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ADNOTARE

Sitnic Victor. ,,Abordari bioinformatice in cercetarea diversitatii vertebratelor
terestre in Republica Moldova”’, tezi de doctor in stiinte biologice, Chisiniu, 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 globala 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 ca specimenele de microtine studiate fac
parte din linia filogeneticd 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 stiintifici 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 teoretici a tezei. Constd In cercetdrile interdisciplinare realizate care
contribuie la dezvoltarea domeniului biodiversitdtii moleculare din tara noastra. Studiile
efectuate se incadreaza in tendintele actuale de computerizare a vastelor cantitati 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 economica 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 fara procurarea unor softuri costisitoare. Nu in ultimul rand metodele descrise in lucrare
pot servi in calitate de suport in procesul de cercetare sau de invatamant a institutiilor cu profil
biologic.



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.



AHHOTAIUA

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

Jluccepramnusi COCTOMT W3 BBEACHHUs, 4 TIJaB, OOMIMX BBIBOJOB W PEKOMEHJIAIIHH,
ouomorpaduu 3 169 HaumeHoBanmii, 112 cTpaHuWI] OCHOBHOTO TeKcTa, 45 pPHUCYHKOB, 18
tabiuu. [lomyyeHHsble pe3yabTaThl yka3zaHsl 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-OHMOJIOTUYECKUX METOJI0B HCCIEAOBAHUA pa3HOOOpa3usi HEKOTOPBIX BHJIOB
HazeMHbIX 103BoOHOUYHBIX (HIT) B PeciyGike Momosa.

3agaum: [luzaitn u tectupoBanue in SilicCoO mapsl mpaiimepoB s MeTabapKOIMPOBAHUS
HEKOTOPBIX BHJIOB HA3eMHBIX IO3BOHOYHBIX W3 MOJIOBBI;, TeCcTHpoBaHHE N Vitro
TaKCOHOMHMYECKOTO 0XBaTa HOBBIX MpaiiMepoB ¢ ucroiib3oBanueM o0brunoil I11[P; TectupoBanue
MOJIEKYJISIpHOTO MeTona nuddepeHnranui ruOpuI0oB M YHUCTHIX JIMHUN Ka0aHa Ha OCHOBE
ameneir rena MCILR; cekBeHupoBanue u ¢umoreHernueckuit ananus rea CYTB y Bumos
noJEBOK MOJIOBEI, perucTpanus MOJIEKYJISpHBIX OapkozoB B 0aze maHHeix BOLD Systems;
MOJIEJTMPOBAHUE PACIIPOCTPAHEHHUS PEIKUX BUOB Ha3€MHBIX TO3BOHOYHBIX.

Hayynasi HOBH3HA M OPUTHHAJIBHOCTB. [IpOBeicHHBIE HCCIIEOBAHUS OBLIM OCHOBAHBI
HA MEXKIUCIUIUIMHAPHBIX TMOJX0AaX, OOBEIWHUBIINX OHMOMH(DOPMATHUKY, MOJEKYISAPHYIO
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 MpaiiMephl ISl MeTa0apKOIUPOBAHUS,
MOKAa3aBIIME BBICOKYIO 3((EKTHBHOCT, B HCCIENyeMOM rpymnmne BHIOB. BrepBblie Obln
CEeKBEHHPOBAHbI ~ T'eHBI LUTOXpoMa b y o00pa3moB mon€Bok u3 MommoBsl U OapKoOJbI
3aperucTpupoBanbl Ha ThoOanpHOW mnatdopme BOLD Systems. CexkBeHupoBanuem u
(MIOTeHEeTHYECKNM aHaIM30M YCTAHOBIICHO, YTO W3YYEHHBIE DK3EMIULAPHI SBISIOTCS YacThIO
BOCTOYHOU (DUITIOTEHETUYECKOM TMHUU.

Pazpemiénnas HayuHas nmpooéJsema. 3akiarodyaeTrcs B yJIy4UIEHUHM MOHUTOPHHIA BUJOB
HII B Hamieil cTpaHe Ha OCHOBE ONTHUMHU3UPOBAHHBIX METOJIOB UCCIIEIOBAHUS, KOTOPHIE BIIEPBBIC
OBLTM IIPUMEHEHBI JJTS U3YYCHUS Pa3HO0Opa3wsl HA3eMHBIX T03BOHOYHBIX B MoJioBe.

TeopeTnueckass 3HAYMMOCTb. 3aKIIOYaeTCsl B MPOBOJUMBIX MEXKIUCIMILTHHAPHBIX
MCCJIEIOBAHMX, KOTOPBIE CITIOCOOCTBYIOT Pa3BUTHUIO 00JIACTH MOJIEKYIISIPHOTO OMOpa3HOOOpa3ust
B Hamiel ctpane. [IpoBereHHbIE HCCIEIOBaHUS BIMCHIBAIOTCS B COBPEMEHHbBIE TEHJIEHIIUU
KOMITBIOTEPHU3AIIUN OTPOMHBIX KOJIMYECTB OMOJIOTHYSCKHUX JAHHBIX U IMOCTCIICHHOTO BOBJICUCHUS
MH(OPMAILIMOHHBIX TEXHOJOTHI B OMOIIOTHYECKYIO HAYKY.

IpakTuyeckass 3HAYMMOCTH HCCJIeI0BaHUA. B codeTtaHuun C TpaAUIMOHHBIMH
METOJJaMU TOAXOJbI, OMHCAHHBbIE B JUCCEpTAllUU, OYyAyT CHOCOOCTBOBATH YIYUIICHUIO
MOHHTOPHHTA PEIKUX, HCUC3AIONTNX MM SKOHOMHYECKH BRXHBIX BUOB. Y HOBBIX IpaiiMepoB,
MOJTyYEHHBIX B Pe3yJbTaTe UCCIEIOBAHUS, €CTh MOTEHIMAN HACHTU(UIIMPOBATH OOoJiee COTHU
Bu0B HIT B 0THOM 3KCTIEpHMEHTE C HCIIOIb30BaHHEM HEMHBA3UBHBIX METOJIOB.

BHenpenue HayyHbIX pe3yJabTaToB. MOIEKYISIpHbIE METOMABI, OINHUCAaHHBIE B
JUCCepTaIli, MCIOIB3YIOTCS B HAYYHO-HUCCIEAOBATEIBCKON NeaTebHOCTH Jlabopartopuu HIIT
Wuctutyra 300m0ruu. B jaboparopuu MOXKHO MPOBOAUTH TCHOTHIIMPOBaHKME BHIa SUS Scrofa,
YTOOBI OTJIMYHUTH THOPHUIBI OT YMCTHIX JIMHUK KabaHa. Takxke, ONMHMCAaHHBIE METOIBI MOTYT
CIIY’)KUTh METOJAMYECKHM ITOCOOMEM B HCCIIEI0BATEIHCKOM MIIM YU€OHOM Ipoliecce yupexaeHui
O1OJIOrHYeCcKOro Mpoduis.
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INTRODUCERE

Inci 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 hrana, imbracaminte, transport, protectie, modele pentru cercetare stiintifica etc.
VT au o mare Insemnatate economica si un rol cheie in reglarea proceselor naturale la diferite
nivele ale lantului trofic. Astazi, cand populatia planetei a depasit cifra de 8 miliarde, 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. In cursul istoriei cercetarea diversitatii amfibienilor, reptilelor, pasarilor si mamiferelor
a urmdrit evaluarea comportamentelor, habitatelor, ritmurilor circadiene, migratiei, aspectului
exterior, structurii interne, toate acestea contribuind la descrierea si sistematizarea vertebratelor
terestre in grupurile taxonomice cunoscute astizi. In mare parte clasificarea si identificarea
animalelor s-a efectuat in baza metodelor traditionale prin observatii in camp si masuratori
biometrice. Progresul tehnologic a atras dupa sine utilizarea metodelor moderne in cercetarea
diversitatii faunistice. Acestea au o eficientd inaltd, pot fi partial automatizate si vin sa le
completeze pe cele clasice facilitdnd studierea aspectelor moleculare, distributiei si dinamicii
populatiilor de animale. Printre metodele moderne care se aplicd in cercetarea diversitatii VT
sunt: prelevarea si analiza ADN-ului (DNA sampling), modelarea distributiei speciilor (Species
distribution modelling — SDM), captarea imaginilor (Camera trapping), monitorizarea acustica
(Acousting monitoring), teledetectia (Remote sensing), s.a. in lucrarea de fatd ne-am propus si
abordam tehnici de cercetare a diversitatii vertebratelor terestre care implica analiza ADN-ului
speciilor si modelarea distributiei acestora. SDM si cercetarea ADN-ului sunt instrumente de
studiere a biodiversitatii care se pot completa reciproc. Spre exemplu se pot preleva probe de
ADN din locatiile geografice in care exista o probabilitate inalta de a intalni 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. Exista mai multe studii recente care sugereaza ca
combinarea acestor doud instrumente de cercetare a diversitdtii faunistice are un mare potential
atat pentru monitorizarea speciilor rare si invazive, cat si pentru evaluarea succesului
reintroducerii speciilor [26, 83, 103]. Ambele metode presupun utilizarea softurilor si
instrumentelor informatice, iar prelevarea si analiza ADN-ului poate fi efectuatd in combinatie
cu aplicarea tehnicilor de biologie moleculara.

Bioinformatica tine de aplicarea instrumentelor informatice de calcul si analiza pentru

captarea, stocarea, procesarea, clasificarea si interpretarea datelor biologice. Utilizarea
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bioinformaticii si a tehnicilor moleculare pentru identificarea taxonomica a genurilor si speciilor
precum si pentru determinarea genotipurilor in interiorul speciilor devine o practica de rutind in
studierea biodiversitatii si tine atat de aplicarea solutiilor simple, low-cost (PCR, RFLP-PCR),
cat si de punerea 1n practica a protocoalelor de secventiere care presupun costuri mai mari. Spre
exemplu, un studiu recent realizat in Danemarca, a permis identificarea a 49 specii de vertebrate
(30 - mamifere, 13 - pasari, 4 - pesti, 1 - amfibieni si 1 - reptile) in baza secventierii ADN-ului de
mediu (¢éADN) obtinut din aer [75], iar alta cercetare similard a demonstrat ca extragerea si
secventierea EADN-ului din probe de sol se dovedeste a fi o practica eficienta de monitorizare a
diversitatii mamiferelor mici [72]. Cat priveste optiunile mai putin costisitoare, poate fi oferit
drept exemplu un studiu realizat in Statele Unite ce a avut drept scop identificarea mai multor
specii de mamifere in baza analizei RFLP-PCR a probelor de materii fecale [11].

Incepand cu anii 2008-2009 in lume incep si fie aplicate pe larg tehnici de metabarcodare
a macroorganismelor in scopul cercetarii diversitatii acestora, totusi, in pofida avantului aparut in
comunitdtile stiintifice unele aspecte cu referire la performanta markerilor moleculari generau
dificultati. Astfel, in anul 2010, Francesco Ficetola si colaboratorii propun o metoda de evaluare
a calitatii si performantei barcodurilor cu utilizarea unei metode bioinformatice ce prevede
realizarea reactiei de PCR in silico asupra secventelor din bazele de date [39]. In cadrul
cercetarilor sale, acesta a comparat acoperirea taxonomica si rezolutia anumitor regiuni de ADN
deja propuse pentru barcodarea vertebratelor. Un an mai tarziu, Tiayyba Riaz a propus un
algoritm bioinformatic care permite identificarea metabarcodurilor noi si a primerilor asociati in
baza unui grup de secvente de interes [104]. In continuare, noile metode au permis o reducere
considerabild a timpului, efortului si costului dedicat cercetarilor ADN-ului de mediu datorita

Cat priveste tehnicile SDM, acestea au inceput s se dezvolte la mijlocul anilor 80, astazi
fiind pe larg utilizate atit in ecosistemele terestre cat si in cele acvatice. Algoritmii SDM
estimeazad relatia dintre conditiile de mediu si locatia cunoscutd a speciilor in felul acesta
efectuand predictii cu referire la distributia spatiald in afara zonei de esantionare. Modelarea
distributiei speciilor in comun cu aplicarea metodelor de observare in teren si a tehnicilor
moleculare oferd o modalitate fiabila si eficientd de evaluare a biodiversititii. In lucrarea de fata
au fost abordate mai multe probleme existente n cercetarea diversitatii speciilor de vertebrate
terestre din Republica Moldova si utilizate instrumente informatice si molecular-biologice pentru
rezolvarea acestora.

Scopul lucrarii: Optimizarea si implementarea metodelor bioinformatice si molecular-

biologice in cercetarea diversitatii unor specii de vertebrate terestre din Republica Moldova.
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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.

Metodologie. Metodele utilizate in activitatea de cercetare au fost diferentiate in:

Metode bioinformatice. In scopul realizarii designului si testdrii in silico a primerilor
pentru metabarcodare au fost utilizati algoritmii ecoPrimers [104], ecoPCR [39] si OBITools
[14]. Evaluarea gradului de conservare a primerilor, analiza filogenetica si modelarea distributiei
speciilor au fost realizate cu ajutorul limbajului de programare R [100].

Metode de colectare si prelucrare primarda a materialului biologic in teren. Probele de
tesut au fost prelevate de la animale moarte identificate sporadic (in cazul pasarilor si
mamiferelor mari si de la animale capturate in capcane (in cazul mamiferelor mici). Speciile de
amfibieni si reptile au fost capturate manual. Tipurile de tesut prelevat au variat in functie de
specie si starea animalelor (de la piele si muschi pana la organe interne). Dupa prelevare probele
au fost fixate 1n alcool etilic de 96% si pastrate la -20 °C pana la extragerea ADN-ului.

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 si electroforeza pe gel de agaroza. Pentru prima data in Republica Moldova a
fost utilizat instrumentul mobil Bento Lab [155] pentru extragerea, amplificarea si vizualizarea
ADN-ului. Secventierea genei CYTB la microtine a fost realizatd la Institutul de Ecologie si
Evolutie a Universitdtii din Berna, Elvetia.

Noutatea si originalitatea stiintifica. Cercetarile efectuate au avut la bazd abordari
inedite, interdisciplinare care au adus impreuna 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 [91]. In baza mitogenomurilor identificate au fost creati si testati
noi primeri pentru metabarcodare care au demonstrat o performanta inaltd 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 globald Barcode of Life Database.

14



Secventierea si analiza filogenetica a stabilit cd specimenele de microtine studiate fac parte din
linia filogenetica estica, iar modelarea distributiei unor specii rare a permis identificarea la sudul
tarii a unei populatii de Elaphe sauromates care ultima data a fost atestatd in aceastd regiune cu
mai bine de jumatate de secol in urma.

Importanta teoretici a lucrarii constd in cercetdrile interdisciplinare realizate care
contribuie la dezvoltarea domeniului biodiversitatii moleculare din tara noastra. Studiile
efectuate se incadreaza in tendintele actuale de computerizare a vastelor cantitati 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 aplicativi a lucrarii. Relevanta practica a tezei implicd 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 suta de specii de vertebrate terestre intr-un singur experiment
utilizand tehnici neinvazive. Studiile de metabarcodare prezintd relevantd economicad intrucat
existd 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. Metodele moleculare implementate pe parcursul
studiului sunt utilizate in activitatea de cercetare a laboratorului de Vertebrate Terestre a
Institutului de Zoologie. In cadrul laboratorului poate fi realizata testarea de rutini si genotiparea
speciei Sus scrofa in scopul diferentierii hibrizilor si liniilor pure de mistret. De asemenea
tehnicile bioinformatice optimizate permit analiza filogenetica a populatiilor si modelarea
distributiei speciilor fara procurarea unor softuri costisitoare. Nu in ultimul rand metodele si
tehnicile de cercetare descrise in lucrare pot servi in calitate de suport in procesul de cercetare

sau de invatamant a institutiilor cu profil biologic (Anexa 4).

15



Problema stiintifica solutionatad constd in eficientizarea evaludrii si monitorizarii
speciilor de vertebrate terestre din tara noastrd in baza unor metode de cercetare optimizate care
s-au aplicat in premierd pentru studierea diversitdtii vertebratelor terestre din Moldova.

Sumarul capitolelor. Lucrarea include cuprins, adnotare in limbile romana, engleza si
rusa, lista figurilor, tabelelor si abrevierilor, introducere, 4 capitole, concluzii, recomandari, 169
surse bibliografice, anexe, declaratie cu privire la asumarea raspunderii si CV-ul autorului.

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 aplicativa a cercetdrilor precum si
implementarea rezultatelor obtinute.

Capitolul 1. Sinteza bibliografica, prezinta unele metode moderne de studiere a
diversitatii vertebratelor terestre, analiza literaturii de referintd precum si istoricul cercetarilor
din domeniu in Moldova si la nivel international. Este argumentatd necesitatea aplicérii 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 dificultatile 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.

Capitolul 2. Materiale si metode de cercetare, este consacrat descrierii metodelor si
materialelor utilizate in studiu. In capitol sunt prezentate modalitatile de colectare si prelucrare
primara a materialului biologic in teren, metodele de lucru in laboratorul de biologie moleculara
si liniile de cod necesare pentru analiza bioinformatica. A fost efectuatda o descriere ampld a
procesului de lucru cu dispozitivul Bento Lab utilizat in premiera in tara noastra. Capitolul se
incheie cu concluzii.

Capitolul 3. Designul primerilor pentru metabarcodare si genotiparea cu enzime de
restrictie, reflecta detaliat rezultatele obtinute cu privire la designul si testarea primerilor.
Perechea creatd de primeri denumita provizoriu Met-12S a fost testata in silico pentru acoperirea
taxonomici (taxonomic coverage) si specificitate si in vitro pentru acoperirea taxonomici. In
comparatie cu primerii universali existenti, noii primeri au demonstrat performante superioare
pentru grupul studiat: 174 specii de vertebrate terestre din Moldova care au genom mitocondrial

in RefSeq. Testarea in laborator a fost efectuatd in baza ADN-ului izolat de la 16 specii de
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mamifere, 4 specii de pasari si cate 3 specii de reptile si amfibieni, iar amplificarea prin PCR
traditional a confirmat dimensiunea metabarcodurilor identificate bioinformatic. in ce priveste
genotiparea speciei Sus scrofa au fost prezentate rezultate obtinute in urma fragmentarii cu
enzime de restrictie atat in silico, cat si in vitro ceea ce a permis optimizarea si implementarea in
practica de cercetare a unei metode moleculare ce permite diferentierea intre liniile pure si
hibrizii de mistret. Capitolul se incheie cu concluzii.

Capitolul 4. Analiza filogenetica si modelarea distributiei speciilor. Contine rezultate
obtinute in urma secventierii si analizei filogenetice a genei citocromului b de la specii de
microtine din Republica Moldova. Distanta genetica intre secvente a fost determinata atat in plan
interpopulational, cat si interspecific. In baza filogeniei elaborate a fost demonstrat ca populatiile
de Microtus arvalis din Republica Moldova fac parte din linia filogenetica estica a subspeciei M.
arvalis arvalis. Modelarea distributiei unor specii rare a permis crearea hartilor cu distributia
potentiala si identificarea la sudul tarii a unei populatii de sarpe cu patru linii rasaritean (Elaphe
sauromates) care ultima data a fost atestata in aceastd regiune cu mai bine de jumatate de secol
in urma. De asemenea la vipera comuna (Vipera berus) a fost descrisa corelatia dintre variatiile
de culoare care predomind in populatii si altitudinea habitatului. Capitolul se incheie cu
concluzii.

Concluziile generale si Recomandarile practice sunt formulate in compartimente
separate si reflectd importanta rezultatelor obtinute atat in plan practic, cat si teoretic.

Bibliografia include 169 surse citate in teza.

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

secventiere, genotipare, filogenie, SDM.
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1. SINTEZA BIBLIOGRAFICA

1.1. Metode moderne de cercetare a diversititii vertebratelor terestre

Diversitatea vertebratelor terestre reprezinta o arie vasta de studiu in domeniul biologiei
care ne permite sa Intelegem si sa evaludm speciile de animale vertebrate adaptate la viata in
ecosistemele terestre. Exista mai multe metode de a colecta probe si a observa date cu referire la
speciile de VT. Cele mai clasice sunt observatiile in camp (metoda transectelor, metoda
patratelor etc.) si masuratorile biometrice. Metodele traditionale sunt adesea laborioase si uneori
insuficiente pentru monitorizarea datelor cu referire la specii. In prezent exista alternative noi
(prelevarea probelor de ADN [126], modelarea [122], camera trapping-ul (captarea imaginilor)
[72],) ce au o eficienta inalta, pot fi partial automatizate si vin sa completeze potentialul actual
de studiere a biodiversitatii.

Prelevarea si analiza probelor de ADN (DNA sampling) — poate fi efectuata intr-un mod
invaziv cand animalele sunt prinse cu scopul de a li se recolta probe si noninvaziv — probele sunt
colectate din mediul in care habiteaza organismele studiate (ADN de mediu). Metodele de
monitorizare a diversitatii speciilor prin analiza ADN-ului de mediu sunt in plind dezvoltare si in
viitor vor permite analize de metabarcodare ample cu evaluarea biodiversitatii ecosistemelor
intregi. Datele pot fi colectate prin utilizarea a diferite tipuri de probe precum materii fecale, sol,
pene, oua, fire de par etc.

Captarea imaginilor prin intermediul camerelor (Camera trapping) — camerele sunt
utilizate in special pentru a studia animale relativ mari (pasari si mamifere) cu scopul detectarii
speciilor rare si estimirii abundentei si dimensiunii populatiilor. In prezent existi si tendinte de
utilizare a camerelor pentru monitorizarea grupurilor de specii mici (in special a mamiferelor
mici).

Monitorizarea acustica (Acousting monitoring) — presupune evaluarea faunei salbatice cu
utilizarea inregistratoarelor de sunet si a senzorilor acustici. Acestea sunt desfdsurate in teren
pentru ore, zile, sau saptdmani cu scopul de a inregistra date acustice dupa un anumit program.
Inregistrarile mai apoi se proceseazi pentru detectarea sunetelor speciilor de interes. Senzorii
acustici sunt mici, neobservabili, non-invazivi si din ce in ce mai accesibili din punct de vedere
al costului. Exemple cunoscute de monitorizare acusticd sunt monitorizarea liliecilor si a
mamiferelor marine.

Teledetectia (Remote sensing) — permite obtinerea de informatii despre specii fara a intra
in contact fizic cu obiectul studiat. In contrast, alte tehnici de studiere a biodiversitatii necesita

observarea sau colectarea probelor la fata locului (in situ). Termenul de teledetectie se refera in
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general la utilizarea satelitilor sau aeronavelor in scopul de a detecta si clasifica diferite obiecte
de pe Pamant. Animalele studiate pot fi numarate manual, semi-automat sau automat cu
utilizarea senzorilor si softurilor speciale. Rezultatele obtinute prin aplicarea teledetectiei depind
de tehnologia utilizata, tipul imaginilor, specia studiatd precum si de dimensiunea arealului
cercetat.

Modelarea — utilizeaza algoritmi informatici care permit obtinerea informatiilor relevante
din date oportunistice. Pot viza aspecte spatiale sau temporale in cercetarea biodiversitatii,
permit analiza la nivel de comunitati sau tin de studierea speciilor individuale. Spre exemplu
Modelarea populatiilor (Population modelling) permite evaluarea dinamicii populatiilor sub
actiunea diferitor conditii de mediu. Un exemplu cunoscut de modelare a populatiilor in studiul
diversitatii vertebratelor terestre este modelarea relatiei prada-pradator (modelul Lotka-Volterra),
Fig. 1.1.

