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REPERELE CONCEPTUALE ALE CERCETARII

Actualitatea temei. Inca de la aparitia omului vertebratele terestre (VT) au avut un rol
esential pentru existenta acestuia. Pe parcursul istoriei, animalele (in special pasarile si
mamiferele), au oferit speciei umane hrand, imbracaminte, transport, protectie, modele pentru
cercetare stiintificd etc. VI au o mare insemnatate economicd si un rol cheie in reglarea
proceselor naturale la diferite nivele ale lantului trofic. In prezent resursele faunei salbatice sunt
consumate mai repede decat oricand, iar elaborarea masurilor eficiente de conservare impune
utilizarea metodelor si instrumentelor moderne de studiere a diversitatii speciilor. Monitorizarea
diversitatii VT folosind doar metode traditionale este in general laborioasa si dificila, astfel in
prezent existd tendinte tot mai pronuntate de aplicare a instrumentelor bioinformatice si a
tehnicilor moleculare n scopul identificérii taxonomice si studierii distributiei speciilor. Desi in
ultimii 15-20 de ani in baza de date globala BOLD Systems au fost depozitate peste 400
barcoduri moleculare ale diferitor specii de plante si animale din Republica Moldova, din totalul
acestor inregistrari in anul 2022 existau doar doud barcoduri ale speciilor de vertebrate terestre
[23]. De asemenea abordarile ce tin de metabarcodare si modelare a distributiei speciilor (SDM)
sunt aplicate pe larg de catre cercetatorii din intreaga lume, totusi, in Republica Moldova
monitorizarea biodiversitatii cu utilizarea acestor instrumente se afla incd in stadiu incipient.

Descrierea situatiei in domeniul de cercetare si identificarea problemelor de
cercetare. Starea actuala a VT In Republica Moldova scoate in evidentd unele provocari si
amenintari care afecteaza populatiile acestor specii. Republica Moldova este caracterizata printr-
un habitat variat, care include paduri, mlastini, stepe si campii agricole, oferind adapost si hrana
pentru o varietate de vertebrate terestre. Pierderea si fragmentarea habitatului din cauza factorilor
antropici duc la scaderea resurselor de hrana si afecteazd zonele de reproducere pentru speciile
din fauna terestrd iar schimbarile climatice au de asemenea un impact negativ prin modificarea
care pot afecta echilibrul ecologic si pot concura cu speciile native pentru resursele disponibile.
Toti acesti factori contribuie la reducerea populatiilor din fauna salbaticd si la diminuarea
diversitatii biologice in ansamblu. Pentru a proteja vertebratele terestre si pentru a conserva
biodiversitatea in Republica Moldova, este necesard utilizarea metodelor moderne de
biomonitoring si aplicarea unor masuri eficiente de gestionare a habitatelor naturale. Abordarile
care au la bazd analiza ADN-ului si modelarea distributiei speciilor reprezinta instrumente
importante n evaluarea diversitdtii faunistice si in dezvoltarea strategiilor eficiente de conservare
insa 1n tara noastra acestea sunt insuficient aplicate pentru cercetarea vertebratelor terestre,

motivul principal fiind lipsa protocoalelor experimentale si a echipamentului de laborator.
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Metodologia cercetirii stiintifice. Metodele utilizate In activitatea de cercetare au fost
diferentiate in: metode bioinformatice, metode de colectare si prelucrare primard a materialului
biologic in teren, metode de biologie moleculara.

Scopul lucrarii: Optimizarea si implementarea metodelor bioinformatice si molecular
biologice in cercetarea diversitatii unor specii de vertebrate terestre din Republica Moldova.

Au fost stabilite urmatoarele obiective: 1) Designul si testarea in silico a unei perechi de
primeri pentru metabarcodarea anumitor specii de vertebrate terestre din RM. 2) Testarea in vitro
a acoperirii taxonomice pentru noii primeri cu utilizarea PCR-ului conventional. 3) Testarea unei
metode moleculare de diferentiere a hibrizilor si liniilor pure de mistret in baza alelelor genei
MC1R. 4) Secventierea si analiza filogenetica a genei CYTB la speciile de microtine din RM,
inregistrarea secventelor de barcod molecular in baza de date BOLD Systems. 5) Modelarea
distributiei unor specii rare de vertebrate terestre din RM.

Noutatea si originalitatea stiintifica. Cercetdrile efectuate au avut la baza abordari
inedite, interdisciplinare care au adus impreund bioinformatica, biologia moleculara si zoologia.
Au fost identificate toate speciile de vertebrate terestre din Moldova care au genom mitocondrial
in baza de date globala RefSeq [19]. in baza mitogenomurilor identificate au fost creati si testati
noi primeri pentru metabarcodare, care au demonstrat o performanta inalta in ce priveste grupul
de specii studiat. in premiera au fost descifrate mai multe secvente ale genei citocromului b de la
specii de microtine din tara noastra si depozitate pe platforma globala Barcode of Life Database.
Secventierea si analiza filogenetica a stabilit ca microtinele studiate fac parte din linia
filogeneticd esticd. Modelarea distributiei unor specii rare a permis identificarea la sudul tarii a
unei populatii de Elaphe sauromates, care ultima data a fost atestata in aceastd regiune cu mai
bine de jumatate de secol in urma.

Problema stiintifici solutionatid constd in eficientizarea evaludrii si monitorizarii
speciilor de VT din tara noastrad in baza unor metode de cercetare optimizate care s-au aplicat in
premiera pentru studierea diversitatii vertebratelor terestre din Moldova.

Semnificatia teoreticd a lucrdrii constd in cercetarile interdisciplinare realizate care
contribuie la dezvoltarea domeniului biodiversitatii moleculare din tara noastrd. Studiile
efectuate se incadreaza in tendintele actuale de computerizare a vastelor cantitdti de date
biologice si implicare graduald a tehnologiei informationale in stiinta biologica. Rezultatele
obtinute faciliteaza atat studiile viitoare de metabarcodare si barcodare a speciilor de vertebrate
terestre din Moldova, cat si utilizarea in activitatea de cercetare a diferitor metode moleculare si

bioinformatice. Studiul se incadreaza in prioritdtile de cercetare nationale si internationale cu



privire la monitorizarea diversitatii faunistice, sprijinind elaborarea campaniilor de conservare si
management ecologic.

Valoarea aplicativd a lucrarii. Relevanta practiciA a tezei implica atat suportul
metodologic pentru aplicarea tehnicilor moleculare si algoritmilor informatici in cercetarea
biodiversitatii, cat si obtinerea unor rezultate concrete precum crearea de noi primeri,
secventierea si genotiparea unor specii economic importante, crearea hartilor cu modelarea
distributiei, identificarea populatiilor noi in baza SDM, s.a. Combinate cu metodele traditionale,
abordarile propuse in lucrare vor contribui la imbunatatirea monitoringului speciilor rare, pe cale
de disparitie sau economic importante. Noii primeri obtinuti in rezultatul cercetdrilor au
potentialul de a identifica peste o sutda de specii de vertebrate terestre intr-un singur experiment
utilizdnd tehnici neinvazive. Studiile de metabarcodare prezintad relevantd economicad intrucat
exista tot mai multe companii care ofera servicii de identificare a speciilor in baza analizei ADN-
ului de mediu. Respectarea reglementarilor si conventiilor cu privire la diversitatea faunistica
presupune ca agentii economici, organizatiile industriale si corpurile guvernamentale sa evalueze
impactul activitatii lor asupra biodiversitatii.

