COI) mitochondrialnego DNA o dilugosci 400 pz wykazato niskg dywergencje
genetyczng (ang. low genetic divergernce), zinterpretowang jako charakterystyczng dla
populacji inwazyjnych (Zardi i in., 2007). W przeciwienstwie do tego, podobny poziom
polimorfizmu SNP populacji z Poludniowej Afryki do populacji natywnych M.
galloprovincialis wskazuje na brak widocznego obnizenia polimorfizmu genetycznego,
ktory mogltby by¢ spowodowany efektem zatozyciela oraz silng ekspansja populacji do
nowego rejonu.

Otrzymane wyniki $wiadcza o potrzebie monitoringu dystrybucji M.
galloprovincialis w Oceanie Potudniowym, w celu zrozumienia bioinwazji i kontroli

ewentualnego wypierania rodzimych linii ewolucyjnych.

7.3 Identyfikacja pochodzenia geograficznego oraz przynaleznosci

taksonomicznej prob zywnosciowych omutkow Mytilus

Genetyczna identyfikacja omutkéw na poziomie gatunkowym i populacyjnym
jest istotng czescig badan zwigzanych z akwakulturg i przemystem przetworczym. Ze
wzgledu na duze podobienstwo morfologiczne omutkéw Mytilus moga by¢ one
omytkowo lub §wiadomie Zle klasyfikowane. Analizowane produkty zywno$ciowe w
niniejszej pracy pod katem identyfikacji gatunkowej oraz pochodzenia geograficznego
wykazaty konsekwentnie podzial badanych prob na 3 gatunki: M. gallopovincialis, M.
edulis i M. chilensis, w tym dodatkowy podziat M. gallopovincialis na dwie formy w
zaleznosci od lokalizacji - z Morza Srédziemnego, oraz z Oceanu Atlantyckiego. W
kilku badanych probkach zywnos$ci zaobserwowano osobniki z mieszang pula genow
(mieszance). Wsrod prob M. galloprovincialis zaobserwowano domieszke genow M.
edulis: CST (5 osobnikéw), ESC (3 osobniki), PNV (3 osobniki), PZH (2 osobniki),
SBR (5 osobnikow), PZI (4 osobniki), MSMA (1 osobnik). Probka CST z etykieta
wskazujaca na M. galloprovincialis z Morza Srédziemnego zostata przypisana do tego
gatunku z Oceanu Atlantyckiego. Proba PZH z hiszpanskiego wybrzeza Atlantyku
zostata umiejscowiona na drzewie NJ wsrod innych prob M. galloprovincialis z Oceanu
Atlantyckiego. Probka referencyjna PZC 2z Chile utworzyta odrgbng lini¢

filogenetyczna, a pozostate probki zywnosci utworzyty grupe typowa dla M. edulis.
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Otrzymane wyniki analiz wykazaly, ze wsérdd badanych probek zywnosci stwierdzono
przyporzadkowanie do dwoch taksonéw: M. galloprovincialis i M. edulis. Mozna
stwierdzi¢, ze wiekszo$¢ informacji dotyczacych probek byta zgodna z opisem na
etykietach, natomiast kilka probek zawieratlo nieprawdziwe informacje o gatunku.
Omutki pochodzace z okolic ujscia rzeki Ebro w Hiszpanii: probki LAM, MEZ, TAR
deklarowane przez sprzedawcoéOw jako M. galloprovincialis, w wyniku analiz okazaty
si¢ naleze¢ do M. edulis. Na etykiecie zadeklarowano, ze proba CST, pochodzita z
Morza Srédziemnego, jednak analiza SNP wykazata, ze proba ta byta najbardziej
podobna do z prob M. galloprovincialis z Oceanu Atlantyckiego. Proba ESC o
nieznanym pochodzeniu zostata réwniez zidentyfikowana jako pochodzaca
najprawdopodobniej z hiszpanskiego wybrzeza Atlantyku. Zgodnie z oczekiwaniami,
probka SBR z Potudniowego Atlantyku z Zatoki Saldanha w Afryce Potudniowej to
introdukowany M. galloprovincialis - analizy wykazaly jego bliski zwigzek z
populacjami z Potnocnego Atlantyku. Otrzymane wyniki potwierdzaja, ze pojedyncze
molekularne markery diagnostyczne moga dostarczy¢ jedynie wstepnych informacji na
temat statusu taksonomicznego malzy poétkuli pdinocnej, w tym produktow
zywnos$ciowych (Araneda i in., 2021; Wenne i in., 2022a). Zestaw markerow
molekularnych, takich jak SNP, jest potrzebny do uzyskania witasciwych informacji
dotyczacych pochodzenia geograficznego i przynalezno$ci gatunkowej oraz weryfikacji
danych na etykietach zywnosci oraz monitorowania handlu omutkami (Araneda i in.,
2021; Wenne i in., 2022a).