A
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>

Time e.g. years

Fig. 1.1. Relatia prada-praditor [161]

Modelarea distributiei speciilor (SDM — Species distribution modelling) este un alt tip de
modelare si are la bazd corelarea coordonatelor geografice asociate prezentei cunoscute a
speciilor cu valorile variabilelor de mediu [107]. Masura in care un astfel de model va reflecta
situatia reala a distributiei speciilor depinde de un sir de factori precum: date de intrare corecte,
algoritmul utilizat, tipul reliefului si a vegetatiei, dispersia biologica, interactiunile biotice s.a.
Modelarea distributiei speciilor are multiple aplicatii si beneficii. Aceasta poate ajuta la
identificarea zonelor critice pentru conservare, la evaluarea impactului schimbarilor climatice
asupra distributiei speciilor, la identificarea habitatelor potentiale pentru reintroducerea sau
relocarea speciilor si la dezvoltarea planurilor de gestionare a speciilor invazive. De asemenea,
modelele pot fi folosite in identificarea hotspot-urilor de biodiversitate si in evaluarea starii

speciilor. Totusi, este important sd fie mentionat cd SDM are anumite limitari si incertitudini
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acestea putand fi rezultatul calitatii datelor de intrare, a variabilitatii in timp si spatiu a factorilor
mediului, precum si a limitarilor tehnice si metodologice ale modelelor utilizate. De aceea, este
important sd se interpreteze rezultatele modelarii distributiei speciilor cu precautie si sd se tinad
cont de incertitudini. Este recomandat sa se utilizeze mai multe tehnici si surse de date pentru a
obtine rezultate mai robuste si pentru a evalua variabilitatea rezultatelor. De asemenea, este
esential sd se actualizeze modelele Tn mod regulat, pe masurd ce se adund noi date si se
imbunatatesc metodele de modelare. Cu toate ca exista incertitudini, utilizarea acestei metode in
combinatie cu date de teren si expertizd stiintificd ne poate oferi informatii importante si
perspective valoroase pentru conservarea speciilor si a ecosistemelor in care traiesc. Tehnicile
SDM sunt pe larg utilizate In cercetarea ecosistemelor terestre cunoscand o dezvoltare rapida in
special in ultimele doud decenii [1, 37], iar obiectivul de baza al acestora este de a genera noi
harti de distributie a speciilor de interes. Pe parcursul timpului au fost dezvoltati diversi algoritmi
SDM precum Bioclim, GLM (Generalized Linear Model), MaxEnt, RF (Random Forest), BRT
(Boosted Regression Tree), CL (CLIMEX) si altii toti avand la baza procese diferite de generare
a hartilor de distributie. Unele tehnici de modelare necesitd date de intrare care sa includa
coordonate ale prezentei si absentei speciei (ex. GLM) 1n timp ce altele doar datele cu referire la
prezenta (MaxEnt, Bioclim) [1, 56, 95]. Alegerea algoritmului aplicat in cercetare depinde de
datele de intrare disponibile si de scopul studiului [1, 37]. Bioclim este primul pachet SDM
utilizat pe scard larga pentru generarea hartilor de distributie si reprezintd un model clasic
bioclimatic (Climate Envelope Model — analizeaza variabilele climatice asociate habitatului unei
anumite specii) [56]. Desi conform unor cercetari acesta a generat rezultate mai slabe in
comparatie cu alti algoritmi [36], un studiu efectuat in 2016 de catre F. Shabani si colab.
sugereaza cd Bioclim a demonstrat performante similare cu GLM, MaxEnt si CL, dar superioare
algoritmilor BRT si RF [113]. Fiind usor de aplicat si permitind modelarea distributiei speciilor
cu un numar redus de locatii cunoscute [22, 118], algoritmul Bioclim continua a fi utilizat si in
prezent [112].

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 prezentata in
2014 la un simpozion international care a avut loc in Chisinau [153]. Cercetarile efectuate de
autor au avut ca scop modelarea distributiei unor specii de nevertebrate din genul Spodoptera pe
teritoriul Romaniei si a Republicii Moldova. Ulterior algoritmul Bioclim a fost aplicat pentru
studierea unor specii rare de reptile din tara noastra precum sarpele cu patru linii rasdritean

(Elaphe sauromates) si vipera de stepa (Vipera ursinii) [122, 152].
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Acestea fiind spuse existd mai multe motive care scot in evidentd necesitatea utilizarii
metodelor mentionate in cercetarea diversitatii vertebratelor terestre:

v" Precizie si acuratete. Metodele moderne permit obtinerea de informatii precise cu privire
la biodiversitate. Spre exemplu, utilizarea tehnologiilor de secventiere poate oferi
informatii genetice in baza carora se poate realiza identificarea cu exactitate a speciilor si
intelegerea relatiilor filogenetice dintre ele.

v' Eficientd si economie de timp. Permit colectarea si analiza rapidd a unui numar mare de
esantioane. De exemplu, utilizarea tehnicilor de metabarcodare permit identificarea
rapida a speciilor dintr-un amestec de ADN din surse diferite. Acest lucru economiseste
timp si resurse, comparativ cu metodele clasice care necesita identificarea traditionala a
speciilor.

v" Detectarea speciilor rare si invazive. Prin analiza ADN-ului de mediu, putem identifica
speciile prezente intr-un anumit habitat, inclusiv cele care sunt dificil de observat sau
care nu pot fi identificate cu usurintd prin metode vizuale. Acest lucru este deosebit de
important in monitorizarea speciilor invazive care pot avea un impact negativ asupra
ecosistemelor locale.

v' Detectarea si monitorizarea vectorilor bolilor infectioase. Utilizarea tehnicilor de
secventiere si de diagnostic molecular permit identificarea atat a speciilor care transmit
diverse boli, cat si a patogenilor asociati cu acestea. In consecintd implementarea
masurilor de control si prevenire, contribuie atat la protejarea sanatatii omului, cat si la
conservarea unor ecosisteme sanitoase.

v’ Evaluarea detaliatd a biodiversitatii. Abordarile moderne contribuie la evaluarea
diversitatii speciilor Intr-un mod mai cuprinzator si detaliat. Utilizarea tehnicilor
moleculare, monitorizarea acustica, inregistrarea video si alte tehnologii ne permit sa
identificam si sa catalogam speciile prezente intr-un anumit habitat, inclusiv cele rare sau
dificil de observat. Aceste informatii sunt cruciale pentru evaluarea starii de conservare a
speciilor si pentru dezvoltarea masurilor adecvate de protectie.

v Constientizarea si educatia publicului. Utilizarea metodelor moderne in studierea
diversitatii vertebratelor terestre poate contribui la constientizarea si educatia publicului
in privinta importantei conservarii acestor specii si a habitatelor lor. Tehnicile avansate
pot aduce informatii captivante si usor de inteles pentru publicul larg. Prin utilizarea
vizualizarilor tridimensionale, a simuldrilor computerizate si a altor instrumente

interactive putem transmite cunostinte complexe Intr-un mod accesibil si atractiv. Aceste
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informatii pot fi utilizate pentru a genera interes si empatie fatd de VT si habitatul lor si

pot stimula actiuni concrete de conservare si protectie.

v Contributia la conservare. Toate metodele mentionate pot contribui semnificativ la
eforturile de conservare a speciilor de VT si a habitatelor lor. Informatiile obtinute prin
aplicarea acestora pot fi utilizate pentru identificarea zonelor critice pentru conservare,
dezvoltarea strategiilor de gestionare a speciilor si luarea deciziilor informate in
planificarea conservarii.

In studiul nostru ne-am propus si abordim anumite metode moderne de cercetare a
diversitatii vertebratelor terestre si anume analiza ADN-ului speciilor si modelarea distributiei
acestora. SDM si cercetarea ADN-ului de mediu sunt instrumente de studiere a diversitatii
speciilor care se pot completa reciproc. Spre exemplu se pot preleva probe de ADN din locatiile
geografice in care existd o probabilitate Tnaltd de a intdlni o anumitd 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. Ambele metode presupun utilizarea softurilor si instrumentelor
informatice, iar prelevarea si analiza ADN-ului poate fi efectuatd in combinatie cu aplicarea
tehnicilor de biologie moleculara. Existd mai multe studii recente care sugereazd ca combinarea
acestor doud instrumente de cercetare a diversitatii faunistice are un mare potential atat pentru
monitorizarea speciilor rare si invazive, cat si pentru evaluarea succesului reintroducerii speciilor
[26, 83, 103]. In prezenta lucrare au fost abordate mai multe probleme existente in cercetarea
diversitatii speciilor de vertebrate terestre din Republica Moldova si utilizate instrumente
informatice si molecular-biologice pentru rezolvarea acestora. Aplicarea tehnologiilor in
studierea acestor specii are un potential enorm de a aduce schimbari semnificative in domeniul
conservarii. Prin promovarea cunoasterii si constientizarii, putem mobiliza resursele si actiunile
necesare pentru a proteja si conserva vertebratele terestre si habitatul lor, contribuind astfel la

mentinerea biodiversitatii si a echilibrului ecologic 1n tara noastra si in Intreaga lume.

1.2. Studiile bioinformatice si barcodarea

speciilor de animale in Republica Moldova

In Moldova primele cercetiri cu privire la barcodarea nevertebratelor si a unor specii de
pesti au fost initiate de catre cercetatorii lon Toderas, Galina Busmachiu, Tatiana Sulesco, Anna
Moldovan si altii [82, 96, 128, 138]. Pe parcursul ultimei decade in baza de date globala BOLD
Systems au fost inregistrate peste 400 barcoduri ale mai multor specii de plante si animale din
Republica Moldova [101]. Majoritatea acestor inregistrari sunt reprezentate de specii de

nevertebrate, performantd realizatd datoritd contributiei pe parcursul anilor a mai multor
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cercetatori [82, 96, 128]. Situatia e diferitd in ce priveste inregistrarea markerilor moleculari ai
speciilor de vertebrate terestre din Moldova pana in anul 2022 in baza de date BOLD Systems
[101] fiind inregistrate barcodurile citocrom oxidazei I a doar doua specii: Spermophilus citellus
[38] si Triturus cristatus [125]. La inceputul anului 2023 datorita colaborarii dintre cercetatorii
Institutului de Zoologie al Universitatii de Stat din Moldova si Universitatii din Berna (Elvetia),
pe platforma Barcode of Life a fost inregistrat un proiect care urmareste depozitarea barcodurilor
si metabarcodurilor moleculare ale vertebratelor terestre din Republica Moldova [116]. Pana in
prezent in cadrul proiectului au fost depozitate 13 barcoduri ale citocromului b care corespund
speciilor Microtus arvalis si Microtus levis/rossiaemeridionalis (Anexa 3). In ce priveste
abordarile bioinformatice care urmaresc cercetarea vertebratelor, acestea au fost initiate in anul
2008 de catre Viorel Munteanu, Alexei Levitchi si Maria Duca si au constat in studierea
factorilor de transcriptie in procesul evolutiei vertebratelor [84]. Aplicarea tehnicilor
bioinformatice si molecular biologice pentru crearea primerilor la plante au fost descrise de catre
Daniela Galea-Abdusa, Rodica Martea (2014) [77] si altii [15, 81] iar primele studii in silico si in
vitro cu referire la primerii sistemelor de metabarcodare a vertebratelor terestre au fost realizate
incepand cu anul 2021 [114, 115, 120]. Cercetari de importanta internationala care urmaresc
dezvoltarea metodelor bioinformatice si a bazelor de date pentru analiza imunitatii adaptive la
speciile de vertebrate sunt realizate de moldoveanul Serghei Mangul in Statele Unite la
Universitatea din California de Sud [76]. Cat priveste studiile metagenomice efectuate in
Moldova acestea sunt putine si tin in special de cercetarea microbiomului uman [127] si a
microbiomului solului [8], cercetarea in scopul monitorizarii diversitatii faunistice fiind inca in
stadiu incipient. Dezvoltarea bazelor de date de referinta care sd cuprindd speciile de vertebrate
terestre din fauna actuald cu mitogenom in RefSeq, in comun cu crearea conditiilor de laborator,
va permite aplicarea protocoalelor de secventiere si utilizarea ADN-ului de mediu in calitate de
instrument de monitorizare a faunei locale. Dezvoltarea sistemelor de metabarcodare a faunei
terestre prezente in tara noastra va face posibila detectarea a zeci si sute de specii intr-un singur

experiment.

1.3. Diversitatea vertebratelor terestre si potentialul ADN-ului de mediu

Studierea mecanismelor care intretin diversitatea abundentd a vietii pe Pamant a fost si
ramane unul din scopurile de baza ale cercetdrilor biologice. Biodiversitatea este extrem de
importantad pentru supravietuirea omului si este cea mai pretioasa si fragild resursa de pe pamant.
Aceasta implicd multitudinea de date despre organizarea si diversitatea vietii de la scale mici la

nivelul genelor si cromozomilor pana la scale mari, la nivelul organismelor si ecosistemelor. In
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prezent pierderea biodiversitatii este o problema majora pe intreg globul, iar principalele cauze
ale acesteia sunt activitatile umane si schimbadrile climatice ce induc modificari ale habitatelor,
aparitia speciilor invazive, alterarea integritatii genetice si a potentialului adaptiv al speciilor.
Actiunile distructive ale omului asupra habitatelor VT pot produce fenomenul de Breeding
Overlaps (suprapunerea zonei de habitat a diferitor specii sau subspecii), ceea ce poate facilita
transferul materialului genetic a unei specii in rezerva de gene a alteia. Experienta cercetatorilor
sugereazd ca existd mai multe specii de vertebrate terestre care se pot incrucisa si genera hibrizi
cu potential adaptiv scdzut, si care nu se Incadreazd in principiul de izolare reproductiva
delimitat de specie. Hibridizarea poate fi definitd ca incrucisarea indivizilor din doua populatii
sau grupuri de populatii distincte si In unele cazuri reprezintd o amenintare reald asupra
diversitatii genetice a populatiilor reducand rata reproductiva si de supravietuire a indivizilor.
Fiind catalizat de factorul antropogen acest fenomen poate duce in timp chiar la disparitia
speciilor. De asemenea integritatea genelor diferitor animale salbatice poate fi afectatd atunci
cand acestea produc hibrizi in urma incrucisarii cu animale domestice. Animalele domestice au
fost selectate artificial in functie de stilul de viata al omului si atunci cand isi rdspandesc genele
in naturd, pot influenta o intreagd retea de interactiuni ecologice generand efecte dificil de
previzionat [99]. Actualmente, in Republica Moldova, exista diferite populatii de vertebrate
terestre care suportd fenomene de hibridizare sau care prezinta statut sistematic incert. Deoarece
identificarea acestora doar in baza trasaturilor morfologice este adesea imposibild, diferentierea
hibrizilor de liniile pure necesita aplicarea metodelor moleculare de genotipare si utilizarea
diferitor markeri moleculari. Evaluarea molecular-biologica a fenomenului de hibridizare la VT
este esentiald pentru luarea masurilor eficiente de bioconservare si implica atat studierea
genomului mitocondrial, cat si a celui nuclear. Aceasta poate contribui la reducerea riscurilor
sus-mentionate si la dezvoltarea unor programe adecvate de management a populatiilor.

Starea actuala a vertebratelor terestre In Republica Moldova scoate in evidentd unele
provocari si amenintari care afecteaza populatiile de specii terestre. Republica Moldova este
caracterizatd printr-un habitat variat, care include paduri, mlastini, stepe si campii agricole,
oferind adapost si hrana pentru o varietate de vertebrate terestre. Conform anumitor surse, in tara
noastrd sunt inregistrate 337 de specii dintre care 237 specii de pasari [101], 72 specii de
mamifere (com. pers. Victoria Nistreanu), 14 specii de amfibieni si 14 specii de reptile (com.
pers. Vladimir Turcanu). Pierderea si fragmentarea habitatului din cauza extinderii agriculturii, a
urbanizarii si a infrastructurii rutiere afecteaza disponibilitatea resurselor alimentare si a zonelor

de reproducere pentru aceste specii. Schimbadrile climatice pot avea, de asemenea, un impact

.....
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amenintari includ vanatoarea ilegala, braconajul si poluarea. Aceste activitdti umane pot duce la
reducerea populatiilor de vertebrate terestre si la diminuarea diversitatii biologice in ansamblu.
De asemenea, exista si riscul introducerii speciilor invazive care pot afecta echilibrul ecologic si
pot concura cu speciile native pentru resursele disponibile (ex. speciile Trachemis scripta si
Emys orbicularis). Pentru a proteja vertebratele terestre si pentru a conserva biodiversitatea in
Republica Moldova, sunt luate diverse masuri de conservare si gestionare a habitatelor naturale.
Infiintarea si administrarea ariilor protejate, cum ar fi parcurile nationale si rezervatiile naturale,
contribuie la conservarea speciilor si a habitatelor lor. Este crucial sa se dezvolte si sd se
implementeze politici de conservare a habitatelor naturale si sd se promoveze practici agricole
sustenabile, care si reduci impactul asupra speciilor terestre. In acelasi timp, educatia si
constientizarea publicului despre importanta biodiversitatii si necesitatea protejarii speciilor sunt
esentiale pentru a promova coexistenta armonioasa intre oameni si fauna salbatica. De asemenea,
este necesara desfasurarea proiectelor de cercetare si monitorizare a speciilor, cercetarea
stiintificd continudnd sd joace un rol crucial in intelegerea ecologiei speciilor terestre.
Monitorizarea populatiilor, analiza la nivel genetic si studiile de habitat sunt instrumente
importante n evaluarea starii speciilor si In dezvoltarea strategiilor de conservare eficiente.
Vertebratele terestre reprezintd o componentd importantd a biodiversitatii globale si
conform International Union for Conservation of Nature (IUCN) cel putin 15% dintre acestea
sunt pe cale de disparitiec [71]. Conform anumitor studii, in ultimii cinci sute de ani, rata
extinctiei speciilor de vertebrate terestre in lume este de mai mult de o specie pe an [17, 71, 102],
acest lucru impunand necesitatea unor masuri urgente si eficiente de conservare. Monitorizarea
diversitatii VT folosind doar metode traditionale este in general laborioasa si dificild, astfel in
prezent existd tendinte tot mai pronuntate de a utiliza tehnicile de analizd a ADN-ului de mediu
in scopul cercetarii diversitatii acestora. Spre exemplu, un studiu recent realizat in Danemarca a
permis identificarea a 49 specii de vertebrate (30 - mamifere, 13 - pasari, 4 - pesti, 1 - amfibieni
si 1 - reptile) in baza moleculelor de eADN captate din aer [75]. Pentru amplificarea
metabarcodurilor au fost utilizati primerii universali 12S-V5 [104] specifici vertebratelor si
primerii 16Smam [133] conceputi pentru a analiza ADN-ul mamiferelor. O altd cercetare
similara a demonstrat ca extragerea si secventierea eADN-ului din probe de sol se dovedeste a fi
o practica eficienta de monitorizare a diversitatii mamiferelor mici [72]. ADN-ul de mediu poate
fi utilizat atat pentru detectarea unei singure specii (metodd aplicatd 1n special pentru
monitorizarea speciilor rare sau invazive), cat si pentru identificarea mai multor taxoni simultan.
Metabarcodarea are un potential enorm pentru biomonitoringul diferitor tipuri de ecosisteme,

anumite studii incercand deja sa standardizeze procesul de lucru pentru evaluarea diversitatii
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speciilor acvatice [142]. In ecosistemele terestre metabarcodarea speciilor este mai anevoioasa
insa cercetarile in aceasta directic de asemenea contribuie la dezvoltarea protocoalelor
experimentale si aplicarea lor in deciziile cu privire la mediu. Cercetarea eADN-ului
vertebratelor terestre prezinta un potential vast si cuprinde multiple aspecte:

Monitorizarea non-invaziva. Colectarea probelor este non-invaziva si poate fi realizata
fara a deranja direct speciile tintd. Acest lucru este particular avantajos pentru studiul speciilor
eluzive sau sensibile, deoarece elimina necesitatea observarii directe sau capturarii acestora, fapt
ce poate fi stresant sau perturbator pentru animal.

Aplicatii in conservare si gestionare. Oferda informatii valoroase pentru planificarea
conservarii si strategiilor de gestionare a ecosistemelor si contribuie direct la identificarea
zonelor cu biodiversitate ridicatd, prioritizarea zonelor protejate si evaluarea eficientei
interventiilor de conservare si restaurare a habitatelor.

Interactiunea intre specii si dinamica trofica. Dezvaluie interactiunile dintre diferite
specii precum si rolul speciilor in retelele ecologice. Prin identificarea semnaturilor moleculare
provenite de la surse alimentare specifice se pot determina relatiile trofice si dinamica lantului
trofic.

Detectarea timpurie a speciilor invazive. ldentificarea timpurie a speciilor invazive
permite efectuarea interventiilor rapide si aplicarea actiunilor de gestionare. Astfel, cercetatorii
pot determina amenintdrile potentiale si pot raspunde nainte ca acestea sd provoace daune
ireversibile.

Evaluarea impactului activitatilor umane. Detectarea schimbadrilor in comunitatile
faunistice poate oferi indicii cu privire la perturbarile ecosistemelor cauzate de defrisari,
urbanizare sau alte activitati umane.

Diagnosticarea si monitorizarea bolilor. Contribuie la detectarea vectorilor bolilor
infectioase si a parazitilor care afecteaza populatiile de vertebrate terestre permitidnd astfel
prevenirea si indepartarea factorilor de risc pentru sanatatea omului si animalelor.

Determinarea speciilor criptice sau noi. Ofera posibilitatea de a diferentia speciile
criptice sau de a descoperi specii noi. ADN-ul eliberat in mediul inconjurator poate dezvalui
prezenta unor specii necunoscute anterior sau care au fost greu de detectat prin metode
traditionale. Aceasta poate contribui la intelegerea biodiversitdtii si la identificarea zonelor de
interes pentru cercetari ulterioare.

Monitorizarea diversitatii in timp real. Colectarea regulata a probelor dintr-un anumit
habitat permite evaluarea dinamicii populatiilor si a schimbarilor in compozitia comunitatii

faunistice.

26



Un exemplu interesant de aplicare a experimentelor de metabarcodare in ecosistemele
terestre este limitarea asa numitelor fenomene Birdstrike Hazards din preajma aeroporturilor
[24]. Implementarea practici 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 vertebratelor terestre [24, 59, 130].