Implementarea rezultatelor stiintifice. Rezultatele obtinute au fost implementate in
cadrul unor rezervatii naturale din tara noastra precum Prutul de Jos si Padurea Domneasca, iar
metodele moleculare optimizate pe parcursul studiului sunt utilizate in activitatea de cercetare a
laboratorului de Vertebrate Terestre al Institutului de Zoologie, USM. in cadrul laboratorului
poate fi realizata testarea de rutind si genotiparea speciei Sus scrofa in scopul diferentierii
hibrizilor si liniilor pure de mistret. De asemenea, tehnicile bioinformatice optimizate permit
analiza filogeneticd a populatiilor si modelarea distributiei speciilor. Metodele si tehnicile de
cercetare descrise in lucrare pot servi ca suport in procesul didactic pentru institutiile de
invatamant cu profil biologic.

Aprobarea rezultatelor stiintifice. Materialele tezei au fost prezentate si aprobate la
diferite conferinte stiintifice nationale si internationale.

Publicatii la tema tezei. Rezultatele cercetarilor sunt reflectate in 19 lucrari stiintifice.

Structura tezei. Teza este scrisd in limba romana, compartimentata traditional in foaie de
titlu, foaie privind dreptul de autor, cuprins, adnotare in limbile romana, engleza si rusa, lista
tabelelor, figurilor si abrevierilor, introducere, 4 capitole, concluzii, recomandari, 169 surse
bibliografice, anexe, declaratie cu privire la asumarea raspunderii si CV-ul autorului.

Cuvinte cheie: vertebrate terestre, primeri, ADN, diversitate moleculara, metabarcodare,

secventiere, genotipare, filogenie, SDM.



CONTINUTUL TEZEI
In Introducere sunt argumentate actualitatea si importanta temei abordate, au fost
formulate scopul si obiectivele tezei, prezentate elementele de noutate si originalitate stiintifica.
De asemenea au fost mentionate importanta teoreticd si aplicativd a cercetarilor precum si

implementarea rezultatelor obtinute.

1. SINTEZA BIBLIOGRAFICA

Prezintd unele metode moderne de studiere a diversitatii vertebratelor terestre, analiza
literaturii de referintd precum si istoricul cercetdrilor din domeniu in Moldova si la nivel
international. Este argumentatd necesitatea aplicarii in tandem a unor metode precum modelarea
distributiei speciilor si analiza ADN-ului acestora. Sunt specificate regiunile ADN-ului
mitocondrial al vertebratelor terestre care prezinta interes pentru studii moleculare, secventiere si
analiza filogenetica. Se descrie pe larg potentialul ADN-ului de mediu in calitate de instrument
de studiere a biodiversitatii si modalitatile de creare si testare a primerilor pentru metabarcodare.
Sunt mentionate dificultdtile aparute in procesul de identificare a metabarcodurilor si strategiile
de cercetare utilizate. De asemenea, este reflectat fenomenul de hibridizare la vertebratele

terestre si analizate tehnicile de identificare a unor hibrizi. Capitolul se incheie cu concluzii.

2. MATERIALE SI METODE DE CERCETARE

Pentru realizarea cercetarilor propuse au fost utilizate atat instrumente bioinformatice,
tehnici de biologie moleculara cat si metode de colectare si prelucrare primara a materialului
biologic in teren. In cele ce urmeazia sunt prezentate abordirile si metodele aplicate pentru
realizarea prezentei lucrari.

2.1. Instrumente si metode bioinformatice. In scopul realizarii designului si testarii in
silico a primerilor pentru metabarcodare au fost utilizate softurile ecoPrimers [24], ecoPCR [10]
si OBITools [4]. Acestea sunt utilizate pentru analiza datelor genomice in studiile de
metabarcodare si sunt distribuite ca software open source. Algoritmul ecoPrimers poate fi
utilizat pentru identificarea noilor markeri si a primerilor asociati, in timp ce ecOPCR permite
testarea acestora prin realizarea PCR-ului in silico asupra unei baze de date de secvente (asociate
cu speciile din grupul tintd). Impreuni, aceste programe permit designul si validarea in silico a
primerilor de interes (Fig. 2.1). Baza de date cu mitogenomurile de referinta a fost creatd cu
utilizarea platformei NCBI (National Center for Biotechnology Information) [25] si contine 174
genomuri mitocondriale (un genom per specie). Aceasta a fost obtinutd in urma verificarii
individuale in baza de date globala RefSeq a 337 specii de vertebrate terestre din fauna

Republicii Moldova.
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Pentru descrierea suplimentara a proprietatilor primerilor obtinuti a fost utilizat
instrumentul online de analizd a secventelor oligonucleotidice PrimerROC [17]. Evaluarea
gradului de conservare a primerilor si reprezentarea grafica au fost efectuate cu ajutorul
limbajului R [22] si a librariilor ROBITaxonomy [2], ROBITools [3], ROBIBarcodes [1]. Analiza

filogenetica si modelarea distributiei speciilor au fost de asemenea realizate in mediul R.

2.2. Metode de colectare si prelucrare primara a materialului biologic in teren.

Colectarea si pastrarea corespunzatoare a tesuturilor speciilor de vertebrate este
fundamentald pentru extragerea reusita a ADN-ului nuclear si mitocondrial intrucat post-mortem
sau dupa prelevarea probelor materialul biologic degradeaza rapid. De asemenea, este esentiala
documentarea istoricului individual al fiecarui specimen fiind importante sexul, varsta, regiunea
geografica, starea animalului iTn momentul prelevarii probei etc. Procedura de colectare in sine va
depinde de specia studiata, buget, transportul disponibil, starea specimenului sursa (viu sau
mort), precum si de timpul care trece pana la stocarea corespunzitoare a probei. In cadrul
cercetarilor efectuate tipurile de probe prelevate au variat (de la tampon bucal si calamusul
penelor pand la piele, muschi si organe interne) in functie de obiectivele propuse, speciile

studiate, starea animalelor (vii sau moarte) etc (Tabelul 2.1).