Rosnaca na caltym $wiecie konsumpcja ryb 1 owocow morza doprowadzita do
pojawiajacych si¢ oszustw gospodarczych zwigzanych z nielegalnym potowem i
zmianami nazw gatunkow wpisywanych na etykietach (Martinez i in., 2005).
Najczgstsze sa dwa rodzaje falszowania zywnoS$ci: pierwszy to celowe zastgpienie
jednego gatunku innym dokonywane przez nieuczciwych producentow lub
sprzedawcow dla korzysci finansowych, drugi to niezamierzone bledy w trakcie
produkcji lub przechowywania (Belete, 2015). Unia Europejska ustanowita przepisy
nakazujace umieszczanie na etykietach ryb i owocéw morza informacje o nazwie
gatunku, kraju pochodzenia i metodach produkcji (Martinez i in., 2005; Wenne i in.,
2022a). Egzekwowanie przepisow zwigzanych z etykietowaniem jest skomplikowane,
poniewaz wiele produktow zywnosciowych jest przetwarzana, cOo maskuje cechy

morfologiczne (Moran i Garcia-Vazquez, 2006). Do efektywnego egzekwowania
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przepisdw zwigzanych z etykietowaniem i zastgpowaniem produktow niezbedne jest
stosowanie doktadnych metod analitycznych skutecznych przy identyfikowaniu
gatunkéw z wylgczeniem cech morfologicznych (Mafra 1 in., 2007). Oprocz
negatywnego wplywu fatszowania pochodzenia produktow zywnos$ciowych na rynek
komercyjny, zle oznakowanie moze mie¢ negatywne konsekwencje dla ochrony
bioréznorodno$ci moérz i skutecznosci programoéw ochrony gatunkow zagrozonych
(Civera, 2003; Martinez i in., 2005; Teletchea i in., 2005; Wenne i in., 2022a).
Dodatkowo stosowanie wiasciwych metod identyfikacji gatunkowej umozliwia
weryfikowanie i1 ograniczanie dzialalno$ci klusownikow i handlu gatunkami nadmiernie
eksploatowanymi (Kyle 1 Wilson, 2007). Badania nad metodami identyfikacji
gatunkowej musza by¢ optymalizowane pod katem konkretnego produktu
zywnosciowego i1 dawa¢ powtarzalne i niezaprzeczalne wyniki (Woolfe i Primrose
2004). Komplikacje moga pojawi¢ si¢ wtedy, gdy gatunek charakteryzuje si¢ duza
zmienno$cig wewnatrzgatunkowa, ponadto niektore sposoby przetwarzania denaturujg
biatka i moga doprowadzi¢ do degradacji DNA (Chapela i in., 2002; Armani i in., 2013;
Wenne i in., 2022a).
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8. Whnioski

- Analiza polimorfizmu pojedynczego nukleotydu (SNP) dla zestawu 53 loci jest
odpowiednim narzedziem do zbadania zrdéznicowania genetycznego naturalnych
populacji Mytilus galloprovincialis w Morzu Srédziemnym i w akwenach do niego

przylegtych.

- Warto$ci wskaznika zréznicowania populacji Fst, analiza korespondencji (CA) i
analiza STRUCTURE wykazaty cztery grupy populacji M. galloprovincialis: populacje
reprezentujace forme Atlantycka, populacje w zachodniej cze$ci Morza Sroédziemnego,

populacje z Morza Egejskiego oraz Morza Marmara, Czarnego i Azowskiego.

- Populacja M. galloprovincialis w Morzu Czarnym reprezentuje podprobe genotypow z
M. Srédziemnego i powstata przez ekspansje populacji ze wschodniej czgséci M.
Srodziemnego po wlewie wod stonych przez M. Marmara i przylegle ciesniny do

jeziora stodkowodnego pdzniej niz 10,5 tys. lat temu.

- Stabe zroznicowanie populacji M. galloprovincialis wewnatrz M. Srodziemnego w
zestawieniu ze zréznicowang historig poszczegolnych basendéw moze by¢ spowodowane

przyczynami naturalnymi oraz dziatalnoscia cztowieka.

- Aktualnie istniejace wspotczesne naturalne bariery srodowiskowe jak uktady pradéw
morskich (np. w rejonie Almeria-Oran) czy gradient zasolenia (na wschod od Dardaneli

w Morzu Marmara) sprzyjaja utrzymywaniu si¢ zroznicowania genetycznego populacji.

- Zbadanie zestawu SNP nie wykazalo zmniejszonego polimorfizmu genetycznego
introdukowanych populacji atlantyckiej formy M. galloprovincialis z warunkéw
naturalnych i hodowlanych na wybrzezach Oceanu Atlantyckiego i Indyjskiego Afryki

Potudniowe;.

- Uzyskane wyniki badan wykazuja, ze analiza SNP moze shuzy¢ weryfikowaniu
informacji dotyczacych przynaleznosci taksonomicznej Mytilus w produktach

zywnos$ciowych pozyskanych ze sprzedazy w Europie.

- Analiza SNP umozliwia ocen¢ zgodno$ci informacji dotyczacych taksonu i
pochodzenia geograficznego znajdujacych si¢ na etykietach informacyjnych

umieszczanych na produktach zywnosciowych Mytilus.
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Zalacznik:

Tabela 11. Warto$¢ Fst miedzy parami 45 probami. Pogrubione wartoSci sg

statystycznie istotne przy zaktadanym poziome istootnosci P< 0,05.
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Tabela 11. Wartos¢ Fst migdzy parami 45 populacji. Pogrubione wartosci sg statystycznie istotne przy zakladanym poziome istootnosci P< 0,05.
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