Descoperirea si utilizarea eADN-ului in cursul ultimelor decenii a reprezentat o adevarata
revolutie Tn domeniul stiintei biologice schimband fundamental modul in care explordm lumea
vie din jurul nostru. Istoria cercetarilor ADN-ului de mediu a inceput in anul 1987 odata cu
elaborarea unor rapoarte despre protocolul de extragere a acestuia din sedimente [90]. Trei ani
mai tarziu a fost publicat primul studiu cu referire la metabarcodare [46] acesta urmarind analiza
diversitatii genei ARN-ului ribozomal 16S la procariote [130]. Ulterior metagenomica a devenit
o rutind in cercetdrile microbiologice iar in anul 2003 a aparut prima lucrare in care a fost
descrisa metabarcodarea macroorganismelor aceasta sugerand ca este posibila recuperarea ADN-
ului fosil al megafaunei (mamuti, bizoni, cai) din permafrost si a ADN-ului unor specii de pasari
disparute (Dinornithiformes), din sedimentele pesterilor [145]. Un alt studiu semnificativ care a
urmarit utilizarea ADN-ului de mediu pentru metabarcodarea vertebratelor terestre a fost efectuat
in anul 2008 de catre Ficetola si colaboratorii sai [40]. Acestia au demonstrat ca ADN-ul eliberat
in mediul inconjurator de catre amfibieni poate fi detectat si identificat prin intermediul
tehnicilor de secventiere. Ulterior, in anul 2010, Francesco Ficetola si colaboratorii propun o
metodd de evaluare a calitatii si performantei barcodurilor cu utilizarea unei metode
bioinformatice ce prevede realizarea reactiei de PCR in silico asupra secventelor din bazele de
date. In cadrul cercetirilor sale, acesta a comparat acoperirea taxonomici si rezolutia anumitor
regiuni de ADN deja propuse pentru barcodarea vertebratelor [39]. Un an mai tarziu, Tiayyba
Riaz a propus un algoritm bioinformatic care permite identificarea metabarcodurilor noi si a
primerilor asociati in baza unui grup de secvente de interes [104]. In continuare, noile metode au
permis o reducere considerabila a timpului, efortului si costului dedicat cercetarilor ADN-ului de
primerilor asociati. Algoritmii bioinformatici au permis identificarea biomarkerilor [119] in
limita conditiilor impuse cum ar fi dimensiunea redusd a metabarcodurilor si asigurarea
parametrilor optimi pentru o buni desfasurare a reactiei de PCR. In rezultat au aparut mai multe

publicatii care aveau la bazd analiza eADN-ului macroorganismelor si se refereau atat la
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detectarea unei singure specii [29, 48, 58], cat si la identificarea taxonilor multipli [137, 142]. in
anii care au urmat, cercetatorii din intreaga lume au extins studiile de metabarcodare la toate
grupurile de vertebrate terestre, demonstrand ca acestea pot fi utilizate pentru investigarea si
identificarea speciilor de mamifere [27], pasari [85], reptile [89] si amfibieni [129]. Astfel,
tehnicile de metabarcodare au fost aplicate pentru evaluarea biodiversitatii in diferite tipuri de
habitate terestre, inclusiv paduri [97], zone umede [74], deserturi [35] si ecosisteme alpine [130].
Extragerea si analiza ADN-ului de mediu a oferit rezultate promitdtoare in detectarea si
monitorizarea speciilor rare, endemice sau amenintate, cum ar fi lupul [75], ursul polar [33] sau
unele specii de serpi [78]. Pe langa identificarea speciilor, eéADN-ul prezintd interes si pentru a
studia alte aspecte care vizeaza vertebratele terestre, cum ar fi dieta [79], parazitii [9] sau chiar
unele tulpini ale virusurilor [2]. Toate aceste studii au contribuit la dezvoltarea protocoalelor
experimentale care vizeaza monitorizarea diversitatii faunistice totusi, inca existd diverse
provocari si limite asociate cu metabarcodarea animalelor adaptate la viata pe uscat. Una din
principalele dificultdti este reprezentata de calitatea si stabilitatea eADN-ului. Acesta poate
suferi modificari sub actiunea unor factori precum lumina solara, temperatura ridicata sau
enzimele prezente In mediu si care afecteaza integritatea si cantitatea de ADN disponibild pentru
analiza. Prin urmare, pentru a minimiza riscul de degradare este necesara colectarea corecta a
probelor si gestionarea adecvatd a mostrelor si a conditiilor de stocare. O altd provocare o
reprezintd detectarea si identificarea speciilor din amestecul complex de ADN prezent in probe.
Deoarece ADN-ul de mediu provine nu doar de la speciile investigate, ci si de la alte organisme
prezente in ecosistem, analiza trebuie sa fie capabila sa distinga intre ADN-ul speciei de interes
si ADN-ul non-target. Aceasta necesita utilizarea tehnicilor avansate de secventiere si a unor
algoritmi performanti de analizd a datelor. Pe langa aceste aspecte tehnice unele specii pot
elibera ADN in cantitdti mici sau pot prezenta dificultati de detectare datoritd diferitor factori
ambientali sau biologici, iar procesarea unor astfel de mostre nu este la fel de simpld precum
prelucrarea probelor proaspete de tesut. In consecinti, nu exista un protocol standard recomandat
pentru extragerea tuturor tipurilor de eADN iar ajustarea protocoalelor de lucru se efectueaza in
functie de specificul cercetarilor si a grupului de specii care urmeaza a fi studiat. De asemenea,
selectarea markerilor genetici potriviti pentru grupuri de specii si dezvoltarea bazelor de date de

referintd rdman a fi o prioritate de baza pentru studiile de metabarcodare.

1.4. Metabarcodurile si designul primerilor
Barcodurile sunt markeri genetici standardizati care servesc pentru identificarea

taxonomica a speciilor [19, 52]. Proprietatile acestora sunt optimizate anume pentru acest scop si
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nu intrunesc neaparat cerintele pentru identificarea mai multor specii simultan adesea in baza
unui ADN de calitate joasd. Metabarcodurile sunt secvente scurte de ADN sau ARN care pot fi
utilizate pentru identificarea simultand a zeci sau chiar sute de specii. Astfel, pentru a evita
potentialele confuzii este necesar de a face diferenta intre barcodurile clasice si metabarcoduri.
Un metabarcod este format dintr-un fragment variabil, flancat de doua structuri conservate care

servesc in calitate de ancore pentru legarea primerilor (Fig. 1.2).

MG TR

1 1 I

Regiune variabila

Regiuni conservate (primeri)

Fig. 1.2. Structura unui metabarcod [159]

Regiunile conservate sunt necesare pentru realizarea reactiei de amplificare, iar cea variabila -
pentru a permite identificarea si diferentierea intre taxoni. Acest proces se realizeazd prin
compararea secventelor obtinute in urma secventierii metabarcodurilor cu secventele din bazele
de date de referinta, iar atribuirea statutului taxonomic are loc in baza gradului de similaritate sau
divergentd a acestora. Desi suntem inca departe de a putea efectua metabarcodarea ADN-ului
tuturor speciilor existente, efortul si initiativele de creare a sistemelor de metabarcodare/ bazelor
de date regionale, impreuna cu scaderea semnificativd a costurilor de secventiere vor permite in
viitor realizarea acestei sarcini deloc usoare. Dezvoltarea si actualizarea bazelor de date de
referinta a devenit un proces continuu si dinamic. Pe masura ce noi secvente sunt generate si sunt
obtinute noi informatii taxonomice, bazele de date de referintd sunt create, actualizate si
imbunatatite pentru a reflecta aceste descoperiri. Acest proces implicd colaborarea intre
comunitatea stiintificd, institutii de cercetare si organizatii, care contribuie la colectarea si
disiminarea datelor genomice si taxonomice. Secventele utilizate pentru crearea bazelor de date
de referintd pot fi selectate astfel incat sa corespundd aceluiasi locus genomic sau in cazul

cercetarii. ADN-ului procariot se pot utiliza chiar genomuri intregi. Odata cu dezvoltarea
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tehnologiilor si imbunatatirea algoritmilor de procesare big data ar putea deveni posibila chiar
crearea sistemelor de metabarcodare cu utilizarea de genomuri eucariote intregi [130].

Designul primerilor reprezinta un aspect crucial al procesului de metabarcodare, avand un
impact semnificativ asupra eficientei si acuratetei identificarii speciilor. Este necesar ca primerii
sa fie specifici pentru regiunea genomica dorita si sa permita amplificarea selectiva a ADN-ului
tinta, minimizand amplificarea nedorita a altor secvente. Alegerea gresita a primerilor poate duce
la aparitia diferitor ambiguitati si la rezultate inexacte in procesul de cercetare a diversitatii
faunistice. Totusi, in cazul in care nu este posibild crearea primerilor ce discrimineaza intre
speciile target si cele non-target, pot fi utilizate oligonucleotide sau primeri de blocare care se
leaga de secventele nespecifice si impiedica amplificarea acestora prin diferite mecanisme (Fig.
1.3).

a IIIIIIIIIIIXBIocker
Non-target Ll 111111 1| || L1l
TTT T T TTT1 Elonatlon
Target A EEEEEEEN ? g ]
TT 111 - Elongl:]ation
Target X L1111 |11 L
Annealing inhibiting blocking oligo
b T T T T T T T T = ktlngation I_D(Blocker
Nontarget il 1| 111|117 1]]]

|—_? Elongation
TargetA |IIIIII£I:"IIIII

11111111 +——— Elongation
TargetX N 1 e I O

Elongation arrest blocking oligo

Fig. 1.3. Mecanisme de blocare a amplificiarii ADN-ului non-target [143]

(a— blocare la etapa de aliniere; b — blocare la etapa de elongare)

Principala caracteristicd a primerilor de blocare este complementaritatea cu secventele
nespecifice si modul in care acestia interfereazd cu reactiile de amplificare. Astfel, in timpul
ciclurilor de denaturare si reasociere a catenelor de ADN in cadrul reactiei de PCR, primerii de
blocare se leaga mai rapid si mai strans de secventele nespecifice, impiedicandu-le sa participe la
reactia de amplificare.

Existd mai multi algoritmi si instrumente bioinformatice dezvoltate special pentru a
facilita obtinerea primerilor potriviti, fiecare avand caracteristicile, avantajele si dezavantajele

sale. Un algoritm specializat in proiectarea primerilor pentru studii de metabarcodare este
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ecoPrimers [104]. Acesta permite designul primerilor specifici in baza analizei unor seturi mari
de date, oferind posibilitatea identificarii markerilor moleculari potriviti pentru studii de
metabarcodare. Algoritmul ecoPrimers a fost dezvoltat ca o abordare flexibila, care permite
cercetdtorilor sa ajusteze diferiti parametri, cum ar fi lungimea primerilor, dimensiunea
metabarcodurilor, numdrul de nepotriviri per primer si alte aspecte in functie de cerintele
specifice ale proiectului de cercetare. Pentru a evalua performanta unui sistem de metabarcodare
si a primerilor asociati sunt utilizati doi indici importanti (Fig. 1.4):

1. Bc sau indicele de acoperire (Coverage Index) — corespunde raportului dintre numarul

taxonilor amplificati si numarul total de taxoni din baza de date de referinta [39].
2. Bs sau indicele de specificitate (Specificity Index) — este definit ca raportul dintre

numarul taxonilor corect identificati si numarul taxonilor amplificati [39].

Speciile identificate in

baza ampliconilor (I)

Speciile al ciror ADN
poate fi amplificat (A)

Grupul de specii tinta (G)

Bc=A/G

Fig. 1.4. Calcularea indicilor Bc (acoperirea taxonomica)

si Bs (rezolutia taxonomica)

Bc si Bs pot fi determinate atat in silico cat si in vitro si ofera informatii cruciale cu privire la
calitatea secventelor si la capacitatea primerilor de a identifica corect organisme sau taxoni
specifici. Acoperirea taxonomica indica gradul de captura a diversitatii reale a taxonilor studiati
si reflecta cat de bine este reprezentatd aceasta diversitate in secventele amplificate. Cu cat acest
parametru este mai mare, cu atat se obtine o imagine mai completa a grupului de specii
investigat. Pe de alta parte rezolutia taxonomica tine de precizia, fiabilitatea si nivelul taxonomic
pana la care pot fi identificate organismele. O valoare scazuta a acesteia indica prezenta unor

erori de atribuire si ambiguitati in identificarea taxonilor inferiori. Exista mai multe strategii si
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abordari care pot fi aplicate pentru a spori performanta acestor parametri in studiile de
metabarcodare. Unele dintre acestea includ:

Identificarea si selectarea unor secvente de calitate. Secventele pot fi identificate in
bazele de date publice si inainte de selectarea acestora este necesara stabilirea clara a obiectivelor
cercetdrii. O platformd cu secvente de calitate recomandate pentru designul si validarea
bioinformaticad a primerilor o reprezinta banca de gene RefSeq [91]. Secventele din acest
repozitoriu sunt supuse unui proces riguros de curdtare, verificare si adnotare. Fiind o baza de
date oficiala si recunoscutd, RefSeq respecta standardele si formatele actuale facilitaind
interoperabilitatea si compatibilitatea cu alte platforme si instrumente bioinformatice. Extragerea
secventelor relevante se poate face In format FASTA sau GenBank in functie de scopul si
cerintele studiului.

Validarea si evaluarea in silico a calitatii primerilor. Evaluarea bioinformatica a
performantei primerilor utilizati in procesul de amplificare a ADN-ului de mediu poate reduce
semnificativ costurile unui experiment de metabarcodare permitand selectarea celei mai optime
perechi de primeri pentru o buna desfasurare a studiului. Exista diverse instrumente si tehnici de
simulare computationald a reactiei de PCR ce permit determinarea parametrilor de calitate si
identificarea potentialelor probleme, cum ar fi amplificarea nespecifica sau interferentele cu
regiuni genomice non-target. Un instrument bioinformatic valoros care este utilizat de catre
cercetatori pentru simularea reactiei de amplificare a ADN-ului este algoritmul ecoPCR [39].
ecoPCR asigurd evaluarea riguroasa a performantei primerilor si Selectarea corecta a acestora
fapt ce permite obtinerea unor rezultate de amplificare si secventiere de inalta calitate.

Optimizarea protocoalelor experimentale. Factorii experimentali, cum ar fi parametrii de
amplificare si conditiile de secventiere, pot influenta acoperirea si rezolutia taxonomica.
Optimizarea acestor parametri contribuie la o mai bund reprezentare a diversitatii faunistice
cercetate, la cresterea preciziei si la reducerea erorilor experimentale.

Dezvoltarea si actualizarea sistemelor de metabarcodare de referinta. Existenta unor
baze de date de referinta actualizate si cuprinzatoare si care vizeaza diverse grupuri de specii este
esentiald pentru o clasificare corectd a secventelor de metabarcod.

Integrarea datelor moleculare cu alte tipuri de date. Combinarea datelor molecular
biologice cu unele informatii ecologice, cum ar fi datele despre abundenta sau distributie a
speciilor, poate oferi o perspectiva mai cuprinzatoare si detaliata asupra unui experiment.

Un aspect important in proiectarea experimentelor de metabarcodare este lungimea
metabarcodului care poate varia in functie de regiunea genomica utilizatd, de obiectivele

studiului si de gradul de fragmentare a ADN-ului analizat. In general, aceasta poate varia de la
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cateva zeci de baze pand la cateva sute de baze nucleotidice. O dimensiune optimd este
determinatd de mai multi factori, precum nivelul de rezolutie taxonomica dorit, variabilitatea
secventelor in regiunea respectiva, disponibilitatea bazelor de date de referintd si metoda de
secventiere utilizatd. Pentru o rezolutie taxonomica mai Inaltd, pot fi preferati markerii mai lungi,
deoarece acestia contin mai multd informatie geneticd despre taxonii cercetati si pot ajuta la
diferentierea mai precisa intre specii. Cu toate acestea, metabarcodurile cu dimensiuni mai mari
pot prezenta risc crescut de amplificdri nespecifice si prezintd o probabilitate mai mare de
degradare si fragmentare (spre exemplu in cazul probelor de ADN din materiile fecale). Pe de
alta parte, markerii mai scurti pot fi preferati in situatiile Tn care Se doreste o acoperire
taxonomica mai largd sau cand regiunea genomica studiatd prezinta O variabilitate mare.
Dimensiunea redusd a secventelor de referintd micsoreaza riscul formarii dimerilor de primeri,
scade probabilitatea amplificarilor nespecifice si creste sansa de a amplifica cu succes secventele
degradate cum sunt cele din probele de mediu. In practica, tinandu-se cont de gradul inalt de
fragmentare a eADN-ului, se utilizeaza metabarcoduri scurte de aproximativ 100-200 perechi de
baze (acestea asigura o amplificare eficientd in ciuda posibilelor degradari si modificari la
nivelul materialului genetic) care insa pot furniza suficiente informatii pentru a permite
diferentierea intre taxoni [130].

In ce priveste regiunile genomice abordate, acestea pot viza atat markeri mitocondriali,
cét si nucleari, in functie de necesitatile studiului si de speciile investigate. Genele mitocondriale
sunt adesea utilizate in experimente de metabarcodare intrucat pot prezenta un grad inalt de
conservare in cadrul unui grup taxonomic si variaza semnificativ intre grupuri prin aceasta
facilitand identificarea si clasificarea speciilor. De asemenea, acestea pot fi utilizate la o gama
larga de organsime intrucat in bazele de date publice existd multe specii care au genomul

mitocondrial secventiat In intregime.

1.5. ADN-ul mitocondrial al vertebratelor terestre. Analiza filogenetica

ADN-ul mitocondrial (ADNmt) este un component esential al celulelor vertebratelor
terestre si joacd un rol important in studierea diversitatii genetice si a evolutiei acestor
organisme. Acesta se gaseste in mitocondriile celulelor si este mostenit in principal de la sexul
femel la majoritatea speciilor de VT. Mostenirea ADNmt pe linie maternald se datoreaza faptului
ca mitocondriile spermatozoizilor sunt in general excluse in timpul fecundarii fiind localizate in
regiunea cozii. Din punct de vedere structural ADNmt este o moleculd circulara destul de
conservatd in cadrul grupurilor de vertebrate, dar pot exista variatii mici In ceea ce priveste

lungimea si secventa acestuia. Informatiile genetice care se contin in ADN-ul mitocondrial au un
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rol semnificativ in studierea diversitdtii vertebratelor terestre. Aceste informatii sunt esentiale
pentru Intelegerea modului in care speciile evolueaza, se diversifica si se adapteaza la mediu.

Mitocondriile vertebratelor terestre contin 3 tipuri importante de regiuni de ADN
mitocondrial (ADNmt) care pot fi utilizate 1n calitate de markeri moleculari. Acestea sunt:

1. genele responsabile de sinteza ARN-ului ribozomal,

2. genele codificatoare de proteine;

3. regiunile de control (ADNmt necodificator).

Genele responsabile de sinteza ARN-ului ribozomal sunt de doua tipuri — 12S si 16S.
Acestea codifica secvente de ARN ribozomal, astfel jucand un rol important in procesul de
biosinteza a proteinelor. La vertebratele terestre genele 12S si 16S sunt utilizate pe scara larga in
cercetarile evolutive, filogenetice si de biodiversitate [7]. De asemenea, acestea pot oferi indicii
asupra evolutiei convergente sau divergente intre linii filogenetice si pot contribui la intelegerea
proceselor de speciatie. Variabilitatea interspecifica 12S poate fi utilizatd pentru a estima
divergenta genetica intre specii precum si pentru identificarea acestora. Un exemplu cunoscut de
cercetare a genei ARN-ului ribozomal 12S cu scopul identificarii speciilor de vertebrate este
lucrarea lui Riaz si colab. din 2011 publicata in revista Nucleic Acid Research [104]. ntr-un alt
studiu in baza haplotipurilor 12S au fost determinate efectele izolarii geografice asupra
diversitatii genetice a speciei periclitate Testudo graeca [6]. Gena 16S prezinta o ratd mai lenta
de evolutie fiind mai conservata in timp si poate servi pentru studierea familiilor si genurilor.
Totusi, este important de a se mentiona cd gradul de conservare poate fi diferit intre diferite
regiuni genice, unele prezentand o conservare mai mare, pe cand altele demonstraind o
variabilitate mai inalta. De asemenea, nivelul de conservare poate varia intre diferiti taxoni si
linii evolutive.

Genele mitocondriale codificatoare de proteine. Sunt responsabile pentru productia de
proteine mitocondriale esentiale, cum ar fi componentele lantului respirator mitocondrial si alti
factori necesari pentru sinteza proteinelor mitocondriale. O caracteristica distinctiva a genelor
mitocondriale codificatoare de proteine este faptul cd ele prezinta unele particularitati in
comparatie cu genele codificatoare de proteine din genomul nuclear fiind mult mai scurte si in
mare parte codificand doar o singurd proteind. Mutatiile si disfunctiile acestor gene pot avea
consecinte grave asupra functionarii mitocondriilor si pot afecta productia de energie in celule.
Secventele de ADN mitocondrial codificator de proteine, cum ar fi citocromul b (CYTB) si
citocrom-oxidaza | (Cytochrome Oxidase | sau COI), sunt adesea selectate ca tinte pentru
barcodarea speciilor. Acestea prezinta anumite caracteristici si avantaje pentru acest scop

demonstrand o eficacitate inaltd la un spectru larg de organisme, inclusiv animale, plante si
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fungi, iar faptul ca prezinta o lungime convenabild pentru amplificare si secventiere le fac
eficiente din punct de vedere practic. De asemenea, deoarece mitocondriile sunt prezente in mai
multe copii per celula, iar fiecare mitocondrie contine mai multe copii ale genomului
mitocondrial, sporesc sansele de extractie si amplificare reusita a acestor gene, in special atunci
cand se lucreaza cu mostre de calitate scazuta sau concentratie joasa de ADN. Exista variate
studii care au urmarit barcodarea CYTB si COI la vertebratele terestre. Spre exemplu in scopul
cercetdrii diversitatii genetice si facilitarii masurilor de conservare a gazelei tibetane (Procapra
picticaudata), au fost utilizate secvente ale CYTB [149], iar pentru documentarea diversitatii
moleculare a unor exemplare de muzeu ale ciocanitoarei cu cioc de fildes (Campephilus
principalis) a fost realizata barcodarea citocrom-oxidazei | [42]. O altd gend mitocondriala
codificatoare de proteine si care prezintd importantd in calitate de marker molecular a
vertebratelor terestre este subunitatea 5 a dehidrogenazei NADH. Aceasta a fost utilizatd pentru
analiza filogenetica a felinelor si a permis diferentierea cu succes a opt grupuri monofiletice
separate [60]. Desi markerii mentionati, in special CYTB si COI, corespund necesitatilor pentru
barcodarea speciilor, acestia ar putea sa nu fie cea mai potrivitd alegere cand vine vorba de
metabarcodare. Spre exemplu, anumite studii la animale au demonstrat ca gena COI are o
eficacitate limitatd in secventierea mai multor specii simultan, putdnd favoriza amplificarea unor
taxoni in detrimentul altora [28]. Acest lucru se poate intampla din cauza dimensiunii reduse a
metabarcodurilor in comparatie cu cea a barcodurilor, variabilitatii secventelor de legare a
primerilor si dificultdtii de concepere a unui set de primeri care sa acopere si sa amplifice n
acelasi timp intregul grup de specii investigate. Toate acestea pot distorsiona compozitia reala a
diversitatii faunistice si pot conduce la sub- sau supra-reprezentarea anumitor Specii.

Regiunea mitocondriala de control (Control Region - CR). Reprezinta o secventa de
ADN distincta a genomului mitocondrial si este compusa din mai multe sub-regiuni, printre care
se numara D-loop-ul, regiunea de replicare a ADN-ului si regiunea de initiere a transcriptiei. D-
loop-ul este cea mai studiata si mai variabila parte a regiunii de control mitocondrial fiind
cunoscutd si sub denumirea de regiune mitocondriald hipervariabila (Hypervariable Region -
HVR). Aceasta este non-codanta, are rol in reglarea activitatii mitocondriale si prezintd un nivel
de variatie mare in comparatic cu ADN-ul codificator (fapt datorat presiunilor functionale
reduse). Incluzand elemente de legare a factorilor de transcriptie mitocondriala si a proteinelor
implicate in replicare permite interactiunea dintre diferite molecule asigurand o desfasurare
corecta a proceselor de transcriptie si replicare. In comparatie cu genele ARN-ului ribozomal sau
genele codificatoare de proteine, secventa D-loop se caracterizeaza printr-o rata ridicata a

insertiilor, deletiilor sau substitutiilor. Avand o dimensiune de aproximativ 1 kb aceasta poate fi
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usor amplificatd, secventiatd si evaluatd bioinformatic in scopul studierii raselor sau variatiilor
intraspecifice [30, 150]. Deasemenea, regiunea mitocondriald de control poate fi utila in
investigatii criminalistice si arheogenetice contribuind la rezolvarea unor probleme complexe
legate de identificarea indivizilor si reconstructia istoriei populatiilor.