Tabelul 2.1. Materialul biologic si metodele moleculare utilizate

Metoda aplicata si Specii Numar
Obiectiv locul in care au avut cerF():etate de Tipul probelor
loc cercetirile probe
Testareainvitroa | PCR conventional, Calamus_, exuvil,
- ’ . falange, ficat, piele,
acoperirii electroforeza ADN- | 26 specii de :
. . 9 tampon bucal si de
taxonomice a ului pe gel de agaroza, | vertebrate 26 iele. tesut muscular
primerilor pentru | Institutul de Zoologie terestre p te;ﬁt ulmonar ’
metabarcodare al USM, Moldova ° Pt .
ureche, varf de coada
RFLP-PCR,
Genotiparea electroforeza ADN- Tesut muscular
mistretului in ului pe gel de agaroza, | Sus scrofa 19 ’ icle ’
baza genei MC1R | Institutul de Zoologie P
al USM, Moldova
Secventiere Sanger, Microtus
Secventierea Institutul de Ecologie arvalis
genei CYTB si Evolutie a Microtu’s 13 Ficat, coada
la microtine Universitatii din :
T levis
Berna, Elvetia

Deoarece unele vertebrate terestre pot fi vectori de transmitere a diferitor zoonoze

precum leptospiroza sau rabia, In procesul de colectare a probelor este necesard respectarea
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masurilor de securitate biologica. Prelevarea de la mamifere si pasari vii ca regula este relativ
usoard, foliculii de par si calamusul penelor furnizdind de obicei suficiente celule pentru
obtinerea unor cantititi utile de ADN [12, 20, 28]. In ce priveste amfibienii si reptilele, acestora
le lipseste un astfel de tesut usor accesibil, iar colectarea probelor poate implica abordari
invazive, cum ar fi colectarea de sange, indepartarea degetelor sau tdierea bucatilor din coada. O
alternativd non-invazivd in ce priveste prelevarea mostrelor de la amfibieni si reptile ar fi
tamponul bucal sau utilizarea bucétilor de piele rezultate in urma procesului de naparlire.

Materialul biologic a fost colectat de la animale vii, animale moarte identificate sporadic
sau vanate (in cazul pasarilor si mamiferelor mari) si de la animale colectate cu capcane (in cazul
mamiferelor mici). Speciile de amfibieni si reptile au fost capturate manual. Dupa colectarea
probelor, animalele vii au fost eliberate in habitatul in care au fost identificate iar mostrele de
tesut — fixate in alcool etilic de 96% si pastrate la -20 °C pana la extragerea ADN-ului.

2.3. Metode de biologie moleculara. Probele prelevate au fost supuse analizelor de
laborator care au constat In extragerea ADN-ului, efectuarea reactiei de PCR conventional,
digestia cu enzime de restrictie, electroforeza pe gel de agaroza si secventierea prin metoda
Sanger (secventierea a fost efectuatd la Institutul de Ecologie si Evolutie a Universitatii din
Berna, Elvetia). Pentru prima data in Republica Moldova a fost utilizat instrumentul mobil Bento

Lab pentru extragerea, amplificarea si vizualizarea ADN-ului (Fig. 2.2).

e
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Fig. 2.2. Dispozitivul Bento Lab din cadrul Centrului de

Cercetare a Faunei Terestre, Institutul de Zoologie

11



Acest dispozitiv portabil combind cele mai importante echipamente necesare pentru
realizarea unei reactii de PCR si include o microcentrifugd cu viteza variabild intre 3000 si
13500 rpm, un termociclor, casetd pentru electroforeza, bloc de alimentare incorporat si

transiluminator.

3. DESIGNUL PRIMERILOR PENTRU METABARCODARE
SI GENOTIPAREA CU ENZIME DE RESTRICTIE

3.1. Designul si testarea in silico a primerilor pentru metabarcodare. Barcodurile
sunt markeri genetici standardizati care servesc pentru identificarea taxonomica a speciilor [5,
14]. Proprietatile acestora sunt optimizate anume pentru acest scop si nu intrunesc neaparat
cerintele unui metabarcod care permite identificarea mai multor specii simultan adesea in baza
unui ADN de calitate joasa. Pe de altd parte, metabarcodurile sunt secvente scurte de ADN care
pot fi utilizate pentru identificarea simultana a zeci sau chiar sute de specii, tehnicile de
metabarcodare avand un potential enorm pentru biomonitoringul diferitor tipuri de ecosisteme.
Un exemplu interesant de aplicare a experimentelor de metabarcodare in ecosistemele terestre
este limitarea asa numitelor fenomene Birdstrike Hazards din preajma aeroporturilor [8].
Implementarea practica a abordarilor mentionate necesitd utilizarea algoritmilor bioinformatici
pentru designul primerilor, identificarea metabarcodurilor si crearea bazelor de date de referinta
ce permit atribuirea taxonomica a metabarcodurilor studiate. La fel de importantd este
standardizarea tehnicilor experimentale de lucru in laboratorul de biologie moleculara.
Dezvoltarea si integrarea acestor aspecte in campaniile de monitorizare a speciilor va permite
eficientizarea evaluarii diversitatii faunistice [8, 16, 29]. Pentru realizarea prezentului obiectiv au
fost identificate toate speciile de vertebrate terestre care fac parte din fauna Republicii Moldova
si au genomul mitocondrial inclus in baza de date globala RefSeq. Astfel, grupul tinta a fost
format din 174 specii care includ 38 specii de mamifere, 127 specii de pasari, 4 specii de reptile
si 5 specii de amfibieni. Noua pereche de primeri a fost creatd in baza analizei mitogenomurilor
taxonilor din grupul tinta cu algoritmul ecoPrimers (AAGGCGGATTTAGCAGTA - forward si
CACTTACCTTGTTACGAC - reverse). Ulterior, testarea in silico a acestora a fost realizata cu
utilizarea programului ecoPCR si a prezentat o acoperire taxonomica pentru 171 de specii din
174 (98,28%), respectiv o rezolutie taxonomica de 148 specii din 171 (86,55%). Performanta
demonstratd a fost superioara in comparatie cu a primerilor universali 12S-V5 utilizati pentru

metabarcodarea vertebratelor.
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3.2. Testarea in vitro a acoperirii taxonomice pentru noii primeri. Testele in vitro au
fost efectuate cu ADN izolat de la 16 specii de mamifere, 4 specii de pasari si cate 3 specii de
reptile si amfibieni. Astfel, din 26 taxoni analizati a fost amplificat ADN-ul a 25 fiind obtinuta o
acoperire taxonomica de 96,15%. A fost confirmata in vitro lipsa amplificarii pentru specia
Lacerta agilis care din cauza mai multor nepotriviri in regiunile de legare a primerilor nu a dat
rezultat pozitiv nici la PCR-ul in silico. Toti ampliconii S-au incadrat in intervalul de dimensiune

asteptat si nu au existat amplificari nespecifice sau formare de dimeri (Fig. 3.1).

HEEN OO DOEERRES
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Fig. 3.1. Electroforegrama ampliconilor obtinuti
cu noii primeri pentru metabarcodare

(1 — GeneRuler 50 bp; 2 — Dendrocopos major; 3 — Martes martes; 4 — Meles meles;
5 — Muscardinus avellanarius; 6 — Talpa europaea; 7 — Lacerta agilis; 8 — Bufo bufo;
9 — Passer domesticus; 10 — Lepus europaeus; 11 — Plecotus auritus; 12 — Sus scrofa)

Evaluarea in laborator a confirmat capacitatea noilor primeri de a amplifica secventele
asteptate de metabarcod, obtindndu-se benzi clare in regiunea 150-170 pb fara formarea
produsilor secundari.