ADN-ul mitocondrial este considerat al doilea sistem genetic informational al celulelor
eucariote si in anumiti loci are o variabilitate care coreleaza cu procesele evolutive. Aceste
caracteristici fac din genomul mitocondrial o resursa valoroasd inclusiv pentru intelegerea
filogeniei si diversitatii genetice a speciilor. Analiza filogeneticd a secventelor de ADN
mitocondrial permite estimarea relatiilor evolutive si a distantelor genetice intre diferite grupuri
de organisme precum populatiile, speciile, genurile etc. Anterior, analiza filogeniilor se baza pe
comparatia morfologica a diferitor fosile, iar datele despre acestea erau limitate. In prezent
studiile filogenetice implica in mare parte utilizarea secventelor moleculare, acestea oferind o
perspectiva de cercetare a biodiversitatii printr-o modalitate obiectiva de a compara unicitatea si
diversitatea diferitor taxoni [88]. Pentru analiza filogenetica a speciilor de vertebrate terestre, se
utilizeaza in principal secvente de ADN, cum ar fi secvente ale genelor mitocondriale sau
nucleare. Aceste secvente, obtinute prin tehnici de secventiere permit identificarea variatiilor
genetice intre diferite categorii taxonomice si construirea arborilor filogenetici. Acestia ofera o
reprezentare grafica a filogeniei indicand gradul de similaritate, inrudire evolutiva, divergenta
sau distanta genetica intre specii. De asemenea, in baza analizelor filogenetice se pot identifica
evenimente importante din punct de vedere evolutiv, cum ar fi fenomenele de speciatie, aparitia
unor caractere specifice si raspandirea acestora in cadrul grupului de specii studiat. Pe langa
intelegerea evolutiei, cercetarile filogeniei speciilor de vertebrate terestre au implicatii
semnificative in domeniul conservarii. Acestea ar putea facilita identificarea speciilor vulnerabile
sau endemice si stabilirea prioritatilor in eforturile de conservare. De asemenea, ar contribui la
evaluarea impactului schimbarilor de mediu si amenintarilor antropice asupra diversitatii si la

dezvoltarea strategiilor de conservare bazate pe evolutia si relatiile filogenetice ale speciilor.
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1.6. Concluzii la capitolul 1

Metodele moderne de cercetare a diversitatii vertebratelor terestre au o eficienta 1nalta si
vin sa le completeze pe cele traditionale facilitdind studierea aspectelor moleculare si
distributiei speciilor.

SDM si cercetarea ADN-ului sunt instrumente de studiere a biodiversitatii care se pot
completa reciproc. Exista mai multe studii recente care sugereaza ca combinarea acestor
abordari prezintd un mare potential pentru studierea diversitatii faunistice.

Utilizarea bioinformaticii si a tehnicilor moleculare pentru identificare taxonomica
devine o practica de rutind in cercetarea diversitdtii speciilor si tine atit de aplicarea
solutiilor simple, low-cost (PCR, RFLP-PCR) cat si de punerea in practici a
protocoalelor de secventiere care presupun costuri mai mari.

In anul 2010, Francesco Ficetola si colaboratorii propun o metodi de evaluare a calititii
si performantei barcodurilor cu utilizarea unei metode bioinformatice ce prevede
realizarea reactiei de PCR in silico asupra secventelor din bazele de date. in cadrul
cercetarilor sale, acesta a comparat acoperirea taxonomica si rezolutia anumitor regiuni
de ADN deja propuse pentru barcodarea vertebratelor. Un an mai tarziu, Tiayyba Riaz a
propus un algoritm bioinformatic care permite identificarea metabarcodurilor noi si a
primerilor asociati in baza unui grup de secvente de interes. In continuare, noile metode
au permis o reducere considerabild a timpului, efortului si costului dedicat cercetarilor
a markerilor si primerilor asociati.

Pe parcursul ultimilor 15-20 ani in baza de date globala BOLD Systems au fost depozitate
peste 400 barcoduri moleculare a 85 specii de plante si animale din Republica Moldova.
Din totalul acestor inregistrari pand in anul 2022 s-au inregistrat barcodurile citocrom
oxidazei I a doar doud specii de vertebrate terestre: Spermophilus citellus si Triturus
cristatus.

Bioclim este primul si cel mai vechi algoritm SDM utilizat pe scard largd pentru
generarea hartilor de distributie. Fiind usor de aplicat si permitdnd modelarea distributiei
speciilor cu un numar redus de locatii cunoscute, acesta continua a fi utilizat si in prezent.
In Republica Moldova datele cu referire la aplicarea tehnicilor SDM sunt limitate prima

lucrare in care a fost utilizat modelul Bioclim fiind prezentata in 2014.
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2. MATERIALE SI METODE DE CERCETARE

Pentru realizarea cercetdrilor propuse au fost efectuate activititi in teren, aplicate
instrumente bioinformatice si utilizate tehnici de biologie moleculari. in cele ce urmeaza sunt
prezentate materialele si metodele abordate pentru realizarea prezentei lucrari.

Metode de observare, colectare si prelucrare primara a materialului biologic in teren.
Probele de tesut au fost prelevate de la animale moarte identificate sporadic sau vanate (in cazul
pasarilor si mamiferelor mari) si de la animale capturate in capcane (in cazul mamiferelor mici).
Speciile de amfibieni si reptile au fost capturate manual. Tipurile de tesut prelevat au variat in
functie de specie si starea animalelor (de la piele si muschi pand la organe interne). Dupa
prelevare probele au fost fixate in alcool etilic de 96% si pastrate la -20 °C pana la extragerea
ADN-ului. Acestea au servit in calitate de esantioane pentru extragerea ADN-ului si au fost
pastrate in congelator pana la efectuarea analizelor de laborator.

Instrumente si metode bioinformatice. In scopul realizarii designului si testarii in silico a
primerilor pentru metabarcodare au fost utilizate softurile ecoPrimers [104], ecoPCR [39] si
OBITools [14]. Acestea sunt utilizate pentru analiza datelor genomice 1in 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). Impreuna, aceste programe permit designul si validarea in silico a
primerilor de interes. Pentru descrierea suplimentara a proprietatilor primerilor obtinuti a fost
utilizat instrumentul online de analiza a secventelor oligonucleotidice PrimerROC [61].
Evaluarea gradului de conservare a primerilor si reprezentarea grafica au fost efectuate cu
ajutorul limbajului R [100] si a librariilor ROBITaxonomy [4], ROBITools [5] si ROBIBarcodes
[3]. Baza de date cu mitogenomurile de referinta a fost creatd cu utilizarea platformei NCBI
(National Center for Biotechnology Information) [110] si contine 174 genomuri mitocondriale
(un genom per specie). Aceasta a fost generatd in urma verificarii individuale in baza de date
globald RefSeq a 337 specii de vertebrate terestre din fauna Republicii Moldova. Analiza
filogenetica si modelarea distributiei speciilor au fost realizate cu utilizarea limbajului R.

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 si electroforeza pe gel de agaroza. Pentru prima data in Republica Moldova a
fost utilizat instrumentul mobil Bento Lab pentru extragerea, amplificarea si vizualizarea ADN-

ului.
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2.1. Colectarea si prelucrarea primara a materialului biologic in teren

Colectarea si pastrarea corespunzatoare a tesuturilor speciilor de vertebrate este
fundamentald pentru extragerea reusitd a ADN-ului nuclear si mitocondrial intrucat post-mortem
sau dupa prelevarea probei materialul biologic degradeazad rapid. De asemenea, este esentiala
documentarea istoricului individual al fiecarui specimen fiind importante sexul, varsta, regiunea
geografica, starea animalului Tn momentul prelevarii probei etc. Procedura de colectare in sine va
depinde de specia studiatd, buget, transportul disponibil, starea specimenului sursa (viu sau mort)
precum si de timpul care trece panad la stocarea corespunzatoare a probei. Unele animale pot fi
vectori de transmitere a diferitor zoonoze precum leptospiroza sau rabia, de aceea este necesara
respectarea masurilor de securitate biologicd. Prelevarea probelor de la mamifere si pasari vii ca
reguld este relativ usoard, foliculii de par si calamusul penelor furnizand de obicei suficiente
celule pentru obtinerea unor cantititi utile de ADN [50, 94, 126]. 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 siange, indepartarea degetelor sau tdierea
bucdtilor din coada. O alternativd non-invaziva in ce priveste prelevarea mostrelor de la
amfibieni si reptile ar fi tamponul bucal sau utilizarea bucdtilor de piele rezultate In urma
procesului de naparlire. In cadrul cercetirilor efectuate tipurile de probe prelevate au variat in
functie de specie si starea animalelor (de la tampon bucal si calamusul penelor pana la piele,
muschi si organe interne). Acestea au fost colectate de la animale vii, animale moarte identificate
sporadic sau vanate (in cazul pasarilor si mamiferelor mari) si de la animale prinse in capcane (in
cazul mamiferelor mici). Speciile de amfibieni si reptile au fost capturate manual (Tabelul 2.1).
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% (Fig. 2.1) si pastrate la -20 °C pana la

extragerea ADN-ului.

B

Fig. 2.1. Mostre de tesut fixate in alcool etilic de 96%
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In Tabelul 2.1 sunt prezentate unele specimene incluse in cercetare precum si detalii cu

referire la prelevarea probelor.

Tabelul 2.1. Documentarea unor specimene de vertebrate terestre incluse in studiu

Imagini foto Documentare specimen
; Broasca rosie de munte (Rana temporaria).

Identificatd in Rezervatia Naturald Plaiul Fagului in
luna noiembrie, anul 2022. Este o specie vulnerabila
(VU) inclusa 1n Cartea Rosie a Republicii Moldova, in
Anexa II a Conventiei de la Berna si in Directiva
Habitate. Au fost colectate probe de tampon bucal si

tampon de piele.

Amfibian devorat de un rapitor in Rezervatia Naturala
Padurea Domneasca. Identificare probabild in baza
morfologiei resturilor - Broasca rdioasa bruna (Bufo
bufo), specie vulnerabila (VU) inclusa in Cartea Rosie
si iIn Anexa II a conventiei de la Berna . Au fost

prelevate probe de piele.

Soparla cenusie (Lacerta agilis). Capturatd 1In
localitatea Stdauceni, municipiul Chisindu in iulie,
2022. In calitate de proba a fost utilizata o portiune de

coada lasata de animal.

Sarpele cu patru linii rasaritean (Elaphe sauromates).
A fost descoperit mort in luna noiembrie, 2022, la
marginea traseului de langa lacul Sdrata Noua. Specie
critic periclitatd (CR), inclusd in Lista Rosie IUCN,
Anexa IV a Directivei Habitate, Anexa II a Conventiei
de la Berna, Cartea Rosie a Europei si Cartea Rosie a

Republicii Moldova. Au fost prelevate probe de piele

s1 muschi.
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Sorecar comun (Buteo buteo) identificat mort pe
marginea traseului in preajma localitatii Bucovat. A
fost luat animalul in intregime iar dupd prelevarea
probelor de piele pentru analize molecular biologice a
fost transmis in laboratorul de parazitologie pentru

studii ulterioare. Noiembrie, 2022.

Ciocanitoare pestrita mare (Dendrocopos major). A
fost identificatd moartd langa localitatea Stauceni intr-
0 zond cu vegetatie arboricold. Pentru extragerea
ADN-ului au fost indepartate falangele de la un picior.
Septembrie, 2022.

Sorex araneus (Chitcan comun). Specimen descoperit
mort intr-un cdmp din suburbia Chisindului.

Octombrie, 2021.

Nevastuica (Mustela nivalis). A fost gasitd moartd in
regiunea sectorului de vile din localitatea Stiuceni.
Probabil a fost ucisd de un animal domestic sau de un
rapitor din fauna salbatica. Caz rar pentru un astfel de
animal agil. Au fost prelevate probe de piele si muschi.

Decembrie, 2022.

Bursuc (Meles meles). Identificat langa traseu la
marginea localitatii Stauceni, posibil accidentat de un
automobil. Pentru izolarea ADN-ului au fost prelevate

probe de piele. lunie, 2022.

Un sumar al probelor utilizate in cercetare si a metodelor molecular-biologice aplicate pentru

realizarea obiectivelor propuse este prezentat in Tabelul 2.2.
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Tabelul 2.2. Materialul biologic si metodele moleculare utilizate

Metoda aplicata si Specii Numar
Obiectiv locul in care au avut cer?:etate de Tipul probelor
loc cercetirile probe
Testarea invitroa | PCR conventional, Calamus_, exuviu,
- i . falange, ficat, piele,
acoperirii electroforeza ADN- | 26 specii de :
- . g 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 ;
o levis
Berna, Elvetia

Colectarea mostrelor a fost efectuatd cu respectarea tuturor masurilor de securitate biologicd si a

procedurilor sus-mentionate.

2.2. Instrumente si metode bioinformatice

2.2.1. Designul si testarea in silico a primerilor pentru metabarcodare

Pentru designul si testarea in silico a primerilor sistemelor de metabarcodare sunt
necesare softurile ecoPrimers [104] si ecoPCR [39], iar pentru manipularea, formatarea si
filtrarea secventelor — programul OBITools [14]. Toate trei softuri sunt asociate sistemului de
operare Unix [47] iar pentru a rula, ecoPrimers si eCOPCR necesita un set de secvente de
referintd si o bazd de date care sd cuprindd grupul de specii studiate. Adaugator, in scopul
determindrii gradului de conservare a primerilor, simularii fragmentarii cu enzime de restrictie si
vizualizarii rezultatelor a fost utilizat limbajul de programare R [100].

Obtinerea setului de secvente si procesarea primara a datelor. Seturile de secvente care
reprezinta mitogenomuri RefSeq ale 127 specii de pasari, 38 specii de mamifere, 5 specii de
amfibieni si 4 specii de reptile, precum si baza de date taxonomicd au fost descédrcate de pe
platforma NCBI [110] in noiembrie 2021. In baza de date taxonomica fiecare taxon este asociat
unei valori unice care reprezintd un numar intreg si se numeste taxid. Un taxid identifica exact un
anumit taxon, totusi, nefiind universal sau permanent. El este valabil pentru o anumita baza de

date precum si pentru o anumitd versiune a acestei baze de date (ex. NCBI - Release 246:
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October 15 2021). De la o versiune la alta anumite taxid-uri pot fi adaugate, modificate sau
sterse. Neluarea in calcul a acestor aspecte poate determina aparitia erorilor in procesul de lucru.
O bazd de date taxonomica formatatd pentru OBITools constda din cel putin 3 fisiere:
Taxonomy.ndx, Taxonomy.rdx si Taxonomy.tdx [130]. Seturile de secvente sub forma de fisiere
GenBank (.gb) [23] au fost convertite in format ecoPCR, format necesar pentru lansarea

algoritmului ecoPrimers.

(OBI-env) vs@Victor:~$ obiconvert —t haza de date taxonomica --ecopcrdb-output=setul de

secvente in format ecoPCR --genbank --skip-on-error fisierul cu mitogenomurile de referinta

(*.gb)
Reading taxonomy dump file...

Designul in silico al primerilor. Pentru crearea primerilor se utilizeaza baza de date in
format ecoPCR si se lanseaza programul ecoPrimers. Denumirea fisierului se specifica in dreptul

argumentului -d.

(OBl-env) vs@Victor:/mnt/d/ecoPCR_Teza/ecoPrimers/src$ ./ecoPrimers -d fisierul in
format ecoPCR -e 2 -1 80 -L 150 -3 2 -c -q 0.5 -U > fisierul de iesire

Parametrii obligatorii care trebuie indicati la acest pas sunt minimul si maximul lungimii
metabarcodului (fara primeri). Acestea se specifica prin optiunile -1 (minim) si -L (maxim) in
cazul de fata 80 si 150. Pentru ceilalti parametri pot fi lasate valorile de baza (default values)
[160], dar pentru o ajustare eficientd a procesului de creare a primerilor acestea ar trebui
modificate. In cercetarea de fatd a fost admisd o nepotrivire de maxim 2 nucleotide (argumentul -
e), iar pentru a asigura o buna calitate a procesului de amplificare nu au fost admise nepotriviri
pentru ultimele 2 nucleotide dinspre flancul 3' a fiecdrui primer (optiunea -3). Nepotrivirile n
aceste regiuni ar putea Tmpiedica alinierea primerilor si ar afecta puternic eficienta procesului de
amplificare. Argumentul -c ia in considerare faptul ca secventele din baza de date sunt circulare
(ADN mitocondrial), iar -U nu permite potrivirile multiple pentru o singura secventd. Alt
parametru optional ar fi specificarea valorii taxid a unitatii taxonomice pentru care se creeaza
primerii (optiunea -r). in cazul in care se doreste evitarea amplificirii unei anumite unititi
taxonomice se defineste taxid-ul acesteia in dreptul argumentului -i. Aceastd optiune poate fi
utild atunci cand exista riscul amplificarii ADN-ului unor organisme non-target [130].

Analiza fisierului de iesire al programului ecoPrimers. Prima parte a fisierului de iesire

ecoPrimers indica parametrii utilizati pentru designul primerilor, iar a doua parte include un
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tabel cu perechile de primeri identificate pentru parametrii setati si caracteristicile sistemului de
metabarcodare corespunzator. Este necesar ca valorile Bc si Bs (coloanele 16 si 18) sa fie cat mai
mari, iar lungimea maxima si medie a metabarcodurilor (coloanele 20 si 21) — cat mai mici. Atat
timp cat parametrii setati intrunesc conditiile pentru un sistem de metabarcodare, ecoPrimers va
identifica toti potentialii primeri asociati regiunilor conservate care flancheazd o regiune
variabild. Astfel, programul va propune mai multe variante de metabarcoduri toate asociate
aceluiasi sistem de metabarcodare. Spre exemplu intre perechile de primeri 5,6,7,8 si 9 din Fig.

2.2 existd diferente minore intrucat acestia amplifica aceeasi regiune variabila.

5 AGGCGGATTTAGCAGTAA CCTTGTTACGACTTACCT 53.9 26.8 51.6 32.6
6 AAGGCGGATTTAGCAGTA CACTTACCTTGTTACGAC 53.9 26.8 51.@ 32.8
7 AAGGCGGATTTAGCAGTA TACACTTACCTTGTTACG 53.9 26.8 49 .4 3a.7
8 AAGGCGGATTTAGCAGTA GTACACTTACCTTGTTAC 53.9 26.8 47.8 28.5
9 AGGCGGATTTAGCAGTAA CACTTACCTTGTTACGAC 53.9 26.8 51.8 32.8

Fig. 2.2. Perechi de primeri care amplifica aceeasi regiune variabila

De aici vor rezulta si valori apropiate ale indicilor B¢/Bs si a lungimii metabarcodurilor. Uneori
poate fi avantajos de a imbunatati perechile de primeri obtinute cu scopul de a modifica
temperatura de topire (Tm) a acestora sau de a avea 1-2 nucleotide de citozina/guanina la flancul
3’ (acest lucru ar favoriza o legare mai eficientd a primerilor intrucat C si G formeaza 3 legaturi
de hidrogen cu nucleotida complementard). Un alt aspect important pentru a asigura o buna
specificitate a primerilor ar fi si evitarea timinei in pozitia 3’ [68, 130]. De asemenea optimizarea
primerilor se poate face pentru a evita formarea structurilor secundare nedorite de tipul self/cross

dimerilor sau a structurilor hairpin (Fig. 2.3).

Hairpin Self-dimer Cross-dimer

Fig. 2.3. Structuri ce trebuie evitate in timpul designului primerilor [162]

Astfel, adaugarea sau excluderea uneia sau a catorva nucleotide (3’ sau 5') in anumite cazuri
poate creste eficienta si specificitatea primerilor. Intr-un final, pentru amplificarea ADN-ului
celor 174 specii de vertebrate terestre din Moldova (cu mitogenom in RefSeq) a fost selectata o
pereche de primeri care reprezintd un bun compromis in ce priveste indicii Bc/Bs, lungimea
metabarcodului, temperatura de topire si susceptibilitatea de a forma structuri secundare. Acestia

tintesc o regiune a genei mitocondriale ARNr 12S.
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Odata creati, primerii au fost evaluati pentru rezolutia taxonomica care caracterizeaza
noul sistem de metabarcodare la diferite nivele taxonomice. Acest lucru a fost efectuat cu
utilizarea tehnicii PCR in silico si a softului ecoPCR. Lansarea ecoPCR se poate face asupra
setului de secvente utilizate pentru designul primerilor (vert_db) sau asupra unui set mai mare de
secvente avand in calitate de parametri obligatori cele doud secvente de primeri nou create —

forward si reverse.

(OBI-env) vs@Victor:/mnt/d/ecoPCR_Teza/174specii/db$ ecoPCR -d vert_db -e 2 -1 80 -L
150 -c AAGGCGGATTTAGCAGT#A# CACTTACCTTGTTACGA#C# > fisierul ecoPCR de
iesire

Reading 2426082 taxa...

Evaluarea gradului de conservare a primerilor si a lungimii metabarcodurilor. Pentru a
evalua gradul de conservare a primerilor specifici pentru un anumit grup taxonomic tintd pot fi
construite reprezentdri grafice numite logouri de secvente (sequence logos). Acestea sunt
formate din litere ce reprezintd abrevierile dezoxiribonucleotidelor, iar indltimea literelor este un
indiciu al gradului de conservare 1n diferite pozitii (inaltimea literelor este direct proportionala cu
frecventa nucleotidelor din pozitiile asociate [111]). Astfel, logourile secventelor sunt
reprezentari grafice care reflecta intr-un mod eficient conservarea primerilor pentru un anumit

grup taxonomic si pot fi realizate cu ajutorul limbajului de programare R si a librariilor

ROBITaxonomy, ROBITools si ROBIBarcodes (Fig. 2.4).
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Fig. 2.4. Evaluarea gradului de conservare a primerilor (mediul Rstudio)
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in Fig. 2.5 a si b sunt prezentate logourile primerilor forward si reverse a sistemului de
metabarcodare Met-12S (sunt admise 2 nepotriviri per primer si 2 nucleotide fixe in pozitia 3').
Astfel, se observa un nivel inalt de conservare a primerilor prezentati cu maxim 2 nepotriviri per
primer si cu o lipsd totald a nepotrivirilor pentru majoritatea ampliconilor (speciilor, intrucat a
fost selectat cate un singur amplicon per specie). Doud nepotriviri reprezinta o valoare rezonabila
care poate asigura o amplificare calitativa a eADN-ului speciilor cercetate, iar mai mult de trei
nepotriviri pentru oricare dintre primeri determina o amplificare ineficientd. In Fig. 2.5. ¢ si d se
observa distributia numarului de nepotriviri cu setarea de 2 nepotriviri per primer si frecventa

lungimii metabarcodurilor din baza de date de referinta.
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Fig. 2.5. Caracteristicile sistemului de metabarcodare Met-12S
a, b - logouri de secvente obtinute pentru perechea de primeri Met-12S;
C — numarul de nepotriviri per primer;
d — frecventa lungimii metabarcodului fara primeri
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In ce priveste histograma cu frecventa lungimii metabarcodurilor, aceasta a fost obtinutd in

RSudio [167] cu utilizarea functiei hist() (Fig. 2.6).
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Fig. 2.6. Utilizarea RStudio pentru reprezentarea grafici

a frecventei lungimii metabarcodurilor [167]

Acoperirea taxonomicd si indicele Bc. In scopul determinarii proportiei taxonilor din
setul de date ce sunt amplificati corespunzator parametrilor specificati (indicele Bc) este

necesara trecerea la sistemul de operare Unix si utilizarea algoritmului ecotaxstat.

(OBIl-env) vs@Victor:/mnt/d/ecoPCR_Teza/174specii/db$ ecotaxstat -d vert db -r 7742
fisierul ecoPCR
Reading binary taxonomy database...

Executarea comenzii se face cu utilizarea setului de secvente (vert_db) si a fisierului ecoPCR.