3.3. Genotiparea speciei Sus scrofa in baza polimorfismului genei MC1R. Mistretul
apartine genului Sus din familia Suidae si fiind stramosul porcului domestic se poate incrucisa
usor cu acesta. Hibridizarea Intre mistret si porcul domestic creste gradul de invazivitate si
afecteaza integritatea geneticd si potentialul de adaptare al mistretilor [11, 27]. Deoarece astfel
de hibrizi de cele mai multe ori nu pot fi identificati morfologic, existd mai multe metode si

tehnici moleculare pentru diferentierea acestora de liniile pure, o astfel de metodd fiind si

13



genotiparea in baza fragmentarii ADN-ului cu enzime de restrictie (RFLP-PCR). O tinta potrivita
pentru aplicarea tehnicilor RFLP-PCR este gena MC1R care regleaza sinteza melaninei la multe
mamifere si pasari jucand un rol central in procesul de pigmentare. Alelismul multiplu al acestei
gene poate fi observat fenotipic prin diversitatea pigmentrii pielii la porci. In prezent, gradul de
hibridizare al mistretilor din fauna Republicii Moldova este necunoscut, motivul principal fiind
lipsa protocoalelor experimentale de laborator care ar permite identificarea specimenilor hibrizi.

La aceasta etapd a cercetdrilor ne-am propus optimizarea si aplicarea metodei RFLP-PCR
in scopul diferentierii hibrizilor si liniilor pure de mistret. A fost amplificat ADN-ul genomic
provenit de la 14 probe de mistret si pentru comparatic — de la 5 probe de porc domestic.
Protocoalele de extragere, amplificare si digestie cu enzime de restrictie au fost optimizate si
adaptate la conditiile si resursele laboratorului. In rezultatul analizei celor 19 probe au fost
identificate 3 genotipuri (Fig. 3.2): E*/ E* (mistret pur, 13 probe), EPP?/e (porc domestic, 5
probe) si E*/e (mistret hibrid, 1 proba).

795 pb
500 pb 539 pb
399 si
345 bp
250 pb 256 pb
222 si
177 bp
50 pb

Fig. 3.2. Electroforegrama genotipurilor identificate
(1 — GeneRuler 50 bp; 2,3 — genotip E*/ E*; 4,5 — genotip EFP?/e; 6,7 — genotip E*/e; 8 — control
negativ; 2,4,6 — probe supuse digestiei cu BspHI; 3,5,7 — probe supuse digestiei cu BstUI)

In fig. 3.3 sunt prezentate in plan comparativ electroforegramele obtinute la digestia in

silico si in vitro a alelei salbatice E™.
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Fig. 3.3. Benzile electroforetice obtinute la liniile pure de mistret (E*)
in urma digestiei ampliconilor MC1R cu enzimele de restrictie
BspHI si BstUI (in silico — stanga, in vitro — dreapta)

Fragmentarea in silico a fost realizata utilizandu-se intreaga secventa genica MC1R care
constituie 963 perechi de baze, pe cand digestia in vitro s-a efectuat asupra ampliconilor obtinuti
in urma reactiei conventionale de PCR (795 pb). In figura 3.3 se observd cd cercetarea
bioinformatica a oferit un rezultat corect pentru o potentiala analizd RFLP-PCR cu enzimele
BspHI si BstUL In acest context limbajul R si libraria seqRFLP [21] se dovedesc a fi instrumente
valoroase pentru simularea digestiei fragmentelor de interes cu diverse enzime de restrictie.
Precedarea analizelor de laborator RFLP-PCR cu studii bioinformatice ar permite descoperirea
la randul sau facilitand identificarea si optimizarea metodelor de diferentiere a speciilor,
subspeciilor sau formelor hibride. In ce priveste studiile de genotipare a mistretilor din Republica
Moldova, acestea ar eficientiza determinarea gradului de hibridizare in populatii, prevenirea
focarelor de boli infectioase (ex. pesta porcind africand) si elaborarea masurilor adecvate de

conservare.

4. ANALIZA FILOGENETICA SI
MODELAREA DISTRIBUTIEI SPECIILOR
4.1. Analiza filogeneticAi a secventelor genei CYTB la speciile de microtine.
Secventele genei CYTB sunt adesea utilizate pentru determinarea relatiilor filogenetice dintre
organisme si identificarea speciilor intrucat poseda o variabilitate limitatd in cadrul speciei si o
variabilitate ridicata in afara acesteia. Astfel, pentru realizarea prezentului obiectiv ne-am propus

secventierea genei citocromului b si analiza filogenetica a secventelor obtinute de la 13
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specimene ale genului Microtus. in Republica Moldova genul Microtus este reprezentat prin 2
specii: M. arvalis (Soarece de camp) si M. levis/rossiaemeridionalis (Soarece rasaritean de
camp), iar intrucat acesti taxoni nu pot fi diferentiati vizual si habitatul lor se poate suprapune, la
prelevarea probelor nu a fost posibila identificarea pana la nivel de specie. Astfel diferentierea
celor 13 specimene a fost realizatd in urma secventierii genei CYTB, fiind obtinute 8 secvente
pentru M. levis si 5 pentru M. arvalis. Probele au fost prelevate din suburbia Chisinaului si din
alte cateva localitati din regiunea centrali a tarii (Tabelul 4.1; Fig. 4.1). in zona localitatii Horesti

au fost identificati reprezentanti ai ambelor specii (habiteazd simpatric).

Tabelul 4.1. Localitatile din Moldova in care

au fost capturate microtinele incluse in studiu

Localitate Latitudine Longitudine S peC|_n_1ene
identificate
Piatra Alba 46.926 28.825 1 x M. arvalis
Horesti 46.806 28.929 3x M. arvalis
’ 3 x M. levis
Malcoci 47.016 28.665 5x M. levis
Chisinau 47.021 28.718 1 x M. arvalis

laloven

b

Las1

A Microtus levis @ Microtus arvalis

Fig. 4.1. Locatiile geografice de colectare a probelor
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Un interes aparte il reprezinta specia M. arvalis intrucat pentru douad subspecii ale
acesteia (M. a. arvalis si M. a. obscurus) care populeaza in zone din Europa si Asia linia de
delimitare trece prin tara vecina, Ucraina [6, 13]. De asemenea, existd cateva linii filogenetice
ale speciei M. arvalis si anume: vesticd (Regatul Unit, Franta, Spania), italica (Italia), centrala
(Germania, Olanda, Danemarca), estica (Ungaria, Slovacia, Polonia, Ucraina, Finlanda) si o linie

distincta (Ucraina, Georgia, Armenia) (Fig. 4.2) care coincide cu distributia formei obscurus

[13].
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Fig. 4.2. Distanta genetica intre 31 secvente ale genei CYTB la specia M. arvalis
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In figurile 4.2 si 4.3 sunt prezentate rezultatele obtinute in urma analizei filogenetice
pentru cinci secvente ale genei CYTB de la specimene de M. arvalis din Moldova si 26 secvente
CYTB extrase din GenBank [7, 25]. Astfel, au fost analizate 31 secvente care cuprind toate liniile
filogenetice mentionate si care provin de la specimene din urmatoarele tari: Armenia,
Danemarca, Finlanda, Franta, Georgia, Germania, Italia, Moldova, Olanda, Polonia, Regatul

Unit (Orkney), Slovacia, Spania, Ucraina, Ungaria.
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N | — UK_Orkney_3 NIl R maEnn
""""""""""" UK_Orkney_6 NI I N EENmn
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""""""""""" UK_Orkney_5 NI IR TN R
"""""""""" UK_Orkney_4 HEIIINIEEET AN
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Fig. 4.3. Arborele filogenetic obtinut din secvente ale genei CYTB la specia M. arvalis
Liniile filogenetice care pot fi observate: 1. Vestica, 2. Linia asociatd formei obscurus;
3. Italica; 4. Centrala; 5. Estica - din care fac parte si microtinele din Republica Moldova;
a, ¢, g, t —adenina, citozina, guanina, timina; branch.length — lungimea ramurii
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Conform datelor obtinute in urma analizelor bioinformatice secventele studiate au format
5 clustere asociate celor 5 linii filogenetice descrise anterior, specimenele analizate din Moldova
apartinand liniei filogenetice estice. Scala de culoare a ramurilor arborelui reprezintd distanta
genetica, iar modificdrile de culoare a secventelor aliniate arata diferentele de nucleotide. Se
observa o diferenta relativ mare intre linii In special intre clusterul estic si cel vestic pe de o parte
si estic cu cel asociat liniei obscurus pe de alta. Totodatd nu se atestd o variatic mare intre
secventele din cadrul liniei filogenetice estice. Arborele filogenetic prezentat are 29 noduri
interne si 31 ramuri de varf, iar secventele analizate au dimensiunea de 1106 pb si prezinta 113
site-uri de variatie. Substitutiile nucleotidice per site (unitatea lungimii de ramurd) au o valoare
de 0,004 ceea ce constituie 0,4% variatie geneticd la 100 site-uri nucleotidice. Pentru testarea
calitatii arborelui filogenetic creat a fost investigatd masura in care acesta reprezintd distanta

originald din matrice (Fig. 4.4).

Distanta in arborele filogenetic
0.02 0.03 0.04 0.05

0.01

0.00

I I [ I I [
0.00 0.01 0.02 0.03 0.04 0.05

Distanta originala

Fig. 4.4. Corelatia dintre distanta prezentata in arborele filogenetic si distanta originala
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Coeficientul cofenetic de corelatie are o valoare de 0,99 ceea ce demonstreaza o calitate

inaltd a filogeniei obtinute, arborele construit avand o reprezentare corectd a distantelor genetice.

Cat priveste filogenia obtinuta in baza secventelor de M. arvalis si M. levis din Moldova aceasta

este prezentata in Fig. 4.5.

‘Microtus arvalis

‘Microtus arvalis

icrotus arvalis

wicrows arvalis [ VTR
- microtus arvalis ||| NN
i BN RS
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g
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............................... Microtus levis

............................... Microtus levis

.............................. wicrowssievis [T EIRNN 0 O OOW 1R B 0.05
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............................... vicows ievis [T RN 100 0.03
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................................ Microtus levis

Fig. 4.5. Arborele filogenetic construit in baza secventelor

obtinute de la microtine din Republica Moldova

Se observa o diferenta mica intre reprezentantii aceleiasi specii, precum si clusterizarea
secventelor In baza criteriului de specie. Distanta genetica intre cele doud unitati taxonomice

precum si alte caracteristici ale filogeniei create sunt prezentate in Tabelul 4.2.

Tabelul 4.2. Caracteristica filogeniei speciilor de microtine

Parametru Valoare
Numarul speciilor 2
Numarul secventelor analizate 13
Dimensiune secvente 1106 pb
Numarul site-urilor de variatie 44
Coeficientul cofenetic de corelatie >0,9
Distanta genetica maxima 0,061
Distanta genetica medie 0,056
Distanta geneticd minima 0,053
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Desi speciile M. arvalis si M. levis nu pot fi diferentiate morfologic, se observa diferente
genetice semnificative la nivelul genei CYTB ale acestora. Aceste diferente reflectd divergenta
evolutiva dintre cei doi taxoni, contribuie la delimitarea lor ca entitati distincte si pot fi utilizate
pentru identificarea indivizilor. De asemenea, cercetarea comparativa a genelor celor doua specii
poate furniza informatii despre fluxul genetic intre populatiile de M. arvalis si M. levis, aceste
informatii prezentand interes pentru Intelegerea dinamicii populationale si a interactiunilor intre
taxoni. Desi habitatul acestor doud specii din Moldova se suprapune si existd contact intre
populatii, la exemplarele studiate nu au fost observati indici ai amestecului genetic intre specii.
Cele 13 secvente ale genei citocromului b obtinute de la microtine din tara noastrd au
dimensiunea de 1106 pb si au fost secventiate la Institutul de Ecologie si Evolutie a Universitatii
din Berna, Elvetia. Ulterior acestea au fost Inregistrate si depozitate pe platforma globala
Barcode of Life Data Systems in cadrul proiectului TERVM - Terrestrial vertebrates of the
Republic of Moldova [26].

4.2. Modelarea distributiei speciilor cu utilizarea algoritmului Bioclim. Bioclim este
primul pachet SDM utilizat pe scara largd pentru generarea hartilor de distributie si reprezintd un
model clasic bioclimatic (Climate Envelope Model — analizeaza variabilele climatice asociate
habitatului unei anumite specii) [15]. In Republica Moldova datele cu referire la aplicarea
tehnicilor de modelare a distributiei speciilor sunt limitate, prima lucrare in care a fost utilizat
modelul Bioclim fiind prezentatd in 2014 la un simpozion international care a avut loc in
Chisindu [32]. In cercetarea de fata algoritmul Bioclim a fost aplicat pentru modelarea
distributiei unor specii rare de serpi din Republica Moldova.

Elaphe sauromates (conform clasificarii mai vechi — Elaphe quatuorlineata sauromates,
sarpe cu patru dungi rasaritean) este o specie rara inclusa in Cartea Rogie a Moldovei (2015) la
categoria specie critic periclitata (CR) [9]. Pe teritoriul tarii noastre a fost semnalata prezenta
catorva populatii izolate (com. pers. Vladimir Turcanu, 2018) si anume:

1. Satul Burlacu, raionul Cahul (46.04 N/ 28.41 E);

2. Satul Rascaieti, r. Stefan Voda (46.57 N/ 29.78 E);

3. Rezervatia naturala ,,Suta de movile”, r. Riscani (47.79 N/ 27.26 E).

Cauzele principale care au dus la dminuarea si fragmentarea arealului acestei specii in
Moldova sunt reducerea si degradarea habitatelor naturale [30, 31, 33]. in baza datelor despre
distributia cunoscutd a sarpelui cu patru linii si a variabilelor bioclimatice asociate, a fost
elaborata harta cu privire la distributia potentiala a acestei specii pe teritoriul Republicii Moldova
(Fig. 4.6)
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Fig. 4.6. Modelarea distributiei speciei
Elaphe sauromates pe teritoriul Republicii Moldova

Din figura se observa ca in partea de sud a republicii, in raioanele Cantemir, Comrat,
Cahul si Taraclia, existd cea mai mare probabilitate de a identifica specimene de sarpe cu patru
dungi. In perioada 2018-2023 au fost efectuate mai multe deplasiri in teren in aceasti regiune,
iar in noiembrie 2022 la marginea traseului de langd lacul Sarata Noua Sdrata Noud (46.5 N;

28.4 E) a fost descoperit un mascul mort, reprezentant al speciei Elaphe sauromates (Fig. 4.7).

Fig. 4.7. Sarpe cu patru linii rasiritean identificat la sudul tarii (s. Sarata Noui)
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In Moldova ultima semnalare a acestei specii in preajma localitatii invecinate Filipeni
dateaza din anii 1970 (com. pers. Vladimir Turcanu, 2022). Astfel pentru prima datd a fost
semnalatd prezenta sarpelui cu patru linii rasaritean in aceasta regiune dupd mai bine de jumatate
de secol. Specia este protejatd atat la nivel national, cét si international fiind inclusd in Lista
Rosie IUCN, Anexa IV a Directivei Habitate, Anexa Il a Conventiei de la Berna si Cartea Rosie
a Europei [9].