Un exemplu de rezultat pentru ecotaxstat este prezentat in Tabelul 2.3.

Tabelul 2.3. Rezultatul (cu anumite modificari) algoritmului

ecotaxstat la diferite nivele taxonomice

rank ecopcr db procent (Bc index * 100)

regn 1 1 100
increngatura 1 1 100
clasa 2 2 100
ordin 9 9 100

familie 32 34 94.11

gen 89 94 94.68

specie 135 149 90.60
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Valorile db reprezintd numarul total de unitati taxonomice din baza de date la diferite nivele, iar
ecopcr numarul de unitati taxonomice amplificate. Ultima coloand prezintd valoarea acoperirii
taxonomice (In procente) pentru fiecare categorie taxonomica.

Rezolutia taxonomica si indicele Bs. Pentru a determina rezolutia sistemului de
metabarcodare la diferite nivele taxonomice poate fi utilizat algoritmul ecotaxspecificity al
programului OBITools. Acesta considera ca doua secvente care au mai putin de 5 diferente
apartin aceluiasi barcod. Pentru lansare se recomanda restrictionarea setului de secvente

examinate astfel incat acestea sa aiba maxim 2-3 nepotriviri pentru fiecare primer.

(OBI-env) vs@Victor:/mnt/d/ecoPCR_Teza/174specii/db$ ecotaxspecificity -e 2 -d vert_db
fisierul ecoPCR

Reading binary taxonomy database...

[INFO : Taxon alias file found]

Taxonomical tree read

ok

Rezultatul lansarii ecotaxspecificity pentru diferite nivele taxonomice este prezentat in Tabelul
2.4.
Tabelul 2.4. Rezultatul (cu anumite modificari) algoritmului

ecotaxspecificity la diferite nivele taxonomice

rank taxon_ok | taxon_total | procent (Bs index * 100)
regn 1 1 100
increngatura 1 1 100
clasa 2 2 100
ordin 9 9 100
familie 31 32 96.87
gen 86 89 96.62
specie 113 135 83.70

Taxon_total reprezinta numarul de taxoni care urmeaza a fi determinati, iar Taxon_ok — numarul
de taxoni care pot fi identificati in baza secventelor de metabarcod. Conform algoritmului
ecotaxspecificity, sistemul de metabarcodare asociat datelor din tabel demonstreaza o
performanta destul de buna intrucat poate diferentia in peste 83% din taxonii inferiori precum

specia si genul si in 100 % din ordine. In cadrul cercetirilor efectuate a fost evaluati in plan
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comparativ acoperirea si rezolutia taxonomica a doud perechi de primeri universali utilizati
pentru identificarea vertebratelor: Kitano-16S [66] si 12S-V5 [107]. Perechea cu valori mai mari
ale indicilor Bc si Bs a fost ulterior comparata cu primerii Met-12S.

Este necesar de a mentiona cd in bazele de date publice se gasesc multiple erori de
secventiere precum si alte ambiguitati, iar pentru a obtine o buna estimare a puterii de rezolutie si
a acoperirii sistemului de metabarcodare se impune selectarea secventelor cu care se lucreaza

(exemplu secvente din baza de date RefSeq) [130].

2.2.2. Fragmentarea RFLP in silico a alelelor genei porcine MC1R

La specia Sus scrofa, gena MC1R are 963 perechi de baze iar alela de tip salbatic (E+) se
intalneste In forma homozigota la mistretii de linie purd. Alte alele difera prin modificari in
urmatoarele pozitii [34, 65, 117]:

1. ¢.370G>A — rasele marele alb, Hampshire si Pietrain (EPD2);

2.¢.283G>A, ¢.305T>C si ¢.363T>C — marele negru si Meishan (ED1);

3. ¢.491C>T si ¢.727G>A — rasa Duroc (e).

Secventa MCI1R de tip salbatic a fost extrasa de pe platforma NCBI [110] in format
FASTA, iar alinierea alelelor a fost efectuatda in limbajul R [100] cu utilizarea librariilor

DECIPHER [147] si Biostrings [92].

> # accesarea librariilor
library(DECIPHER)
library(Biostrings)
mclr=readDNAStringSet(file.choose()) # citirea fisierului FASTA cu secventele de interes
mclr
A DNAStringSet instance of length 4
width seq

data(BLOSUMBO) # se introduc datele cu referire la matricea de substitutie
MC1R=AlignSegs(mclr,substitutionMatrix=BLOSUMS80) # alinierea secventelor
rezultat=BrowseSeqs(MC1R,highlight = 0)

Rezultatul alinierii se salveazi sub forma de fisier HTML. In Fig. 2.7 este prezentati alinierea

alelelor MC1R cu marcarea pozitiilor variabile.
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Fig. 2.7. Alinierea alelelor genei MC1R

Simularea digestiei cu enzime de restrictie si vizualizarea fragmentelor au fost realizate in
Rstudio cu utilizarea librariei SeQRFLP [98]. Acest pachet include diverse functii pentru lucrul
cu secventele de ADN si in special pentru simularea tehnicii RFLP in baza enzimelor de

restrictie selectate si a secventelor nucleotidice de interes.

2.2.3. Analiza filogenetica in baza secventelor de ADN

Analiza filogenetica si constructia arborilor filogenetici in baza datelor moleculare
necesita parcurgerea a mai multor etape precum: identificarea, obtinerea si alinierea secventelor;
generarea distantelor genetice; elaborarea filogeniei si estimarea calitatii arborelui filogenetic
etc. In cercetirile efectuate au fost utilizate secvente de ADN obtinute de la specimene de
microtine din Republica Moldova, precum si secvente identificate in GenBank [23, 110]. Analiza
bioinformatica a fost efectuata cu aplicarea metodei NJ (Neighbor Joining) [108] si a modelului
TN93 (Tamura si Nei, 1993) [131]. De asemenea a fost utilizat limbajul R [100] si urmatoarele
librarii: ape [93], adegenet [62], msa [13], ips [53], ggtree [148], ggplot2 [144], fields [32]. In
total au fost analizate 117 secvente tip FASTA. Fluxul de lucru a fost adaptat in urma studierii

mai multor surse [136, 139] si este prezentat mai jos.

> # accesarea librariilor
library(adegenet)
library(ape)
library(ggtree)
library(ggplot2)
library(ips)
library(msa)
library(fields)
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> seq <- readDNAStringSet(file.choose()) # citirea fisierului FASTA cu secventele de interes
al <- msa(seq)
bin <- as.DNADbin(al) # format DNADbin
dist <- dist.dna(bin, model = "TN93") # generarea distantelor conform modelului TN93
df <- as.data.frame(as.matrix(dist)) # construirea matricii distantelor
df <- dff, ncol(df):1]
png("Microtus_plot.png”, units="in", width=10, height=10, res=800)
image.plot(x=1:86, y=1:86, df, col=rev(heat.colors(100)), xaxt="n", yaxt="n", xlab="",
ylab=""legend.width=.4, legend.shrink=1, legend.lab="Distanta genetica",
horizontal=TRUE)
axis(side = 3, at = 1:86, lab = rownames(dna), las = 3, cex.axis = 0.5)
axis(side = 2, at = 86:1, lab = rownames(dna), las = 2, cex.axis = 0.5)
dev.off()
# construirea arborelui filogenetic
arbore <- nj(bin)
gga <- ggtree (arbore, cex = 0.8, aes (color=branch.length)) + scale_color_continuous
(high="lightskybluel', low="coral4’) + geom_tiplab (align=TRUE, size=2)
+ geom_treescale
(y =-5, color = "coral4", fontsize = 4)
plot <- msaplot (gga, bin, offset = 0.009, width=1, height = 0.5)
# estimarea calitatii filogeniei si calcularea indicelui cofenetic de corelatie
X <- as.vector (dist)
y <- as.vector(as.dist(cophenetic(arbore)))
plot (x, y, xlab = "Distanta originala", ylab = "Distanta in arborele filogenetic", pch = 20,
col = transp ("black"”, 0.1), cex = 3)
abline(Im(y ~ x), col = "red")
cor(x, y)"2
[1] 0.9902641

In scopul estimarii calitatii filogeniei se recomandi efectuarea testului de corelatie cofenetica.
Acesta se face de obicei intre setul de date cu distanta genetica originald si cel cu distanta
genetica generata din arbore (0 matrice cofeneticd). Cele douda matrici sunt apoi examinate
folosind testul Mantel [31]. Astfel, corelatia dintre matricea cofenetica si matricea originala
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estimeaza cat de bine reprezinta arborele filogenetic datele distantei genetice. Daca corelatia este
mare, atunci arborele reprezinta bine datele originale, iar in cazul in care corelatia este scazuta,
atunci arborele nu reprezinta fidel distanta genetici si este necesara constructia altuia. In jurnalul
Systematic Zoology, cercetatorul James Rohlf a sugerat cd un coeficient cofenetic de corelatie
(CCC) de peste 0,9 estimeaza o potrivire foarte buna, unul intre 0,8 si 0,9 — 0 potrivire buna,
intre 0,7 si 0,8 — potrivire slaba si pentru CCC < 0,7 — o calitate a filogeniei foarte slaba [106,
49].

2.2.4. Modelarea distributiei speciilor cu limbajul R

Pentru modelarea distributiei speciilor a fost utilizat algoritmul Bioclim si urmatoarele
librarii R [100]: raster [54], rgdal [12], dismo [55], XML[134] si maps[10]. De asemenea de pe
platforma online WorldClim au fost descarcate datele cu referire la variabilele bioclimatice [41].
Acestea reprezinta valorile lunare pentru temperatura minima, medie si maxima, precipitatii,
radiatia solard, viteza vantului, presiunea vaporilor de apa si precipitatiile totale. In total au fost
utilizate 19 variabile bioclimatice cifrate dupa cum urmeaza: BIO1, BIO2, BIO3, ...., BIO19.

Mai jos este prezentat fluxul de lucru in mediul R [63]:

> # accesarea librariilor
library(raster)
library(rgdal)
library(dismo)
library(XML)
library(maps)
# setarea directorului de lucru
setwd (choose.dir ("C:/Users/User/Desktop/Bioclim™))
rasters <- list.files (pattern=".tif") # crearea unei liste de fisiere cu extensiunea ".tif"
# combinarea rasterelor Intr-un singur fisier
stackrasters <- raster (rasters[1])
for (x in rasters) {stackrasters <- stack (stackrasters,raster(x))}
# decuparea rasterelor in limita coordonatelor geografice a Republicii Moldova
dec <- extent (26.5,30.5,45,49)
md <- crop (stackrasters, dec)
# citirea fisierului cu distributia cunoscuta a speciei cercetate

distr <- read.delim(file.choose())
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> # vizualizarea distributiei cunoscute
plot (distr$lon, distr$lat, xlim = ¢ (26.5,30.5), ylim = ¢ (45, 49), col = "red", pch = 19,
xlab = "Longitudine”, ylab = "Latitudine")
map (add=TRUE)
coord <- data.frame (distr$lon, distr$lat)
# modelarea distributiei
bio.mod <- bioclim (md, coord)
harta <- predict (bio.mod, md)
plot (harta, xlab="Longitudine", ylab="Latitudine")
map (add=TRUE)

In calitate de date de intrare pentru modelarea distributiei sarpelui cu patru linii risaritean si a
viperei de stepa au fost utilizate coordonatele asociate prezentei cunoscute a acestor specii.
Determinarea altitudinii (metri) in baza coordonatelor geografice a fost realizatd cu utilizarea
pachetului raster [54], iar coeficientul de corelatie — calculat cu aplicarea functiei biserial.cor()
din libraria Itm [105].

2.2.5. Limbajul R si mediul de dezvoltare RStudio

Limbajul R este o platforma gratuita de facilitati software pentru manipularea, analiza si
reprezentarea grafica a datelor [100] fiind considerat de multi cercetatori un instrument
fundamental pentru cercetarile biologice. Mediul de programare R a fost propus in 1993 de catre
Ross Thaka si Robert Gentleman si a inceput sa devina popular in domeniul biologiei datoritd
proiectului Bioconductor care furnizeaza diverse pachete de analiza a datelor biologice [44, 57].
Proiectul isi propune sa faciliteze cercetarea interdisciplinara, dezvoltarea rapida a software-ului
stiintific si colaborarea intre utilizatori. In prezent R se afld in primele 10 cele mai populare
limbaje de programare din lume, iar comunitatea sa a produs zeci de mii de extensii si librarii
[45]. De asemenea acesta este unul dintre cele mai utilizate limbaje de programare in
bioinformatica permitand manipularea unor seturi foarte mari de date. Seturile de date create si
manipulate in R sunt cunoscute sub denumirea de obiecte si pot fi de tip vector, matrix, factor,
dataframe, s.a., iar functiile de baza oferite permit vizualizarea continutului, structurii si
dimensiunii oricdrui obiect. Colectia de obiecte existente in timpul procesului de lucru se
numeste spatiu de lucru (workspace) iar obiectele create in timpul unei sesiuni R pot fi stocate
permanent intr-un fisier pentru sesiuni viitoare. Scopul de baza al manipularii obiectelor este de a

extrage informatii utile si cunostinte (Smart data) din date brute si oportunistice (raw data).
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Datele importate pot fi din mai multe surse si de mai multe tipuri: fisiere TXT, CSV, VCF, format
FASTA, ecoPCR si alte formate de date specifice. In ceea ce priveste fisierele de tip text, R poate
citi direct fisiere clasice, delimitate de caractere intr-un obiect de tip matrix sau dataframe. Una
din filozofiile de baza de care se ghideaza comunitatea R este de a oferi o functie pentru fiecare
metodd matematica existentd. Conceptual, functionalitatea limbajului R poate fi impartita in trei
clase care pot rezuma rolul acestuia in bioinformatica si data science in general: interactiunea
datelor, analiza, vizualizarea rezultatelor [45]. In afard de consola de baza incorporati, utilizatorii
R pot beneficia de diverse IDE-uri (Integrated Development Environments — Medii Integrate de
Dezvoltare) in scopul de a analiza, testa si manipula mai eficient datele. Acestea sunt concepute
pentru a ajuta si asista utilizatorul in privinta scrierii liniilor de cod, vizualizarii facile a
variabilelor si librariilor incarcate in memorie, accesarii paginilor de ajutor etc. RStudio [167]
este unul dintre cele mai populare medii de dezvoltare R fiind lansat ca IDE specific limbajului R
insa ulterior evoluand spre un mediu bilingual axat pe R si Python. R mentine in prezent si
probabil va mentine si pe viitor o nisda dominantd in domeniul bioinformaticii furnizand librarii si

functii de mare ajutor pentru analiza datelor biologice [45].

2.3. Metode de biologie moleculara

In cadrul cercetirilor efectuate au fost utilizate mai multe instrumente si tehnici
experimentale de laborator unele dintre care in premiera pentru tara noastra. Astfel, pentru prima
data in Republica Moldova a fost utilizat instrumentul multifunctional Bento Lab [155] care

permite extragerea, amplificarea si vizualizarea ADN-ului (Fig. 2.8).

Fig. 2.8. Dispozitivul Bento Lab din cadrul Centrului de

Cercetare a Faunei Terestre, Institutul de Zoologie
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Acest dispozitiv portabil combina cele mai importante echipamente necesare pentru realizarea
unei reactii de PCR si include o microcentrifuga cu viteza variabila intre 3000 si 13500 rpm, un
termociclor, caseta pentru electroforeza, bloc de alimentare incorporat si transiluminator.
Deoarece acidul dezoxiribonucleic este o moleculd fundamentala pentru toate sistemele
biologice, cercetarea diversitatii speciilor necesitd studii genetice si aplicarea metodelor de
biologie molecularad. Dincolo de extragerea, amplificarea si vizualizarea ADN-ului, masurarea si
cuantificarea informatiei genetice in studiul biodiversitatii urmareste identificarea indivizilor,
speciilor, populatiilor, unitatilor de conservare precum si detectarea zonelor hibride si a fluxului

de gene straine in diferite comunitati faunistice.

2.3.1. Extragerea ADN-ului genomic

In scopul purificirii ADN-ului au fost utilizate doud kituri: GeneJET Genomic DNA
Purification Kit [135] de la producatorul Thermo Fisher Scientific si Dipstick DNA Extraction
Kit [158] de la Bento Lab. Primul protocol de extractie are la baza tehnologia de purificare pe
coloane si permite obtinera unui ADN de calitate inaltad din diferite tipuri de tesuturi precum
organe interne, muschi, piele, coada, sange etc. Procedura de izolare decurge in mai multe etape

prezentate in Fig. 2.9.

Omogenizarea materialului biologic N Transferul lizatului pe coloanele de
purificare. Centrifugare

Digestia cu proteinaza K

Prima spalare. Wash Buffer 1

Incubarea in termobloc la 56 °C

A doua spalare. Wash Buffer 11
Incubarea cu ARN-aza A

Eluarea ADN-ului genomic
Liza probelor

l Stocarea ADN-ului pentru aplicatii
Mixarea cu etanol de 50% — ulterioare

Fig. 2.9. Etapele de izolare a ADN-ului dupi protocolul
GeneJET Genomic DNA Purification Kit
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In ce priveste protocolul Dipstick DNA Extraction Kit punctul forte este extractia rapida si costul
redus. Avand un cost redus aceasta metoda poate fi uneori o alternativa metodei de extragere pe
coloane. Totusi cantitatea totala de ADN extras este foarte mica si nu poate fi utilizata in
aplicatiile care necesita concentratii mari de ADN. Protocolul Dipstick nu necesita echipamente
precum termobloc, vortex sau centrifuga si a fost publicat in 2017 de catre Zou si colab. [151],
fiind observat faptul cd hartia din celulozd permite captarea rapidda a ADN-ului precum si

spalarea acestuia de inhibitori. Etapele de realizare sunt prezentate in Fig. 2.10.

Amestecul probelor cu solutie de extractie

!

Strivirea materialului biologic cu un pistil.
Spalarea si extragerea ADN-ului
cu benzi dipstick

!

Introducerea benzilor dipstik in amestecul
de amplificare sau in solutie tampon

Fig. 2.10. Etapele de izolare a ADN-ului dupi protocolul Dipstick DNA Extraction

Pentru eficientizarea metodei Dipstik ar putea fi necesare proceduri suplimentare de liza celulara
st de eliminare a impuritatilor care pot contribui semnificativ la obtinerea unui ADN de calitate
si la reducerea inhibitorilor de amplificare din amestec. De asemenea, una din principalele
provocdri asociate acestui protocol este cantitatea limitatd de ADN extras dintr-o proba

biologica.

2.3.2. Amplificarea ADN-ului

Reactia de polimerizare in lant a fost realizatd la compartimentul pentru PCR al
instrumentului Bento Lab cu utilizarea urmatoarelor kit-uri: Thermo Scientific DreamTaq Green
PCR Master Mix (2X) si AmpliTag Gold 360 Master Mix. Ambele sunt amestecuri gata de
utilizare ce contin ADN polimeraza, solutie tampon, MgCl2 si patru tipuri de
dezoxiribonucleotide (dATP, dCTP, dGTP si dTTP). Suplimentar, amestecul DreamTaq contine
doua tipuri de coloranti si un reagent de densitate care permit incarcarea directa a ampliconilor
pe gel. Colorantii din amestec nu afecteaza performanta reactiei de PCR si sunt compatibili cu
operatiuni ulterioare precum secventierea sau fragmentarea cu enzime de restrictie. Cel de

culoare albastra migreaza in gelul de agaroza de 1% impreuna cu fragmentele de ADN de 3-5 kb,
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lar cel galben in tandem cu secventele oligo scurte de 10 pb. Amestecul AmpliTag Gold este
destinat pentru un spectru larg de aplicatii, se recomanda pentru protocoalele in care este utilizat
ADN-ul degradat si poate amplifica fragmente de pand la 5 kb. Comparativ, DreamTagq,
genereaza ampliconi de pana la 6 kb in cazul ADN-ului genomic si 20 kb in cazul ADN-ului
viral. Se recomanda de a fi utilizat in tehnici de genotipare, clonare etc. Acest amestec a fost
utilizat atat pentru testarea in vitro a acoperirii taxonomice a noilor primeri, cat si pentru
genotiparea mistretului. Atat in cazul testdrii primerilor, cat si pentru genotiparea Sus scrofa
volumul de reactie a fost optimizat fiind redus la jumatate. Ambele amestecuri, DreamTaq si
AmpliTaq Gold, au fost utilizate pentru evaluarea capacitatii de amplificare a ADN-ului extras
dupa protocolul Dipstick DNA Extraction. Din primerii procurati sub forma de pulbere liofilizata
au fost obtinute solutii stoc de 100 uM, acestea fiind la randul lor diluate la 10 uM pentru
crearea solutiilor de lucru. Programele de amplificare si componenta volumului de reactie sunt

prezentate in tabelele 2.5, 2.6 si 2.7.

Tabelul 2.5. Componenta volumului de reactie pentru realizarea PCR-ului

Component DreamTaq Green PCR AmpliTaqg Gold 360
Master Mix (2X) Master Mix
Master Mix 12,5 uL 12,5 uL
360 GC Enhancer - 2,5uL
Forward primer (conc. 10 uM ) 0,5uL 1uL
Reverse primer (conc. 10 uM ) 0,5 uL 1uL
Proba ADN 3uL 3uL
H20 nuclease-free 8,5 uL 5uL
Volum total 25 uL 25 uL

Tabelul 2.6. Programul de amplificare pentru DreamTaq Green PCR Master Mix (2X)

) Numarul de
Etapa Temperatura (°C) Timpul ) ]
cicluri
Denaturarea initiala 95 3 min 1
Denaturarea 95 30s
35*
. o 45*
Alinierea primerilor 30s 30**
61**
40***
Extensia 72 1 min
Extensia finala 72 10 min 1

57




* - Realizarea PCR-ului cu primerii Met-12S

** - Realizarea PCR-ului pentru amplificarea genei MCIR la mistret a fost realizatd cu primerii:
AGTGCCTGGAGGTGTCCATTCCC (forward)
CGTAGATGAGGGGGTCCACGATGGA (reverse) [34]

*** . Realizarea PCR-ului cu ADN izolat dupa protocolul Dipstick DNA Extraction

Tabelul 2.7. Programul de amplificare pentru AmpliTaq Gold 360 Master Mix

] Numairul de
Etapa Temperatura (°C) Timpul ] ]
cicluri
Denaturarea initiala 95 8 min 1
Denaturarea 95 30s
Alinierea primerilor 61 30s 40
Extensia 72 1 min
Extensia finala 72 7 min 1

Temperatura de aliniere a primerilor a fost calculata si ajustata in baza temperaturii de topire cu

ajutorul calculatorului platformei New England Biolabs [86].