Vipera ursinii (vipera de stepa) este o specie de sarpe veninos inclusa in Cartea Rosie a
Republicii Moldova, avand statut de specie critic periclitata [Critically Endangered (CR)] [9],
totusi ultima semnalare a prezentei speciei in tara noastrd a fost raportatd in anul 1964 in
regiunea localitatii Ciucur Mingir, raionul Cimislia (com. pers. Vladimir Turcanu, 2022). in
prezent aceastd locatie este o zond protejatd (Rezervatie peisagisticd), insd se considerd cd V.
ursinii deja a disparut din aceste locuri si nu mai face parte din herpetofauna tarii noastre [18].
Astfel, In scopul modelarii distributiei viperei de stepa pe teritoriul Republicii Moldova in
calitate de date de intrare au fost utilizate locatii cunoscute ale acesteia din Romania. Modelarea
distributiei a indicat o potentiald prezenta a viperei de stepa in regiunea de sud a R. Moldova in
zone cu silvostepa deluroasa, insa deplasarile in acesta regiune nu au scos in evidentd prezenta
speciei in tara noastra. Vipera ursinii este considerata una dintre cele mai amenintate specii de
serpi din Europa si este ocrotita de lege. Specia este inclusa in: Anexa II a Directivei Habitate,
Anexa | a CITES (Convention on International Trade in Endangered Species), Anexa Il a

Conventiei de la Berna si Cartea Rosie a Europei [9].
CONCLUZII GENERALE

1. Au fost identificate 174 specii de amfibieni, reptile, pasdri si mamifere care fac parte din
fauna de vertebrate terestre a Republicii Moldova (337 specii) si au genom mitocondrial
secventiat, inclus in baza de date globala RefSeq.

2. A fost efectuata validarea in silico a noi primeri pentru metabarcodarea celor 174 specii si
elaborata o baza de date locald, care include date moleculare si taxonomice asociate acestora.
In cadrul grupului de specii studiat, noii primeri au demonstrat performante superioare in
comparatie cu primerii universali pentru metabarcodarea vertebratelor.

3. A fost evaluata in vitro acoperirea taxonomicd si dimensiunea metabarcodurilor asociate
noilor primeri fiind obtinute benzi electroforetice clare fara formare de dimeri sau produsi
secundari. Dimensiunea ampliconilor obtinuti in vitro a coincis cu cea a ampliconilor generati

in silico, fiind amplificat ADN-ul a 25 specii din 26 analizate.
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4. Pentru prima data in Republica Moldova a fost testatd in silico si in vitro o metoda
moleculard de genotipare si diferentiere a hibrizilor de mistret in baza alelelor genei MCI1R.
Secventele alelice au fost amplificate, fragmentate cu enzime de restrictie si analizate in camp
electroforetic. S-au optimizat protocoalele experimentale, iar fluxul de lucru a fost adaptat la
conditiile laboratorului. Metoda a fost implementata in cadrul laboratorului Vertebrate
Terestre pentru genotiparea speciei Sus scrofa si diferentierea hibrizilor de liniile pure de
mistret.

5. In premierd, a fost secventiati si efectuatd analiza filogeneticd a genei CYTB pentru 13 probe
de microtine din Republica Moldova. In baza filogeniei elaborate a fost demonstrat ca
specimenele studiate de Microtus arvalis fac parte din linia filogenetica estica. Toate
barcodurile moleculare ale specimenelor din Moldova au fost depozitate pe platforma globala
BOLD Systems.

6. Modelarea distributiei unor specii rare de VT a permis crearea hartilor cu distributia potentiala
si identificarea in regiunea localitatii Sarata Noud a unei populatii de sarpe cu patru linii
rasaritean (Elaphe sauromates), care ultima data a fost atestata in aceasta regiune cu mai bine

de jumatate de secol in urma.
RECOMANDARI PRACTICE

1. Aplicarea instrumentelor bioinformatice si a tehnicilor de biologie moleculara descrise in
lucrare pentru identificarea taxonomicd si cercetarea diversitatii speciilor de vertebrate
terestre. Utilizarea liniilor de cod a limbajului R pentru testarea primerilor, analiza
filogenetica, modelarea distributiei speciilor, s.a. Punerea in practicd atat a metodelor
moleculare simple, low-cost (PCR, RFLP-PCR) cat si a protocoalelor de secventiere care
presupun costuri mai mari.

2. Evaluarea populatiilor de mistret din Republica Moldova si diferentierea intre hibrizi si liniile
pure in baza metodei de genotipare descrisa in lucrare.

3. Utilizarea in experimente de metabarcodare a primerilor obtinuti in cadrul studiului. Se
recomanda crearea librariilor genomice cu ajutorul instrumentului Bento Lab si testarea
eficientei tehnologiei de secventiere de generatia a treia in cercetarea ADN-ului de mediu.

4. Continuarea inregistrarii barcodurilor si metabarcodurilor speciilor de vertebrate terestre din
Moldova in baza de date BOLD Systems in cadrul proiectului TERVM - Terrestrial
vertebrates of the Republic of Moldova.

5. Studierea metodelor de colectare si procesare a probelor de mediu din sol, apa, aer, sedimente,

materii fecale etc.
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6.

10.

11.

12.

Combinarea analizei ADN-ului de mediu cu modelarea distributiei speciilor. Spre exemplu se
pot preleva probe de ADN din locatiile geografice in care existd o probabilitate Tnaltd de a
intdlni o anumita specie si invers - locatiile geografice in care a fost detectat ADN-ul unei

specii pot fi utilizate in calitate de date de intrare pentru modelarea distributiei.
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ADNOTARE

Sitnic Victor. ,,Abordiri bioinformatice in cercetarea diversitatii vertebratelor
terestre in Republica Moldova”’, tezi de doctor in stiinte biologice, Chisindu, 2023.

Teza constd din introducere, 4 capitole, concluzii generale si recomandari, bibliografie
din 169 titluri, 112 pagini de text de baza, 45 figuri, 18 tabele. Rezultatele obtinute sunt publicate
in 19 lucrari stiintifice.

Cuvinte cheie: vertebrate terestre, primeri, ADN, diversitate moleculara, metabarcodare,
secventiere, genotipare, filogenie, SDM.

Domeniul de studiu: 165.02. Zoologie

Scopul lucrarii: Optimizarea si implementarea metodelor bioinformatice si molecular
biologice in cercetarea diversitatii unor specii de vertebrate terestre din RM.