2.3.3. Electroforeza pe gel de agaroza si vizualizarea rezultatelor de amplificare

Electroforeza pe gel de agaroza este o forma de electroforeza utilizatd pentru separarea
fragmentelor de ADN 1in baza dimensiunii acestora. Astfel, la aplicarea campului electric
moleculele de ADN avand sarcind negativa migreaza prin porii gelului de agaroza dinspre
capatul Tncdrcat negativ (catod) spre cel Incarcat pozitiv (anod), fragmentele mai mici migrand
mai repede. Etapele de realizare a electroforezei ADN-ului sunt:

1. Montarea cutiei pentru electroforeza si prepararea gelului

In cercetirile efectuate a fost utilizat gel de agarozi de 1% la care dupa incilzire s-a
adaugat 2 pL (1 pL la 10 mL) solutie agent de intercalare GelGreen. Acesta se leagda de
moleculele de ADN si permite vizualizarea benzilor intr-un camp UV. In comparatie cu Etidium
Bromidul, GelGreen-ul are o masa moleculara mare care nu-i permite traversarea membranelor
celulare. Acest lucru 1i ofera avantajul de a fi non-toxic si non-mutagenic insa viteza de migrare
prin gel este mai mica (viteza de migrare a ADN-ului va fi de asemenea influentatd de
concentratia agarozei si rezolutia gelului). Solutia de agaroza cu agent de intercalare se adauga in
cutia pentru electroforeza si se lasda (aprox. 30 min) la temperatura camerei pand la intdrirea
gelului. Dupa solidificare se adauga buffer 0,5 x TBE astfel incat volumul solutiei sa acopere

toatd suprafata gelului.
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2. Incdrcarea probelor
In cazul utilizarii ampliconilor obtinuti cu mastermixul DreamTaq Green PCR (2X)
acestia se Incarca direct (aprox. 8-10 pL per proba) intrucat deja contin colorant. Pentru
ampliconii rezultati in urma utilizarii AmpliTag Gold 360 Master Mix la 8 pL de proba se adauga
2 uL colorant (6X DNA Loading Dye) dupi care probele se incarcd pe gel. In scopul evaluarii
dimensiunii ampliconilor intr-un buzunaras se adauga 8-10 uL GeneRuler 50bp DNA Ladder.
Acesta permite determinarea dimensiunii ADN-ului dublu catenar intre 50 si 1000 pb.
3. Conectarea cutiei la sursa de alimentare si lansarea electroforezei
Separarea fragmentelor se efectueaza la o tensiune de 50V timp de aprox. 40-50 min dupa

care bufferul se varsa si se vizualizeaza benzile electroforetice (Fig. 2.11).

Fig. 2.11. Vizualizarea gelului la dispozitivul Bento Lab

Analiza rezultatului electroforezei s-a efectuat in camp UV, la transiluminatorul Bento Lab, cu
utilizarea unei hote speciale pentru obtinerea imaginilor (Gel Imaging Hood). Aceasta poate fi

utilizatd inclusiv pentru fotografierea gelului cu telefonul mobil.

2.3.4. Fragmentarea ampliconilor cu enzime de restrictie

Polimorfismul lungimii  fragmentelor de restrictie (Restriction fragment length
polymorphism - RFLP) este o tehnicd moleculara care permite distingerea intre secventele de
ADN omoloage (secvente care deriva din aceeasi gena ancestrald si au origine evolutiva
comund) in scopul identificarii indivizilor, populatiilor, speciilor, formelor hibride etc. Pentru
digestia alelelor genei MC1R la specia Sus scrofa, cu enzimele de restrictie BspHI si BstUI a fost

aplicat urmatorul protocol de lucru:
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1. Formarea amestecului de reactie.
- produs PCR — 10 pL;
- apa nuclease free — 18 uL;
- 10X Buffer O pentru BspHI si 10X Buffer R pentru BstUI — 2 pL;
- enzima BspHI (10 U/uL) sau BstUI (10 U/uL) — 1-2 pL.
2. Se amesteca incet, spin down pentru cdteva secunde.
3. Se incubeaza la 37°C pentru 1-16 ore.
Site-uri de digestie:
- BspHI
5..T*CATGA...3'
3"..AGTAC'T... &'

- BstUI
5..CG*CG...3’
3"...GC*GC... 5’

BspHI poate fi inactivata termic prin incubare la 80°C timp de 20 min, iar BstUI — 65°C timp de
20 min.

2.3.5. Secventierea ADN-ului

Secventierea ADN-ului se referd la determinarea succesiunii nucleotidelor in molecula
de ADN. Fiind una dintre cele mai mari realizdri ale epocii moderne, secventierea materialului
genetic permite studierea organismelor vii prin descifrarea anumitor regiuni genomice sau a
intregului genom ceea ce permite gasirea raspunsurilor la multe intrebari de ordin biologic.
Secventierea genei CYTB a probelor de microtine din Republica Moldova a fost realizata prin
tehnologia Sanger la Institutul de Ecologie si Evolutie a Universitatii din Berna, Elvetia.

Secventierea Sanger. Denumita si metoda de secventiere prin terminarea lantului (chain
termination method) Sanger este o metoda de secventiere de prima generatie propusa de catre
laureatul premiului Nobel, Frederick Sanger si colegii sai in anul 1977 [109]. Metoda decurge
printr-un proces de incorporare selectiva a dideoxinucleotidelor (ddNTP) de catre ADN
polimerazd in timpul replicarii in vitro a ADN-ului, acestea inducand stoparea sintezei si
terminarea lantului nucleotidic. Dupa denaturare, la ADN-ul monocatenar se aliniazd primeri
specifici, noua catena fiind elongata cu utilizarea dNTP-urilor si a unei cantitati mici de ddNTP
pentru fiecare tip de nucleotid. Secventa se va extinde n baza incorporarii ANTP-urilor pana la
atasarea unui ddNTP. Deoarece atat deoxi- cat si dideoxinucleotidele au sanse egale de a se
atasa, sinteza secventelor se va termina la diferite lungimi. Fiecare ddNTP include un marker

fluorescent care este detectat in mod automat de catre aparatul de citire a intensitatii de
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fluorescentd si transformat in semnal de culoare. Prin conventie adenina declanseaza semnal
fluorescent verde, timina — rosu, guanina — negru si citozina — albastru. Secventierea Sanger
reprezintd standardul de aur pentru identificarea SNV-urilor si insertiilor/deletiilor mici fiind 0
metoda precisd si cost eficientd pentru citirea unor regiuni mici a genomului (ex. secventierea
unei singure gene). De asemenea, aceasta este pe larg utilizata in scopul validarii rezultatelor
NGS.

Secventierea de generatia urmatoare prin tehnologia lllumina. Secventierea de generatie
urmatoare (Next Generation Sequencing - NGS) este o tehnologie de secventiere masiv paralela,
care ofera un randament inalt si o vitezd mare de analizd a secventelor. NGS permite
secventierea a milioane de fragmente de ADN in paralel si este utilizata atat pentru determinarea
succesiunii nucleotidelor in iIntregul genom, cat si in regiuni tintite. Aceastd tehnologie a
revolutionat stiintele biologice, permitdnd laboratoarelor din Intreaga lume sa realizeze o mare
varietate de aplicatii si sa studieze aprofundat sistemele biologice la nivel molecular.
Secventierea de generatie urmatoare Illumina utilizeaza amplificarea clonala si secventierea prin
chimie de sinteza (sequencing by synthesis, SBS) identificand simultan nucleotidele, in timp ce
le incorporeazd intr-un lant de acid nucleic. Primul pas in realizarea secventierii tine de
prepararea bibliotecilor genomice si implica procesarea probelor astfel incat sa fie compatibile
cu secventiatorul. Bibliotecile de secventiere de obicei sunt create prin fragmentarea ADN-ului si
adaugarea adaptorilor la ambele flancuri. In cazul tehnologiei de secventiere Illumina adaptorii
contin secvente suplimentare care permit legarea fragmentelor de ADN la celula de flux (flow
cell). De asemenea in timpul procesului de legare a adaptorilor pot fi addugate secvente unice de
indexare numite barcoduri care servesc pentru distingerea intre probe. Urmatoarea etapa a
procesului de secventiere tine de incarcarea bibliotecilor in celula de flux si plasarea acesteia in
secventiator. In timpul SBS nucleotidele modificate chimic (marcate fluorescent) se leagi de
catena matritd de ADN confrom principiului complementaritatii. Dupd legarea fiecarei
nucleotide se emite un semnal fluorescent care indica asupra tipului de nucleotida care a fost
adaugata. Analiza, vizualizarea si interpretarea datelor NGS se realizeaza cu softuri speciale
(Ilumina Connected Analytics, MiSeq Reporter, Sequencing Analysis Viewer etc.) [164].

Tehnologiile NGS au imbunatitit considerabil capacitatea cercetdtorilor de a secventia
barcoduri si metabarcoduri moleculare cu o acuratete ridicata, cu toate acestea, una dintre
limitarile acestora este faptul ca pot fi aplicate doar in laboratoare performante specializate.
Dezvoltarea secventiatorului MinlON de catre Oxford Nanopore Technologies a materializat
rapid conceptul de secventiere portabild aceastd tehnologie fiind numitd si secventiere de

generatia a treia (Third Generation Sequencing). Lansarea sa a deschis noi perspective atat in ce

61



priveste dimensiunile compacte si portabilitatea cat si capacitatea de a genera date in timp real
[80]. In ultimii ani secventierea Nanopore a fost aplicatd nu doar in laboratoare specializate ci si
in cele mai diverse medii precum Statia Spatiald Internationala [18] sau chiar largul marii [21].
Secventierea portabilda in scopul identificarii speciilor si cercetarii biodiversitatii raméane a fi
limitatd in aplicare intrucat este limitat numarul probelor care pot fi analizate simultan (de obicei
mai putin de 10 probe). Totusi, un studiu recent care a urmarit utilizarea dispozitivului portabil
Bento Lab si a tehnologiei Nanopore pentru identificarea in situ a speciilor din fauna marina a
demonstrat posibilitatea de a secventia in largul marii 32 probe simultan cu o acuratete de 99,9%
[21]. Metabarcodarea ADN-ului cu secventiatorul Minion (Tehnologia Oxford Nanopore) care
are un pret de achizitie scazut si este relativ simplu 1n utilizare ar putea permite obtinerea datelor

moleculare in timpi rapizi si fara nevoia unui laborator sofisticat de biologie moleculara [140].
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2.4. Concluzii la capitolul 2

. Pentru realizarea cercetarilor propuse au fost utilizate atat instrumente bioinformatice,
tehnici de biologie moleculara cat si activitati in teren.

. Analiza si procesarea datelor a fost efectuata in terminalul Ubuntu si limbajul R (mediul
RStudio). Fluxul de lucru si liniile de cod prezentate in capitol au fost optimizate si
adaptate necesitatilor studiului. Limbajul R a fost utilizat pentru realizarea mai multor
obiective ale lucrarii precum evaluarea primerilor, digestia in silico a secventelor de
ADN, analiza filogenetica si modelarea distributiei speciilor.

. In scopul testarii in vitro a acoperirii taxonomice a primerilor pentru metabarcodare,
digestiei cu enzime de restrictie si secventierii genei CYTB au fost prelevate diferite
probe de material biologic.

. Probele de tesut au fost prelevate de la animale moarte identificate sporadic sau vanate
(in cazul pasarilor si mamiferelor mari) si de la animale capturate in capcane (in cazul
mamiferelor mici). Speciile de amfibieni si reptile au fost capturate manual. Tipurile de
tesut prelevat au variat in functie de specie si starea animalelor (de la piele si muschi pana
la organe interne). Dupa prelevare probele de tesut au servit in calitate de material pentru
extragerea ADN-ului.

. 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 si
electroforeza pe gel de agaroza. Pentru prima datd in Republica Moldova a fost utilizat
instrumentul mobil Bento Lab pentru extragerea, amplificarea si vizualizarea ADN-ului.
Secventierea a fost realizata prin tehnologia Sanger la Institutul de Ecologie si Evolutie a

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

3.1. Abordari bioinformatice

3.1.1. Determinarea tuturor speciilor de vertebrate terestre din Moldova

care au mitogenom secventiat inclus in baza de date globali RefSeq

Pana in prezent au fost identificate 174 specii de vertebrate terestre care fac parte din
fauna Republicii Moldova si au mitogenomul inclus in baza de date globalda RefSeq (Anexa 1).
Acestea cuprind: 127 specii de pasari, 38 specii de mamifere, 5 specii de amfibieni si 4 specii de
reptile. Trebuie mentionat ca in studiu au fost incluse si unele specii de pasaj, cu prezenta incerta
si aparitie accidentald/sporadica precum Limosa lapponica, Stercorarius parasiticus sau Larus
melanocephalus [165]. Colectia care cuprinde 174 genomuri mitocondriale de referinta a fost
creata sub forma de fisier GenBank (*.gb), cu ajutorul platformei NCBI si in urma verificarii
individuale a tuturor speciilor de vertebrate terestre inregistrate in Republica Moldova (337 la
numar). Dintre acestea 237 reprezinta specii de pasari (BirdLife International) [156], 72 — specii
de mamifere (com. pers. V. Nistreanu), 14 — specii de reptile si alte 14 — specii de amfibieni
(com. pers. V. Turcanu). In Tabelul 3.1 sunt prezentati taxonii care au genom mitocondrial
secventiat inclus in baza de date RefSeq, denumirea in limbile roméana si latina, precum si clasa

din care acestia fac parte.

Tabelul 3.1. Speciile de vertebrate terestre din

Republica Moldova care au mitogenom in RefSeq

N/o | Denumirea speciei in latind | Denumirea speciei in romani Clasa

1 Accipiter gentilis Uliu porumbar Aves

2 Accipiter nisus Uliu pasarar Aves

3 Acrocephalus scirpaceus Lacar de stuf Aves

4 Aix galericulata Rata mandarin Aves

5 Alauda arvensis Ciocarlie de camp Aves

6 Alcedo atthis Pescarus albastru Aves

7 Anas acuta Rata sulitar Aves

8 Anas clypeata Rata lingurar Aves

9 Anas crecca Rata mica Aves
10 Anas platyrhynchos Rata mare Aves
11 Anguis fragilis Néaparca Lepidosauria
12 Anser albifrons Garlita mare Aves
13 Anser anser Gascd de vara Aves
14 Apodemus agrarius Soarece vargat de camp Mammalia
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15 Apodemus sylvaticus Soarece de padure Mammalia
16 Apus apus Drepnea neagra Aves
17 Aquila chrysaetos Acvila de munte Aves
18 Aquila heliaca Acvild imperiala Aves
19 Ardea cinerea Starc cenusiu Aves
20 Ardea purpurea Starc rosu Aves
21 Arenaria interpres Pietrus Aves
22 Asio flammeus Ciuf de camp Aves
23 Asio otus Ciuf de padure Aves
24 Aythya ferina Rata cu cap castaniu Aves
25 Aythya fuligula Rata motata Aves
26 Bombina bombina Izvoras cu abdomen rosu Amphibia
27 Bombina variegata Izvoras cu abdomen galben Amphibia
28 Bombycilla garrulus Matasar Aves
29 Botaurus stellaris Buhai de balta Aves
30 Bubo bubo Bufnita mare Aves
31 Bubulcus ibis Starc de cireada Aves
32 Buteo buteo Sorecar comun Aves
33 Buteo lagopus Sorecar incaltat Aves
34 Calidris pugnax Bataus Aves
35 Canis lupus Lup cenusiu Mammalia
36 Capreolus capreolus Caprioara Mammalia
37 Carduelis spinus Scatiu Aves
38 Cecropis daurica Randunica roscata Aves
39 Cervus elaphus Cerb comun Mammalia
40 Cervus nippon Cerb patat Mammalia
41 Charadrius alexandrinus Prundaras de saratura Aves
42 | Chroicocephalus ridibundus Pescarus razator Aves
43 Ciconia ciconia Barza alba Aves
44 Ciconia nigra Barza neagra Aves
45 | Coccothraustes coccothraustes Ciresar Aves
46 Columba livia Porumbel de stanca Aves
47 Corvus corax Corb comun Aves
48 Corvus cornix Cioara griva Aves
49 Corvus frugilegus Cioara de semanatura Aves
50 Cricetulus migratorius Grivan cenusiu Mammalia
51 Cricetus cricetus Harciog Mammalia
52 Cygnus columbianus Lebada mica Aves
53 Cygnus cygnus Lebada de iarna Aves
54 Cygnus olor Lebada de vara Aves
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55 Delichon urbicum Lastun de casa Aves
56 Dendrocopos leucotos Ciocanitoare cu spate alb Aves
57 Dendrocopos major Ciocanitoare pestrita mare Aves

58 Egretta garzetta Egreta mica Aves
59 Eremophila alpestris Ciocarlie urecheata Aves
60 Falco cherrug Soim dunarean Aves
61 Falco columbarius Soim de iarna Aves
62 Falco naumanni Vanturel mic Aves
63 Falco peregrinus Soim calator Aves
64 Falco subbuteo Soimul randunelelor Aves
65 Falco tinnunculus Vanturel rosu Aves
66 Felis silvestris Pisica salbatica Mammalia
67 Ficedula albicollis Muscar gulerat Aves
68 Fringilla coelebs Cinteza Aves
69 Fringilla montifringilla Cinteza de iarna Aves
70 Fulica atra Lisita Aves
71 Gallinula chloropus Gainusa de balta Aves
72 Garrulus glandarius Gaita Aves
73 Gavia stellata Cufundar mic Aves
74 Gelochelidon nilotica Pescarita razatoare Aves
75 Grus grus Cocor Aves
76 Haematopus ostralegus Scoicar Aves
77 Haliaeetus albicilla Codalb Aves
78 Himantopus himantopus Piciorong Aves
79 Hirundo rustica Réndunica Aves
80 Jynx torquilla Capintortura Aves

81 Lacerta agilis Soparla cenusie Lepidosauria
82 Lacerta viridis Soparla verde Lepidosauria
83 Lepus europaeus Iepure de camp Mammalia
84 Limosa lapponica Sitar de mal nordic Aves
85 Loxia curvirostra Forfecuta Aves
86 Mareca penelope Rata fluieratoare Aves
87 Mareca strepera Rata pestrita Aves
88 Martes foina Jder de piatra Mammalia
89 Martes martes Jder de padure Mammalia
90 Meles meles Bursuc Mammalia
91 Mergus merganser Ferestrag mare Aves
92 Micromys minutus Soarece pitic Mammalia
93 Microtus arvalis Soarece de camp Mammalia
94 Microtus levis Soarece rasdritean de camp Mammalia
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95 Milvus migrans Gaie neagra Aves
96 Motacilla alba Codobatura alba Aves
97 Motacilla cinerea Codobatura de munte Aves
98 Mus musculus Soarece de casa Mammalia
99 Muscardinus avellanarius Pars de alun Mammalia
100 Mustela erminea Hermelina Mammalia
101 Mustela eversmannii Dihor de stepa Mammalia
102 Mustela lutreola Nurca europeana Mammalia
103 Mustela nivalis Nevastuica Mammalia
104 Mustela putorius Dihor de padure Mammalia
105 Myotis bechsteinii Liliac cu urechi late Mammalia
106 Myotis myotis Liliac comun Mammalia
107 Neomys fodiens Chitcan de apa Mammalia
108 Netta rufina Rata cu ciuf Aves
109 Nucifraga caryocatactes Alunar Aves
110 Nyctalus noctula Liliac de amurg Mammalia
111 Nyctereutes procyonoides Caine enot Mammalia
112 Nycticorax nycticorax Starc de noapte Aves
113 Oenanthe isabellina Pietrar rasaritean Aves
114 Oenanthe oenanthe Pietrar sur Aves
115 Ondatra zibethicus Bizam Mammalia
116 Oriolus oriolus Grangur Aves
117 Otis tarda Dropie Aves
118 Otus scops Ciuf pitic Aves
119 Pandion haliaetus Uligan pescar Aves
120 Panurus biarmicus Pitigoi de stuf Aves
121 Parus major Pitigoi mare Aves
122 Passer domesticus Vrabie de casa Aves
123 Passer montanus Vrabie de camp Aves
124 Pelobates fuscus Broasca sapatoare bruna Amphibia
125 Perdix perdix Potarniche Aves
126 Periparus ater Pitigoi de bradet Aves
127 Phalacrocorax carbo Cormoran mare Aves
128 Phasianus colchicus Fazan Aves
129 Pica pica Cotofana Aves
130 Picus canus Ghionoaie sura Aves
131 Platalea leucorodia Lopatar Aves
132 Plecotus auritus Liliac urecheat brun Mammalia
133 Pluvialis squatarola Ploier argintiu Aves
134 Podiceps cristatus Corcodel mare Aves
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135 Poecile palustris Pitigoi sur Aves
136 Pyrrhula pyrrhula Mugurar Aves
137 Rallus aquaticus Cristel de balta Aves
138 Rana temporaria Broasca rosie de munte Amphibia
139 Rattus norvegicus Sobolan cenusiu Mammalia
140 Recurvirostra avosetta Cioc intors Aves
141 Regulus regulus Ausel cu cap galben Aves
142 | Rhinolophus ferrumequinum Liliac mare cu potcoava Mammalia
143 Sciurus vulgaris Veverita Mammalia
144 Scolopax rusticola Sitar de padure Aves
145 Sitta europaea Ticlean Aves
146 Sorex araneus Chitcan comun Mammalia
147 Stercorarius parasiticus Lup de mare mic Aves
148 Sterna hirundo Chira de balta Aves
149 Sternula albifrons Chira mica Aves
150 Streptopelia decaocto Gugustiuc Aves
151 Strix uralensis Huhurez mare Aves
152 Sturnus vulgaris Graur Aves
153 Sus scrofa Mistret Mammalia
154 Sylvia atricapilla Silvie cu cap negru Aves
155 Sylvia borin Silvie de zavoi Aves
156 Sylvia curruca Silvie mica Aves
157 Tachybaptus ruficollis Corcodel mic Aves
158 Tadorna ferruginea Califar rosu Aves
159 Tadorna tadorna Califar alb Aves
160 Talpa europaea Cartita Mammalia
161 Tringa erythropus Fluierar negru Aves
162 Tringa glareola Fluierar de mlastina Aves
163 Tringa nebularia Fluierar cu picioare verzi Aves
164 Tringa ochropus Fluierar de zavoi Aves
165 Tringa stagnatilis Fluierar de lac Aves
166 Tringa totanus Fluierar cu picioare rosii Aves
167 Triturus cristatus Triton crestat Amphibia
168 Turdus merula Mierla Aves
169 Turdus philomelos Sturz cantator Aves
170 Upupa epops Pupaza Aves
171 Vanellus vanellus Nagat Aves
172 Vespertilio murinus Liliac bicolor Mammalia
173 Vipera berus Vipera comuna Lepidosauria
174 Vulpes vulpes Vulpe Mammalia
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Baza de date RefSeq [91] este o colectic de secvente de referintd organizate, verificate,
nonredundante si de o calitate inaltd. Aceasta a fost creata si este actualizata continuu 1n baza
datelor de arhiva transmise si schimbate intre GenBank [23] din Statele Unite, biblioteca de date
EMBL [64] din Regatul Unit si banca de date genetice a Japoniei [132]. Cautarea a fost realizata
pentru fiecare specie in parte (337 cautdri) utilizandu-se urmatoarea formula ,, Denumirea speciei
in latind[orgn] mitochondrion genome”. Filtrarea rezultatelor cautarii s-a efectuat pentru baza de
date sursa (RefSeq) si compartimentul genetic de interes (mitochondrion). Colectia de
mitogenomuri a fost salvata in format GenBank (full) si corespunde la 174 specii, 131 genuri, 62
familii, 26 ordine si 4 clase. Majoritatea speciilor sunt unicul reprezentant al genului lor, iar

secventele utilizate in procesul de lucru au fost adnotate, atribuindu-li-se un anumit taxid.

3.1.2. Compararea in silico a primerilor universali

utilizati pentru identificarea vertebratelor

Primerii universali se utilizeaza pentru amplificarea ADN-ului provenit de la un grup de
organisme mai mult sau mai putin apropiate taxonomic si care are secvente conservate pentru
legarea acestor primeri. in scopul testarii performantei de a fi utilizati in studii de metabarcodare
a fost efectuata testarea in silico si compararea gradului de conservare, a 2 perechi de primeri
universali utilizati pentru identificarea speciilor de vertebrate. Prima pereche (Kitano-16S) a fost
propusa in anul 2006 de catre Takashi Kitano si colaboratorii in calitate de primeri universali
pentru identificarea speciilor de vertebrate, in baza secventierii unei regiuni a ADN-ului
mitocondrial care codifica ARN-ul ribozomal 16S [66]. Pentru validarea acestora Kitano a inclus
in studiul sau 9 specii de mamifere, 9 specii de vertebrate non-mamaliene (pesti, amfibieni,
reptile, pasari) si doud specii de nevertebrate [66]. A doua pereche de primeri (12S-V5) tintesc
regiunea mitocondriala 128 si au fost creati de Tiayyba Riaz si colaboratorii in anul 2011 [104].
Acestia au fost validati cu utilizarea algoritmilor bioinformatici (ecoPrimers) si a abordarilor
experimentale de laborator [104].