Obiectivele: Designul si testarea in silico a unei perechi de primeri pentru
metabarcodarea anumitor specii de vertebrate terestre din Moldova; testarea in vitro a acoperirii
taxonomice pentru noii primeri cu utilizarea PCR-ului conventional; testarea unei metode
moleculare de diferentiere a hibrizilor si liniilor pure de mistret in baza alelelor genei MCI1R;
secventierea si analiza filogenetica a genei CYTB la speciile de microtine din RM, inregistrarea
secventelor de barcod molecular in baza de date BOLD Systems; modelarea distributiei unor
specii rare de vertebrate terestre.

Noutatea si originalitatea stiintifica. Cercetdrile efectuate au avut la bazd abordari
inedite, interdisciplinare care au adus impreund bioinformatica, biologia moleculara si zoologia.
Au fost identificate toate speciile de vertebrate terestre din Moldova care au genom mitocondrial
in baza de date globald RefSeq. In baza mitogenomurilor identificate au fost creati si testati noi
primeri pentru metabarcodare care au demonstrat o performanta 1naltd in ce priveste grupul de
specii studiat. Pentru prima data au fost descifrate mai multe secvente ale genei citocromului b
de la specii de microtine din tara noastra si depozitate pe platforma globala Barcode of Life
Database. Secventierea si analiza filogenetica a stabilit cd specimenele de microtine studiate fac
parte din linia filogenetica esticd, iar modelarea distributiei unor specii rare a permis
identificarea la sudul tarii a unei populatii de Elaphe sauromates care ultima data a fost atestata
in aceastd regiune cu mai bine de jumatate de secol in urma.

Problema stiintificd solutionati. Constd In eficientizarea evaluarii si monitorizarii
speciilor de vertebrate terestre din tara noastra in baza unor metode de cercetare optimizate care
s-au aplicat in premierd pentru studierea diversitdtii vertebratelor terestre din Moldova.

Importanta teoreticd a tezei constd in cercetarile interdisciplinare realizate care
contribuie la dezvoltarea domeniului biodiversitdtii moleculare din tara noastra. Studiile
efectuate se incadreaza in tendintele actuale de computerizare a vastelor cantitdti de date
biologice si implicare graduala a tehnologiei informationale n stiinta biologica.

Valoarea aplicativa a lucrarii. Combinate cu metodele traditionale, abordarile propuse
in lucrare vor contribui la imbunatatirea monitoringului speciilor rare, pe cale de disparitie sau
economic importante. Noii primeri obtinuti in rezultatul cercetérilor au potentialul de a identifica
peste o sutd de specii de vertebrate terestre intr-un singur experiment utilizdnd tehnici
neinvazive. Studiile de metabarcodare prezintd relevantd economicd intrucat pot fi oferite
servicii de identificare a speciilor in baza analizei ADN-ului de mediu.

Implementarea rezultatelor stiintifice. Metodele moleculare descrise pe parcursul
studiului sunt utilizate in activitatea de cercetare a laboratorului de Vertebrate Terestre a
Institutului de Zoologie. In cadrul laboratorului poate fi realizati testarea de rutini si genotiparea
speciei Sus scrofa in scopul diferentierii hibrizilor si liniilor pure de mistret. De asemenea
abordarile bioinformatice utilizate permit analiza relatiilor filogenetice si modelarea distributiei
speciilor fard procurarea unor softuri costisitoare. Nu in ultimul rAnd metodele descrise in lucrare
pot servi in calitate de suport in procesul de cercetare sau de invatdmint a institutiilor cu profil
biologic.
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ANNOTATION

Sitnic Victor. ,,Bioinformatics approaches in the research of terrestrial vertebrate
diversity in the Republic of Moldova’’, PhD thesis in biological sciences, Chisinau, 2023.

The thesis consists of introduction, 4 chapters, general conclusions and recommendations,
bibliography of 169 titles, 112 pages of basic text, 45 figures, 18 tables. The obtained results are
published in 19 scientific works.

Keywords: terrestrial vertebrates, primers, DNA, molecular diversity, metabarcoding,
sequencing, genotyping, phylogeny, SDM.

Field of study: 165.02. Zoology

The purpose of the paper: Optimizing and implementing bioinformatic and molecular
biological methods for the research of terrestrial vertebrate diversity in the Republic of Moldova.

Objectives: Design and in silico testing of a pair of primers for the metabarcoding of
some terrestrial vertebrate species from the Republic of Moldova; in vitro testing of taxonomic
coverage for new primers using conventional PCR; testing a molecular method for
differentiating hybrid and pure line wild boars based on MC1R gene alleles; sequencing and
phylogenetic analysis of CYTB gene of Microtus specimens from Moldova, registration of
molecular barcode sequences in the BOLD Systems database; distribution modeling of rare
terrestrial vertebrate species.

Scientific novelty and originality. The research carried out was based on
interdisciplinary approaches that brought together bioinformatics, molecular biology and
zoology. All terrestrial vertebrate species from Moldova that have mitochondrial genomes in the
global RefSeq database have been identified. Based on the identified mitogenomes, have been
created and tested new metabarcoding primers, which demonstrated high performance in the
studied species group. For the first time, several cytochrome b gene sequences of Microtus
specimens from Moldova were deciphered and stored on the global BOLD Systems database.
Sequencing and phylogenetic analysis established that studied Microtus specimens belong to the
eastern phylogenetic lineage while the distribution modeling of some rare species allowed the
identification of an Elaphe sauromates specimen that was last attested in that region with more
than half of century ago.

The solved scientific problem consists in improving the assessment and monitoring of
terrestrial vertebrate species from our country based on optimized research methods that have
been applied for the first time in researching land vertebrates from Moldova.

Theoretical significance of the thesis consists in its interdisciplinary approach that
contributes to the development of the field of molecular biodiversity in our country. The studies
carried out fit into the current trends of computerization of vast amounts of biological data and
gradual involvement of information technology in biological science.

The applicative value of the work. Combined with traditional methods, the approaches
proposed in the paper will contribute to improving the monitoring of rare, endangered or
economically important species. The new obtained primers have the potential to identify over a
hundred species of terrestrial vertebrates in a single experiment using non-invasive techniques.
Metabarcoding studies have economic relevance as species identification services can be
provided based on environmental DNA analysis.

Implementation of scientific results. The molecular methods described during the study
are used in the research activity of the Laboratory of Terrestrial Vertebrates, Institute of
Zoology. In order to differentiate between hybrid and pure line wild boars in laboratory can be
performed routine testing and genotyping of Sus scrofa species. Also, the used bioinformatics
approaches allow analysis of phylogenetic relationships and performing species distribution
modeling without purchasing expensive software. Finally, the methods described in the paper
can serve as a support in the research or teaching process of institutions with a biological profile.
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AHHOTAIUA

CoiTHuk  Bukrop. «buonHpopMaruyeckue MOAXOAbI B  HCCJIETOBAHUHU
pa3HooOpa3usi Ha3eMHBIX NO3BOHOYHbLIX B PecnyOuuke MoaaoBa», KaHIAWAaTCKasi
auccepTanus no omoJsiornyeckuM Haykam, Kummunes, 2023.