Amplificarea in silico a fost realizata pentru 191 mitogenomuri de vertebrate terestre, 174
dintre care sunt parte a faunei Republicii Moldova. Rezultatele au scos in evidenta cd prima
pereche de primeri (Kitano-16S) reprezintd un grad de conservare mai mare comparativ cu cea
de-a doua (12S-V5). in figurile 3.1 si 3.2 sunt prezentate logourile de secvente (sequence logos)

rezultate In urma analizei celor doud perechi de primeri.
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Fig. 3.1. Logourile de secvente obtinute pentru perechea de primeri Kitano-16S:
a — forward primer (L2513) si b — reverse primer (H2714)
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Fig. 3.2. Logourile de secvente obtinute pentru perechea de primeri 12S-V5:
a —forward primer (12S-V5-F) si b — reverse primer (12S-V5-R)

In ce priveste acoperirea taxonomici a primerilor studiati perechea 12S-V5 a demonstrat
o performanta net superioara cu un indice Bc la nivel de specie de 0,9791 (97,91%) comparativ
cu perechea Kitano-16S ce a avut un rezultat de 0,2199 (21,99%). Numarul de nepotriviri per

primer este prezentat in Fig. 3.3.
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Fig. 3.3. Numairul de nepotriviri pentru perechile de primeri
Kitano-16S (stanga) si 125-V5 (dreapta)

Din figurd se observd ca perechea 12S-V5 prezintd un numar maxim de 2 nepotriviri
pentru ambii primeri in timp ce Kitano-16S un maximum de o singura nepotrivire pentru
primerul forward cu o lipsa totala a nepotrivirilor pentru majoritatea ampliconilor. Lungimea
metabarcodurilor (fard primeri) este Intre 96 si 106 bp pentru 12S-V5 si de aproximativ 200 bp
pentru Kitano-16S. Astfel, conform algoritmilor bioinformatici utilizati, metabarcodarea
speciilor de vertebrate terestre ar fi mai eficientd cu utilizarea primerilor universali 12S-V5.
Aceastd pereche va fi utilizata in cercetarile ulterioare pentru a fi comparata cu potentialii

primeri nou creati.

3.1.3. Designul si testarea in silico a primerilor

Lansarea algoritmului ecoPrimers cu utilizarea celor 174 mitogenomuri RefSeq a permis
identificarea mai multor perechi de primeri cu o dimensiune de 18 perechi de baze si o lungime a
metabarcodurilor (fard primeri) intre 80 si 150 bp. Au fost ignorate perechile cu o diferenta de
temperatura de topire intre primerii forward si reverse mai mare de 3°C, selectandu-Se 0 pereche
cu valoare dG optima (-0,83 kcal/mol) si cu o temperaturd de topire de 53,9 °C pentru primerul
forward (AAGGCGGATTTAGCAGTA) si 51,0 °C pentru reverse
(CACTTACCTTGTTACGAC). In termeni simpli, dG, reprezinti cantitatea de energie necesara
pentru a distruge complet o structura secundara a ADN-ului, iar temperatura de topire poate fi
definitd ca temperatura la care are loc denaturarea a jumatate din primerii prezenti in amestec.
Cu cat valorile dG sunt mai mici (valori negative), cu atat este mai mare cantitatea de energie
necesara pentru separarea catenelor de ADN in cazul formarii structurilor secundare (ex.

self/hetero dimeri sau structuri hairpin). Daca intr-o reactie de PCR primerii au valori dG foarte
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joase, cantitatea de energie necesard pentru distrugerea dimerilor creste iar temperaturile prea
ridicate pot perturba reactia. In general sunt acceptabile valorile mai mari de - 9 kcal/mol ideale
fiind cele de peste -6 kcal/mol. In cazul de fatd, conform instrumentului de analizd PrimerROC
[61], primerii obtinuti formeaza heterodimeri slabi cu o valoare dG foarte buna si nefiind in stare

sa afecteze buna desfasurare a reactiei de PCR (Fig. 3.4).

# Primer Dimer Report #

5> AAGGCGGATTTAGCAGTA »>3°

111
3'< CAGCATTGTTCCATTCAC <5

# End of Report #

Fig. 3.4. Valoarea dG a primerilor nou creati

Deoarece noua pereche de primeri amplifici o regiune a genei mitocondriale care
codificd ARNr 12S si a fost creatd pentru cercetari de metabarcodare, aceasta a fost denumita
provizoriu Met-12S (respectiv Met-12S-F pentru primerul forward si Met-12S-R pentru reverse).
In continuare, utilizind PCR-ul in silico, ne-am propus si determinim acoperirea taxonomica
(Bc), specificitatea (Bs) si gradul de conservare a noilor primeri in comparatie cu primerii
universali utilizati pentru metabarcodarea vertebratelor: 12S-V5-F si 12S-V5-R. Perechea 12S-V5
vizeaza regiunea mitocondriald ARNr 128 si prezinta o performantd bund in comparatie cu alti
primeri universali utilizati pentru identificarea speciilor de vertebrate [115]. Amplificarea in
silico a secventelor studiate cu primerii 12S-V5 si Met-12S a aratat ca perechea lui Riaz [104] are
un grad mai mare de conservare in comparatie cu noii primeri. in figurile 3.5 si 3.6 sunt

prezentate logourile de secvente rezultate in urma analizei celor doud perechi.
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() 12S-V5-F
S IA T IACA T CTCCTCTA T
T A G A A Cc A G G Cc T Cc C T C T A G

Forward primer

(b) 128-V5-R
i T T A G AT AGCGOGCCAGCTATG G C

Reverse primer
Fig. 3.5. Logourile de secvente obtinute pentru perechea 12S-V5:

a—forward (12S-V5-F) si b — reverse (12S-V5-R)

(a) Met-12S-F
i A A G G C G G AT T T AGCAGT A

Forward primer

(b) Met-12S5-R
i G A C T T ACOCT TG T T ACGAC

Reverse primer

Fig. 3.6. Logourile de secvente obtinute pentru perechea Met-12S:
a—forward (Met-12S-F) si b — reverse (Met-12S-R)

Astfel, se poate observa ca la capatul 3' tofi primerii au un grad ridicat de conservare. Un grad
mai scazut poate fi observat in prima pozitie a regiunii de flancare 5' a 12S-V5-F si, de asemenea,
in pozitiile 1, 2 ale capatului 5' al Met-12S-R. Numarul de nepotriviri per primer este prezentat in

figurile 3.7 si 3.8.
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Fig. 3.8. Numiirul de nepotriviri (stinga) si lungimea metabarcodurilor (dreapta)
pentru perechea de primeri 12S-V5

Se poate observa ca noua pereche prezintd un numar maxim de 2 nepotriviri pentru ambii primeri
in timp ce 12S-V5 - maximum o nepotrivire pentru primerul forward si doua pentru cel reverse.
Numarul de specii amplificate in silico poate fi crescut permitand mai mult de doud nepotriviri
per primer, totusi acest lucru poate duce la esuarea reactiei de PCR in vitro. Performanta
primerilor a fost evaluatd in baza a doi indici: Bc si Bs, care au demonstrat o performanta
superioara pentru perechea Met-12S, aceasta avand o acoperire taxonomica la nivel de specie de
98,28% (0,9828 x 100) (Tabelul 3.2) si o specificitate de 86,55% (0,8655 x 100) (Tabelul 3.3).
Respectiv, pentru perechea 12S-V5 a rezultat un Bc de 0,9770 (97,70%) si Bs — 0,5353 (53,53%).
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Tabelul 3.2. Acoperirea taxonomica pentru primerii Met-12S

rank ecopcr db procent (Bc index * 100)

regn 1 1 100
increngaturd 1 1 100
clasa 4 4 100
ordin 26 26 100

familie 60 61 98.36

gen 129 130 99.23

specie 171 174 98.28

Tabelul 3.3. Rezolutia taxonomica pentru primerii Met-12S

rank taxon_ok | taxon_total | procent (Bs index * 100)

regn 1 1 100
increngatura 1 1 100
clasa 4 4 100
ordin 26 26 100

familie 58 60 96.67
gen 125 129 96.9

specie 148 171 86.55

Astfel, conform algoritmului bioinformatic, noua pereche de primeri ce corespunde sistemului de
metabarcodare Met-12S (Anexa 2) prezintd acoperire taxonomica pentru 171 de specii din 174 si
identifica corect 148 specii din 171, in timp ce primerii universali 12S-V5 amplifica 170 din 174

si identifica 91 din 170. In Tabelul 3.4 sunt prezentate speciile pentru care primerii studiati nu au

acoperire taxonomica.

Tabelul 3.4. Specii care nu pot fi amplificate in silico

12S-V5

Met-12S

Grus grus

Haliaeetus albicilla

Lacerta viridis

Vipera berus

Ardea cinerea
Lacerta agilis

Sciurus vulgaris
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In scopul evaludrii in privinta amplificarii non-specifice a nevertebratelor au fost
descarcate si amplificate in silico genomurile mitocondriale RefSeq a 4618 specii de
nevertebrate. Astfel, amplificarea nespecifica a reprezentat 0,26 % ceea ce constituie 12 specii
din 4618 (4 specii de echinodermate si 8 specii de artropode). Toate cele 12 specii au
dimensiunea metabarcodului (fara primeri) intre 81 si 84 pb si nu fac parte din fauna Republicii
Moldova.

Pentru o performantd buna a sistemului de metabarcodare este necesar ca valorile Bc si
Bs sa fie cat mai mari, iar pentru a putea analiza ADN cu un grad mare de degradare este
recomandat ca lungimea maximd si medie a metabarcodurilor sd fie cat mai mica. Deoarece
ADN-ul de mediu de obicei este foarte degradat, se recomanda ca metabarcodurile sd aiba o
lungime mai mica de 150-170 pb. Acest lucru este important in special atunci cand pentru
monitorizarea diversitdtii speciilor se utilizeaza probe de materii fecale sau sol. Cum poate fi
observat in Fig. 3.7 lungimea noilor metabarcoduri (fara primeri) variaza de la 117 la 136 pb.

Este necesar de a mentiona ca in bazele de date publice pot fi intalnite multiple erori de
secventiere precum si alte ambiguitati, iar pentru a obtine o bund estimare a acoperirii
taxonomice si a puterii de rezolutie a primerilor este necesard o selectie atentd a secventelor de
referinta (ex: secvente din baza de date RefSeq). Rezultatele prezentate mai sus au fost obtinute
in baza cercetarilor in silico folosind secvente de inalta calitate disponibile in baza de date
RefSeq. De asemenea, a fost creatd o baza de date de referintd (Anexa 2) reprezentativa pentru
aceste secvente care ar putea fi utilizata in studiile viitoare de metabarcodare. Aceasta contine

cate o secventa per specie, astfel fiind reduse aspectele legate de suprareprezentare.

3.1.4. Fragmentarea RFLP in silico a alelelor genei porcine MC1R

Simularea bioinformatica a digestieit RFLP presupune utilizarea algoritmilor specializati
pentru anticiparea si analiza modelelor de fragmentare ale enzimelor de restrictie asupra
secventelor de ADN. Acest lucru oferd avantajul de a planifica experimentele si de a efectua
analize virtuale Tnainte de a lucra cu mostre reale de ADN 1in felul acesta economisind timp si
resurse. In cadrul cercetirilor efectuate, pentru realizarea analizei RFLP in silico, a fost utilizat
un algoritm bioinformatic care prezice fragmentarea alelelor genei MC1R porcine simuland
digestia secventelor de interes cu peste 700 enzime de restrictie [98]. Astfel, au fost identificate
mai multe enzime care au potentialul de a fi utilizate pentru genotiparea specimenilor de mistret
si pentru diferentierea intre hibrizi si liniile pure. In Fig. 3.9 este prezentati electroforegrama
obtinutd dupa simularea digestiei secventelor alelice studiate cu urmatoarele enzime de restrictie:

Ajil, BspHI, BstUI, Nspl, FnuDII, MhlI, PesI si TspDTI.
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3000 bp e 3000 bp s

Wild Boar Large White, Pietrain and Hampshire Breeds
1500 bpe===  Ajil BspHI BstUl Nspl FnuDIl Mhll Pcsl TspDTI 1500 bp === Ajil  BspHI BstUl Nspl FnuDIl Mhll Pcsl TspDTI

800 bp em— 800 bp e—
700 bp sm— 700 bp sm—
600 bp em— 600 bp e—

500 bp e = 500 bp s
400 bp - 400 bp

300 bp 300 bp

200 bp 200 bp

100 bp 100 bp

3000 bp s— 3000 bp em—

Duroc Breed Large Black and Meishan Breeds

1500 bp == Ajil BspHI BstUl Nspl FnuDIl Mhll Pesl TspDTI 1500 bp === Ajil BspHI BstUl Nspl FnuDIll Mhll Pcsl TspDTI

—_—— —_——
800 bp e 800 bp e
700 bp em— 700 bp e
600 bp e c— 600 bp e  cm—
500 bp e— - 500 bp s—

400 bp 400 bp
300 bp 300 bp

200 bp 200 bp

Fig. 3.9. Electroforegrama obtinuti in urma simulérii digestiei secventelor alelice MC1R
Enzime de restrictie utilizate — Ajil, BspHI, BstUI, Nspl, FnuDII, Mhll, Pcsl, TspDTI
Enzimele prezentate in figura de mai sus pot discrimina intre secvente dupa cum urmeaza:

1. Ajil, BspHI si TspDTI — digera doar alela EPD2;

2. BstUI, FnuDII si MhlI — digera toate alelele testate (paternul electroforetic variaza in

functie de genotip);

3. Nspl si Pcsl — disting intre ED1 si alte alele;

Teoretic, este de asteptat ca in Republica Moldova alela predominanta in fermele de porci
sa fie EPD2, prin urmare enzimele din prima categorie care ar putea discrimina Intre aceastd
alela si E+ de tip salbatic prezintd un interes sporit. Enzima Ajil (BmgBI) taie regiunile
CACNGTC, in timp ce BspHI digera situsurile T"CATGA, ambele enzime avand un optim de
temperatura de 37°C. Desi TspDTI discrimineaza prin producerea a doua benzi electroforetice la
alela E+ si trei la EPD2, are un cost mai mare, de aceea primele doud candidate par a fi mai

potrivite in aspect practic. Liniile pure ale raselor marele negru, Meishan si Duroc sunt probabil
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mai putin frecvente in fermele din Moldova insa hibrizii dintre rase ar putea fi cele mai
raspandite genotipuri. Enzimele din categoriile 2 si 3 prezintd interes pentru identificarea
indivizilor purtatori ai alelelor ED1 si e. Alte enzime de restrictie care pot fi utile pentru
identificarea variantelor MC1R sunt Bdal, BstNSI, Btrl, Ccil, Fatl, Pagl, Rcal, Sdul, Xcel.
Selectarea enzimelor pentru testarea ulterioara in vitro a fost realizata in baza analizei costurilor
acestora si a studierii protocoalelor experimentale. S-a constatat ca combinatia dintre BspHI si
BstUI a mai fost studiata in scopuri de genotipare a speciei Sus scrofa [34] si ambele enzime au
un cost redus. Astfel, acestea au fost selectate pentru testarea ulterioara in vitro in laboratorul de
biologie moleculara.

Rezultate bune pentru diferentierea intre hibrizi si liniile pure de mistret ar putea fi
obtinute numai prin selectia corecta a enzimelor de restrictie si prin combinarea lor. Acest lucru
ar contribui la obtinerea unor rezultate corecte si ar permite identificarea indivizilor heterozigoti.
Studiile de genotipare a mistretilor din Republica Moldova ar permite determinarea gradului de
hibridizare in cadrul populatiilor si ar contribui la elaborarea masurilor adecvate de conservare.
Se recomanda testarea enzimelor mentionate mai sus in laboratorul de biologie moleculara si
evaluarea in vitro a potentialului acestora de a fi utilizate in studiile de genotipare a speciei Sus
scrofa.

3.2. Testarea si analiza in laborator

3.2.1. Izolarea ADN-ului

In scopul testarii in vitro a acoperirii taxonomice pentru primerii Met-12S (evaluarea in
laborator a capacitatii acestora de a amplifica regiunile tintd a speciilor de vertebrate studiate) a
fost izolat ADN-ul a 26 specii de vertebrate terestre din Moldova dintre care 19 fac parte din lista

de specii in baza carora a fost creat noul sistem de metabarcodare (Tabelul 3.5).

Tabelul 3.5. Lista speciilor de la care a fost izolat ADN-ul genomic

Tipul de material biologic | Concentratia
Nr. Specia utilizat pentru izolarea ADN-ului A 260/280
ADN-ului izolat (ng/pl)
1 Apodemus agrarius Varf de coada 38,8 1,73
2 Apodemus flavicolis Ficat 90,3 1,91
3 Apodemus sylvaticus Ficat 67,1 1,75
4 Bufo bufo Piele 32,0 1,81
5 Buteo buteo Piele 62,5 1,79
6 Dendrocopos major Falange 74,3 1,94
7 Elaphe sauromates Varf de coada 59,5 1,86
8 Erithacus rubecula Falange, calamus 38,2 1,78
9 Lacerta agilis Varf de coada 75,6 1,70
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10 Lepus europaeus Muschi 40,9 1,85
11 Martes martes Muschi 26,7 1,76
12 Meles meles Piele 195,9 2,01
13 Microtus arvalis Tesut pulmonar 87,1 1,88
14 Microtus levis Varf de coada 57,4 1,80
15 Mus musculus Varf de coada 83,9 1,73
16 | Muscardinus avellanarius Muschi 32,8 1,89
17 Nyctalus noctula Ureche 71,0 1,92
18 Passer domesticus Falange 54,8 1,87
19 Plecotus auritus Ureche 60,1 1,84
20 Rana ridibunda Tampon bucal si de piele 16,5 1,94
21 Rana temporaria Tampon bucal si de piele 12,8 1,77
22 Sorex araneus Varf de coada 62,0 1,92
23 Spalax leucodon Piele 18,1 1,71
24 Sus scrofa Muschi 89,0 1,73
25 Talpa europaea Varf de coada 43,3 1,89
26 Vipera berus Fragmente de exuviu 22,6 1,65

Dupa extragere, concentratiile ADN-ului, precum i puritatea acestuia (raportul dintre
absorbanta la 260 si 280 nm) au fost determinate cu utilizarea spectrofotometrului NanoDrop
Lite, (Thermo Fisher Scientific). Histogramele cu distributia si frecventa datelor sunt prezentate
in Fig. 3.10.
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Fig. 3.10. Distributia datelor cu referire la concentratie (stinga) si frecventa

puritatii ADN-ului izolat (dreapta) de la cele 26 specii de vertebrate terestre
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Conform testului statistic Shapiro-Wilk distributia datelor este normala in cazul valorilor
cu privire la puritate si cu un caracter non-gaussian (p-value < 0,05) in cazul valorilor
concentratiei. Se observd ca cea mai mare densitate de probabilitate a valorilor concentratiei
ADN-ului se afla in intervalul 50 si 100 ng/ul (cu o medie de 58,2 si mediana — 58,45), iar
frecventa raportului de puritate — intre 1,7 si 1,8 (cu media 1,82 si mediana 1,83). Raportul
absorbantei la lungimile de unda 260 nm si 280 nm este un bun indicator al puritatii ADN-ului.
Se considera cd probele pentru care valorile acestui raport se afld intre 1,7 si 2,0 prezintd o
puritate acceptabila a acidului dezoxiribonucleic, 1,8 fiind o caracteristica a ADN-ului ,,pur”’. De
asemenea s-a observat ca in cazul fragmentelor de piele exfoliatd a reptilelor, precum si in
probele de tampon bucal si de piele prelevate de la amfibieni, concentratia ADN-ului a fost mai
joasd comparativ cu celelalte probe analizate. Nu s-a determinat o diferenta a puritatii ADN-ului
intre diferite tipuri de probe.

In ce priveste mostrele colectate pentru evaluarea in vitro a metodei de genotipare a
speciei Sus scrofa a fost extras ADN-ul genomic din 14 probe de mistret si 5 probe de porci
domestici. Cu o singurd exceptie, in toate cazurile pentru extragere s-a intrebuintat tesut
muscular. A fost utilizatd o singurd probd de fragmente de piele de mistret identificate in
Rezervatia Naturald Padurea Domneasca. S-au obtinut valori optime ale puritatii si concentratiei
in probe ceea ce a permis ulterior o amplificare eficienti. In Fig. 3.11 si Tabelul 3.6 sunt
prezentate datele cu referire la concentratia si puritatea ADN-ului extras dupd protocolul

GeneJET Genomic DNA Purification Kit.
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Fig. 3.11. Distributia datelor cu referire la concentratie (stinga)
si frecventa puritatii ADN-ului izolat (dreapta) din probele de Sus scrofa
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Tabelul 3.6. Concentratia si puritatea ADN-ului izolat

de la specimene de Sus scrofa

Nr. | specimen | _oreemratR AN sor2s0
ului izolat (ng/pl)
1 Mistret 31,67 1,84
2 Mistret 37,20 1,71
3 Mistret 27,03 1,66
4 Mistret 46,82 1,92
5 Mistret 70,89 1,87
6 Mistret 51,07 1,74
7 Mistret 62,36 1,89
8 Mistret 146,63 1,86
9 Mistret 56,46 1,70
10 Mistret 4575 1,93
11 Mistret 44,88 1,78
12 Mistret 77,75 1,72
13 Mistret 92,35 1,69
14 Mistret 11,48 1,97
15 Porc domestic 74,71 1,91
16 Porc domestic 110,50 1,85
17 Porc domestic 71,33 1,90
18 Porc domestic 55,48 1,81
19 Porc domestic 33,54 1,76

Concentratia minima a reprezentat 11,48 ng/ul (in cazul ADN-ului izolat din fragmente
de piele), valoare scazutd insa totusi acceptabild pentru realizarea reactiei de PCR. Maximul
concentratiei a fost de 146,63 ng/ul, iar picul densitatii de probabilitate (sansa ca o valoare sa

apard intr-un anumit interval) a concentratiei se afla in jurul valorii de 50 ng/ul. Mai multe

detalii statistice a datelor obtinute sunt prezentate in tabelul 3.7.
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Tabelul 3.7. Sumar statistic al datelor
cu referire la ADN-ul extras din probele de Sus scrofa
Concentratie (ng/nl)  Puritate (A 260/280)

Media 60,42 1,82

Mediana 55,48 1,84

Abaterea standard 0,09

Intervalul intercuartil (IQR) 31,98 0,17
Testul de normalitate Shapiro-Wilk Distributie normala Distributie normala

Cu scopul de a evalua utilitatea metodei Dipstick in genotiparea speciei Sus scrofa a fost
de asemenea realizata extragerea ADN-ului din 6 probe conform protocolului Dipstick DNA

Extraction Kit, acestea ulterior fiind amplificate cu doua master mix-uri diferite.

3.2.2. Testarea in vitro a acoperirii taxonomice pentru primerii Met-12S

Testarea in vitro a acoperirii taxonomice in studiile de metabarcodare se referda la
evaluarea 1n laborator a capacitatii unei perechi de primeri de a amplifica anumite grupuri de
organisme sau taxoni. Aspectul crucial in acest proces este amplificarea corectd a markerilor
moleculari fara aparitia produsilor nespecifici sau a dimerilor de primeri. Este necesar ca
evaluarea in laboratorul de biologie moleculara sa fie precedatd de dezvoltarea bazelor de date de
referinta si a resurselor bioinformatice.