Huccepranusi COCTOUT U3 BBeAEHMs, 4 T1JaB, OOIIMX BBIBOJOB W PEKOMEHIAIUH,
ouOmorpaduu 3 169 HammeHoBaHmid, 112 cTpaHHWIl OCHOBHOTO TeKcTa, 45 pHUCYHKOB, 18
tabuuu. [lomyyeHHble pe3yabTaThl yKa3zaHbl B 19 HayuHBIX MyOnUKaUsX.

KiawueBble cioBa: Ha3zeMHbIE [03BOHOYHBIE, mpaimepsl, JHK, wonekymspHoe
pa3zHooOpasue, MeTabapKoANPOBAHUE, CEKBEHHUPOBAHKE, TCHOTUTTUPOBaHue, griorenes, SDM.

Oo0Jaactb ucciaenosanus: 165.02. 3ooaorus

Hear aucceprammu: Ontumuzanuss W BHeApeHHE OHOMHPOPMATHUYECKUX U

MOJICKYJISIPHO-OMOJIOTUYECKUX METOJIOB HCCIIEJIOBAaHUSI pa3HOOOpa3us HEKOTOPhIX BHJIOB
HazeMHbIX 103BoOHOUYHBIX (HIT) B PeciyGike Momosa.

3agaum: [luzaitn u tectupoBanue in Silico mapsl mpaiimepoB s MeTabapKOAMPOBAHUS
HEKOTOPBIX BHJIOB HA3eMHBIX IO3BOHOYHBIX W3 MOJIOBBI; TeCTHpoBaHHE N Vitro
TaKCOHOMHMYECKOTO 0XBaTa HOBBIX MpaiiMepoB ¢ ucroiib3oBanueM o0brunoil [11[P; TectupoBanue
MOJIEKYJISIpHOTO MeTona nuddepeHnranui ruOpuI0oB M YHUCTHIX JIMHUN Ka0aHa Ha OCHOBE
amneneir rena MCILR; cekBeHupoBanue u ¢unoreHernueckuii ananu3 reHa CYTB y Bumos
noJaEBOK MOJIOBEI, perucTpanus MOJIEKYJSpHBIX OapkozoB B 0aze manHsix BOLD Systems;
MOJIEJTMPOBAHUE PACIIPOCTPAHEHHUS PEIKUX BUOB Ha3€MHBIX TO3BOHOYHBIX.

Hay4ynasi HOBH3HA M OPUTHHAJIBHOCTB. [IpOBeIcHHBIE HCCIIEOBAHUS OBUIH OCHOBAHBI
HA MEXKIUCIHUIUIMHAPHBIX TMOJAX0AaX, OOBEIAWHUBIIUX OHOMH(DOPMATHUKY, MOJECKYISPHYIO
Oowonoruto u 3oosorut0. WnentudummpoBansl Bce Buabl HII w3 MonaoBel, uMeronue
MHTOXOHPHAJIbHbIE TEHOMBI B Tio0OanbHOW 0Oa3e maHHbiXx RefSeq. Ha ocHOBe BBISBICHHBIX
MHUTOTEHOMOB CO3/JaHBl WM MPOTECTUPOBAHBI HOBBIC MpaliMephbl ISl METa0apKOIUPOBAHUS,
MOKa3aBIIME BBICOKYIO 3((EeKTUBHOCT, B HCCIENyeMOW Trpymmne BHAOB. BmepBbie Obliu
CEeKBEHHPOBAHbI ~ T'eHBI LUTOXpoMa b y o00pa3moB mon€Bok u3 MommoBsl U OapKoOJbI
3aperucTpupoBanbl Ha ThoOanpHOW mnatdopme BOLD Systems. CexkBeHupoBanuem u
(UIOTeHEeTUYECKNM aHAIM30M YCTAHOBJICHO, YTO M3YyYEHHBIE DK3EMIUIAPHI SBISIOTCS YaCThIO
BOCTOYHOU (DUITIOTEHETUYECKOM TMHUU.

Pazpemiénnas HayyHas nmpooéJsema. 3akiodyaeTrcs B yJIy4UIEHUM MOHUTOPHHIA BUJOB
HII B Hamieil cTpaHe Ha OCHOBE ONTUMU3UPOBAHHBIX METOJIOB UCCIIEOBAHUS, KOTOPbIE BIIEPBHIE
OBLTM IIPUMEHEHBI JJT U3YUCHUsS Pa3HOOOpas3Hsi HA3eMHBIX T03BOHOYHBIX B MoJioBe.

TeopeTnueckass 3HAYMMOCTb. 3aKIIOYaeTCsl B MPOBOAUMBIX MEXKIUCIMILTUHAPHBIX
MCCJIEIOBAHMX, KOTOPBIE CITIOCOOCTBYIOT Pa3BUTHUIO 00JIACTH MOJIEKYIISIPHOTO OMOpa3HOOOpa3ust
B Hamiel ctpane. [IpoBereHHbIE HCCIEIOBaHUS BIHCHIBAIOTCS B COBPEMEHHBIE TEHICHIIMU
KOMITBIOTEPHU3AIIUN OTPOMHBIX KOJIMYECTB OMOJIOTHYSCKHUX JAHHBIX U IMOCTCIICHHOTO BOBJICUCHUS
MH(OPMAILIMOHHBIX TEXHOJOTHI B OMOIIOTHYECKYIO HAYKY.

IpakTnyeckass 3HAYMMOCTH HCCJIeI0BaHus. B coderaHuun ¢ TpagUIMOHHBIMH
METOJJaMU TOJXOJAbl, ONMHCAaHHBIE B JUCCEPTAllMU, OYyAyT CHOCOOCTBOBATH YIIYYILIECHUIO
MOHHTOPHHTA PEIKUX, HCUC3AIONTNX MM SKOHOMHYECKH BRXHBIX BUOB. Y HOBBIX IpaiiMepoB,
MOJTyYEHHBIX B Pe3yJbTaTe UCCIEIOBAHUS, €CTh MOTEHIMAN HACHTU(UIIMPOBATH OOoJiee COTHU
Bu0B HII B 0THOM 3KCTIEpHMEHTE C HCIIOIb30BAaHHEM HEHHBA3HUBHBIX METOJIOB.

BHenpenue HayyHbBIX pe3yJabTaToB. MOIEKYISIpHbIE METOMABI, OINHUCAaHHBIE B
JUCCepTAIli, HUCIOJIB3YIOTCS B HAYYHO-HCCIEAOBATEIBCKON NeaTenbHOCTH Jabopatopun HII
Wuctutyra 300m0ruu. B jaboparopuu MOXKHO MPOBOJUTH TEHOTUITUPOBaHKME BHaa SUS Scrofa,
YTOOBI OTJIMYNATH THOPUIBI OT YUCTBHIX JIMHUHN KabOaHa. Takxke, ONMHMCAaHHBIE METOABI MOTYT
CIIY’)KUTh METOJAMYECKHM ITOCOOMEM B HCCIIEI0BATEIHCKOM MIIM YU€OHOM Ipoliecce yupexaeHui
O1OJIOrHYeCcKOro Mpoduis.
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