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. Primerii au fost sintetizati de cédtre compania
Thermo Fisher Scientific si livrati in forma liofilizata. Pentru efectuarea analizelor au fost
preparate solutii stoc de 100 uM si solutii de lucru diluate de 10 ori. Conditiile de amplificare
pentru primerii studiati au fost descrise in capitolul anterior. Ampliconii au fost detectati prin
electroforeza ADN-ului pe gel de agaroza, iar probele care au format benzi specifice in regiunea
150-170 pb au fost considerate ca fiind amplificate cu succes. Astfel din cele 26 specii analizate
au fost amplificate 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. Toate benzile s-
au incadrat in intervalul de dimensiune asteptat si nu au existat amplificari nespecifice sau

formare de dimeri (Fig. 3.12).
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Fig. 3.12. Electroforegrama ampliconilor obtinuti cu noii primeri

(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)

Dimensiunile metabarcodurilor si numarul de nepotriviri per primer a Speciilor

amplificate cu genom mitocondrial inclus in baza de date RefSeq sunt prezentate in Tabelul 3.8.

Tabelul 3.8. Specii cu mitogenom in RefSeq testate in vitro pentru acoperirea taxonomici

Dimensiunea Numarul de T}gngrr:l\:l‘:f
Nr. Specia metabarcodului | nepotriviri pentru entrrt)J rimerul
(cu primeri) primerul forward P P
reverse
1 Apodemus sylvaticus 164 2 2
2 Buteo buteo 155 0 0
3 Dendrocopos major 157 0 0
4 Lacerta agilis - - -
5 Lepus europaeus 160 1 2
6 Martes martes 159 2 1
7 Meles meles 158 2 2
8 Microtus arvalis 160 2 2
9 Microtus levis 160 2 2
10 Mus musculus 161 2 2
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11 | Muscardinus avellanarius 165 2 2
12 Nyctalus noctula 162 2 0
13 Passer domesticus 158 0 0
14 Plecotus auritus 164 2 0
15 Rana temporaria 153 2 1
16 Sorex araneus 161 2 2
17 Sus scrofa 162 1 2
18 Talpa europaea 161 2 2
19 Vipera berus 155 1 1

Din tabel se observd cd toate speciile studiate cu exceptia pasarilor prezinta 1-2
nepotriviri la un singur primer sau la ambii. Cele trei specii de pasari (Buteo buteo, Dendrocopos
major si Passer domesticus) se deosebesc prin faptul cd au zero nepotriviri pentru ambii primeri.
Lungimea ampliconilor este intre 153 pb (Rana temporaria) si 165 pb (Muscardinus
avellanarius). Astfel, evaluarea in laborator a acoperirii taxonomice pentru primerii Met-12S
confirmd capacitatea acestora de a amplifica secventele asteptate de metabarcod, obtinandu-se

benzi clare in regiunea 150-170 pb si fara formarea produsilor secundari.

3.2.3. 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. Acest lucru se poate Intdmpla neintentionat in zonele fermelor de
porcine deschise sau semideschise ori prin incrucisare intentionata. Populatiile de mistret sunt in
continud crestere in intreaga lume, iar In unele tari aceastd specie este consideratd ddundtor
forestier si agricol [146]. O ipoteza recentd sugereaza ca hibridizarea intre mistret si porcul
domestic creste gradul de invazivitate al primului [43]. De asemenea, exista ingrijordri ca
hibridizarea dintre animalele sdlbatice si cele domestice pot afecta integritatea geneticd si
potentialul de adaptare al mistretilor [117]. In prezent, gradul de hibridizare a mistretilor din
fauna Republicii Moldova este necunoscut, motivul principal fiind lipsa protocoalelor
experimentale de laborator care ar permite realizarea genotiparii. Unele studii [67, 73] sugereaza
ca diferentierea hibrizilor de liniile pure poate fi realizata prin profilarea STR (Short Tandem
Repeats — secvente scurte repetitive cunoscute si sub denumirea de ADN microsatelit) sau/si prin
analiza polimorfismului unor gene nucleare precum NR6AL sau MC1R. Gena receptorului de

Mmelanocortina 1 sau MC1R regleaza sinteza melaninei la multe mamifere si pasari, astfel jucand
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un rol central in procesul de pigmentare. Aceasta contine instructiuni pentru producerea unei
proteine receptor ce se afla in membrana melanocitelor, iar analizele secventelor de ADN au
aratat ca specia Sus scrofa are mai multe alele ale acestei gene. Alelismul multiplu al genei
MCI1R poate fi observat fenotipic prin diversitatea pigmentarii pielii la porci. Alela de tip salbatic
numitd E+ a fost identificatd la mistreti, alela ED1 — la rasele domestice marele negru si
Meishan, EPD2 — la rasele marele alb, Hampshire si Pietrain [34, 65], in timp ce alela recesiva e

este asociata cu rasa Duroc (Fig. 3.13).

Fig. 3.13. Trasituri fenotipice de culoare a pielii la specia Sus scrofa cu diferite alele MC1R
A - mistret [169], B — marele negru [157], C — marele alb [157], D — Duroc [157]

Secventierea MCI1R si a altor markeri ar fi o modalitate eficientd de diferentiere a
hibrizilor de liniile pure, cu toate acestea, chiar si In prezent aceasta ramane a fi o metoda
moleculari costisitoare si nu este accesibild pentru toate laboratoarele. In acest context apare
necesitatea utilizdrii unor alternative mai ieftine pentru identificarea hibrizilor de mistret. O
posibila alternativa ar fi discriminarea intre secventele de interes prin utilizarea enzimelor de
restrictiec si a metodei RFLP-PCR [87]. Astfel, la aceastd etapa a cercetarilor ne-am propus
optimizarea si aplicarea metodei RFLP-PCR 1n scopul diferentierii hibrizilor si liniilor pure de
mistret. A fost amplificat ADN-ul genomic provenit de la 14 probe de mistret si pentru
comparatie — 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.
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Ampliconii obtinuti au fost supusi digestiei 16 ore la temperatura de 37 °C cu enzimele BspHI si
BstUI, iar fragmentele rezultate au fost vizualizate pe gel de agaroza de 1% la transiluminatorul
instrumentului Bento Lab. In rezultatul analizei celor 19 probe au fost identificate 3 genotipuri
(Fig. 3.14): 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
177 bp
50 pb

Fig. 3.14. Electroforegrama genotipurilor identificate
(1 — GeneRuler 50 bp; 2,3 — genotip E*/ E*; 4,5 — genotip EPP?/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)

Toti produsii de digestie au dimensiunile asteptate si creeaza un tablou molecular specific
fiecdrui genotip, iar rezultatele obtinute confirmd cd metoda poate fi utilizata in practica de
cercetare in scopul diferentierii hibrizilor si liniilor pure de mistret. Pe parcursul studiului s-a
incercat simplificarea protocolului de extragere a ADN-ului (inlocuirea GeneJET Genomic DNA
Purification Kit cu Dipstick DNA Extraction Kit) si amplificarea ulterioard cu doua tipuri de
mastermix-uri: DreamTaq Green PCR Master Mix (2X) si AmpliTaq Gold 360 Master Mix. in
acest scop in mod repetat a fost extras ADN-ul din 6 probe de mistret prin metoda Dipstick dupa
care a fost realizat PCR-ul. In toate cazurile reactia de amplificare a esuat cu exceptia unei probe
(amplificatd cu mastermix DreamTaq) la care au fost obtinuti ampliconii asteptati de 795 pb.
Unul din motivele esudrii PCR-ului ar putea fi prezenta inhibitorilor de amplificare cum este
hemoglobina, intrucat procesul de spalare al ADN-ul prin metoda Dipstick nu asigura o curatare

foarte eficientd. Pentru rezolvarea acestei probleme in cercetarile viitoare ar putea fi utilizat un
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aditiv care oferda o anumitd rezistentd a reactiei fatd de inhibitori (ex. BSA - Bovine Serum
Albumin).
Suplimentar, la etapa finala de analizd a rezultatelor, S-a urmarit compararea

electroforegramelor obtinute la digestia in silico si in vitro a alelei salbatice E* (Fig. 3.15).

3000 bp s

Wild Boar
1500 bp === Ajil BspHI BstUl Nspl FnuDIl ‘:

800 bp ===

700 bp e

600 bp —-—— s

500 bp e== 795 pb

400 bp == i

300 bp ==

200 bp — R o _ 345 pb
2225
177 pb

Fig. 3.15. 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 realizatd utilizdndu-se intreaga secventa genica MC1R care
constituie 963 perechi de baze, pe cand digestia in vitro s-a efectuat asupra ampliconilor obtinuti
cu primerii AGTGCCTGGAGGTGTCCATTCCC si CGTAGATGAGGGGGTCCACGATGGA
cu o lungime de 795 pb [34]. Astfel in figura 3.15 se observa ca cercetarea bioinformatica a
oferit un rezultat corect pentru o potentiald analizi RFLP-PCR cu enzimele BspHI si BstUL In
acest context limbajul R si libraria seqRFLP se dovedesc a fi instrumente valoroase pentru

simularea digestiei fragmentelor de interes cu diverse enzime de restrictie. Precedarea analizelor
discriminare intre secvente cu o reducere semnificativa a costurilor, acest lucru la randul sau

facilitind identificarea si optimizarea metodelor de diferentiere a speciilor, subspeciilor sau
formelor hibride.
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3.3. Concluzii la capitolul 3

Au fost identificate toate speciile de amfibieni, reptile, pasari si mamifere care fac parte
din fauna Republicii Moldova si au genom mitocondrial secventiat, inclus in baza de date
globala RefSeq (174 specii).

A fost efectuata validarea in silico a noi primeri pentru metabarcodarea celor 174 specii.
In limita grupului de specii studiat, noii primeri (denumiti provizoriu Met-12S) au
demonstrat performante superioare in comparatie cu primerii universali pentru
metabarcodarea vertebratelor. De asemenea, au fost evaluate in vitro acoperirea
taxonomica a noilor primeri si dimensiunea metabarcodurilor asociate. Au fost obtinute
benzi electroforetice clare fara formare de dimeri sau produsi secundari, iar dimensiunea
ampliconilor obtinuti in vitro a coincis cu cea a ampliconilor generati in silico. Met-12S
au potentialul de a identifica peste o suta de specii de vertebrate terestre intr-un singur
experiment, utilizand tehnici neinvazive.

A fost testata in silico si in vitro o metoda moleculard de genotipare si diferentiere a
hibrizilor de mistret in baza alelelor genei MC1R. 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.
Datorita cercetarilor efectuate, in cadrul laboratorului Vertebrate Terestre al Institutului
de Zoologie poate fi realizata testarea de rutina si genotiparea speciei Sus scrofa in scopul

diferentierii hibrizilor si liniilor pure de mistret.
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4. ANALIZA FILOGENETICA SI
MODELAREA DISTRIBUTIEI SPECIILOR

4.1. Analiza filogenetica a secventelor genei CYTB la speciile de microtine

Gena CYTB este de origine mitocondriald si contine instructiuni pentru producerea unei
proteine denumita citocrom b, parte componentd a lantului transportator de electroni din
mitocondrii §i care participd in procesul de sinteza a adenozin trifosfatului (ATP). 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
ridicatd in afara acesteia. De asemenea, in bazele de date de specialitate sunt depozitate secvente
de ADN ale citocromului b pentru o multitudine de specii din Intreaga lume, cercetatorii putand
compara secventele obtinute in studiile lor cu cele din bazele de date. Acest lucru permite
identificarea cu precizie a speciilor, chiar si atunci cand acestea sunt morfologic similare sau in
stadii de dezvoltare diferite. Astfel, la aceasta etapd a cercetarilor ne-am propus secventierea
genei citocromului b si analiza filogenetica a secventelor obtinute de la 13 specimene ale genului
Microtus. In Republica Moldova genul Microtus este reprezentat prin 2 specii: M. arvalis
(Soarece de camp) si M. levis (Soarece rasaritean de camp), iar intrucat aceste specii nu pot fi
diferentiate vizual si habitatul acestora se poate suprapune, la prelevarea probelor nu a fost
posibild identificarea pand 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 centrald a tarii (Tabelul 4.1, Fig. 4.1). In zona localitatii Horesti au fost identificati

reprezentanti ai ambelor specii (habiteaza simpatric).

Tabelul 4.1. Localit:itile din Moldova in care

au fost capturate microtinele incluse in studiu

) o o Specimene
Localitate Latitudine Longitudine ) -
identificate
Piatra Alba 46.926 28.825 1 x M. arvalis
3 x M. arvalis
Horesti 46.806 28.929 _
3 x M. levis
Malcoci 47.016 28.665 5 x M. levis
Chisinau 47.021 28.718 1 x M. arvalis
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Chis

TELECENTRU

A Microtus levis @ Microtus arvalis

Fig. 4.1. Locatiile geografice de colectare a probelor [163]
Succesiunea secventelor de barcod a celor 13 specimene este urmatoarea:
1. M_01 Microtus arvalis, Chisinau, cytochrome b gene, mitochondrial

CAGTCATCCGAAAAAAACACCCATTAATCAAAATCATTAACCACTCGTTCATCGACC
TTCCCGCCCCATCAAACATCTCATCATGATGAAACTTCGGCTCTCTCCTAGGCCTTTG
TCTGATTGTCCAAATTCTCACAGGATTATTCCTAGCTATACACTACACATCAGACAC
AGCAACAGCATTCTCATCAGTAGCCCATATCTGTCGAGACGTAAACTATGGTTGACT
TATCCGATACATACATGCCAACGGAGCTTCCATATTCTTCATTTGCCTGTTCCTACAC
GTAGGACGAGGGGTTTACTACGGCTCATATAACATAATCGAAACATGAAACATAGG
GATTGTCTTACTATTCGCCGTAATAGCAACAGCATTCATAGGCTACGTCCTTCCATG
AGGCCAAATATCGTTCTGAGGGGCCACAGTCATTACAAATCTCTTATCAGCAATCCC
CTACATTGGTACTACATTAGTAGAGTGAATTTGAGGGGGCTTCTCAGTAGATAAAGC
CACCCTCACACGATTCTTTGCCTTCCACTTCATCCTACCCTTTATTATTACCGCCCTTG
TATTAATCCACCTTTTATTCCTTCACGAAACTGGGTCTAACAACCCAACTGGACTGA
ACTCAGACGCAGACAAAATCCCATTCCACCCCTATTATACAGTCAAAGATTTCCTAG
GAGTCCTTATCCTATTAATAGCTTTCATAATTTTGACTTTATTTTTCCCAGATATTCTC
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GGAGACCCCGACAATTACACCCCTGCAAATCCACTCAACACACCACCCCATATTAA
ACCAGAATGATACTTCCTATTTGCCTACGCCATTCTACGATCTATCCCCAACAAACT
AGGTGGCGTACTAGCACTGATCCTATCAATCGTAATCCTAGCCTTTATACCACTCCT
CCACACTTCAAAACAACGAGCATTAACTTTCCGCCCAATCACACAAACAATGTACTG
AATCCTAGTAGCTGATCTCCTAGTCCTCACATGAATCGGAGGCCAGCCAGTTGAATA
CCCATTCATCATCATTGGCCAAACAGCTTCAATTGCCTACTTTGCTATCATCGTTATC
TTCATACCAATAGCAGGC

2. M_02 Microtus arvalis, Horesti, cytochrome b gene, mitochondrial

CAGTCATCCGAAAAAAACACCCATTAATCAAAATCATTAACCACTCGTTCATCGACC
TTCCCGCCCCATCAAACATCTCATCATGATGAAACTTCGGCTCTCTCCTAGGCCTTTG
TCTGATTGTCCAAATTCTCACAGGATTATTCCTAGCTATACACTACACATCAGACAC
AGCAACAGCATTCTCATCAGTAGCCCATATCTGTCGAGACGTAAACTATGGTTGACT
TATCCGATACATACATGCCAACGGAGCTTCCATATTCTTCATTTGCCTGTTCCTACAC
GTAGGACGAGGGGTTTACTACGGCTCATATAACATAATCGAAACATGAAACATAGG
GATTGTCTTACTATTCGCCGTAATAGCAACAGCATTCATAGGCTACGTCCTTCCATG
AGGCCAAATATCGTTCTGAGGGGCCACAGTCATTACAAATCTCTTATCAGCAATCCC
CTACATTGGTACTACATTAGTAGAGTGAATTTGAGGGGGCTTCTCAGTAGATAAAGC
CACCCTCACACGATTCTTTGCCTTCCACTTCATCCTACCCTTTATTATTACCGCCCTTG
TATTAGTCCACCTTTTATTCCTTCACGAAACTGGGTCTAACAACCCAACTGGACTGA
ACTCAGACGCAGACAAAATCCCATTCCACCCCTATTATACAGTCAAAGATTTCCTAG
GAGTCCTTATCCTATTAATAGCTTTCATAATTTTGACTTTATTTTTCCCAGATATTCTC
GGAGACCCCGACAATTACACCCCTGCAAATCCACTCAACACACCACCCCATATTAA
ACCAGAATGATACTTCCTATTTGCCTACGCCATTCTACGATCTATCCCCAACAAACT
AGGTGGCGTACTAGCACTGATCCTATCAATCGTAATCCTAGCCTTTATACCAATCCT
CCACACTTCAAAACAACGAGCATTAACTTTCCGCCCAATCACACAAACAATGTACTG
AATCCTAGTAGCTGATCTCCTAGTCCTCACATGAATCGGAGGCCAGCCAGTTGAATA
CCCATTCATCATCATTGGCCAAACAGCTTCAATTGCCTACTTTGCTATCATCGTTATC
TTCATACCAATAGCAGGC

3. M_03 Microtus rossiaemeridionalis, Horesti, cytochrome b gene, mitochondrial

CAATCATCCGAAAAAAACACCCACTAATCAAAATCATTAACCACTCGTTCATTGACC
TTCCAGCCCCATCAAACATCTCATCATGATGAAACTTCGGCTCTCTCCTAGGTCTTTG
TCTAATTRYACAAATTCTCACAGGATTATTCCTAGCCATACATTACACATCAGACAC
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AGCAACAGCATTCTCATCAGTAGCCCACATTTGTCGAGACGTAAACTATGGCTGACT
CATCCGATAYATACATGCCAACGGAGCTTCCATATTCTTCATCTGCCTATTCCTRCAC
GTAGGACGAGGRGTCTACTACGGCTCCTATAACATGATCGAAACATGAAACATAGG
AGTTGTCTTACTATTMACCGTAATAGCAACAGCATTCATGGGTTACGTCCTTCCATG
AGGCCAAATATCATTCTGAGGTGCCACAGTTATYACAAATCTCCTATCAGCAATCCC
CTACATCGGTACAACACTAGTAGAATGAATTTGAGGGGGTTTCTCAGTAGATAAAG
CCACCCTCACACGATTCTTTGCCTTCCACTTCATCCTACCATTTATTATTACCGCCCT
CGTAYTAGTCCACCTTCTATTCCTCCACGAAACAGGATCTAACAATCCAACTGGACT
GAACTCAGATGCAGACAAAATCCCATTCCACCCCTATTATACAGTCAAAGACTTCTT
AGGGGTCCTTATCCTATTAATAGCTTTCATAATTTTGACTTTATTTTTCCCAGATATT
CTCGGAGACCCCGACAATTAYACCCCCGCAAATCCACTYAACACACCACCCCATAT
YAAACCAGAATGATAYTTCCTATTTGCTTACGCCATCCTACGATCTATCCCCAACAA
ACTAGGTGGCGTACTAGCACTAATCTTATCAATCGTAATCCTAGCCTTCATACCACT
CCTCCACACTTCAAAACAACGAGCATTAACTTTCCGCCCAATTACACAGACAATGTA
CTGAATCCTAGTAGCTGATCTCTTTGTCCTCACATGAATCGGAGGACAACCAGTTGA
ATACCCATTTATCRCCATCGGCCAAACAGCTTCAATTGCCTACTTCGCTATCATCGTC
ATCTTCATACCAATAGCAGGC

4. M_04 Microtus rossiaemeridionalis, Horesti, cytochrome b gene, mitochondrial

ACATCATCCGAAAAAAACACCCACTAATCAAAATCATTAACCACTCGTTCATTGACC
TTCCAGCCCCATCAAACATCTCATCATGATGAAACTTCGGCTCTCTCCTAGGTCTTTG
TCTAATTRYACAAATTCTCACAGGATTATTCCTAGCCATACATTACACATCAGACAC
AGCAACAGCATTCTCATCAGTAGCCCACATTTGTCGAGACGTAAACTATGGCTGACT
CATCCGATACATACATGCCAACGGAGCTTCCATATTCTTCATCTGCCTATTCCTRCAC
GTAGGACGAGGRGTCTACTACGGCTCCTATAACATGATCGAAACATGAAACATAGG
AGTTGTCTTACTATTAACCGTAATAGCAACAGCATTCATGGGTTACGTCCTTCCATG
AGGCCAAATATCATTCTGAGGTGCCACAGTTATYACAAATCTCCTATCAGCAATCCC
CTACATCGGTACAACACTAGTAGAATGAATTTGAGGGGGTTTCTCAGTAGATAAAG
CCACCCTCACACGATTCTTTGCCTTCCACTTCATCCTACCATTTATTATTACCGCCCT
CGTAYTAGTCCACCTTCTATTCCTCCACGAAACAGGATCTAACAATCCAACTGGACT
GAACTCAGATGCAGACAAAATCCCATTCCACCCCTATTATACAGTCAAAGACTTCTT
AGGGGTCCTTATCCTATTAATAGCTTTCATAATTTTGACTTTATTTTTCCCAGATATT
CTCGGAGACCCCGACAATTAYACCCCCGCAAATCCACTYAACACACCACCCCATAT
YAAACCAGAATGATACTTCCTATTTGCTTACGCCATCCTACGATCTATCCCCAACAA
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ACTAGGTGGCGTACTAGCACTAATCTTATCAATCGTAATCCTAGCCTTCATACCACT
CCTCCACACTTCAAAACAACGAGCATTAACTTTCCGCCCAATTACACAGACAATGTA
CTGAATCCTAGTAGCTGATCTCTTTGTCCTCACATGAATCGGAGGACAACCAGTTGA
ATACCCATTTATCRCCATCGGCCAAACAGCTTCAATTGCCTACTTCGCTATCATCGTC
ATCTTCATACCAATAGCAGGC

5. M_05 Microtus rossiaemeridionalis, Horesti, cytochrome b gene, mitochondrial

ACATCATCCGAAAAAAACACCCACTAATCAAAATCATTAACCACTCGTTCATTGACC
TTCCAGCCCCATCAAACATCTCATCATGATGAAACTTCGGCTCTCTCCTAGGTCTTTG
TCTAATTRYACAAATTCTCACAGGATTATTCCTAGCCATACATTACACATCAGACAC
AGCAACAGCATTCTCATCAGTAGCCCACATTTGTCGAGACGTAAACTATGGCTGACT
CATCCGATACATACATGCCAACGGAGCTTCCATATTCTTCATCTGCCTATTCCTRCAC
GTAGGACGAGGRGTCTACTACGGCTCCTATAACATGATCGAAACATGAAACATAGG
AGTTGTCTTACTATTAACCGTAATAGCAACAGCATTCATGGGTTACGTCCTTCCATG
AGGCCAAATATCATTCTGAGGTGCCACAGTTATYACAAATCTCCTATCAGCAATCCC
CTACATCGGTACAACACTAGTAGAATGAATTTGAGGGGGTTTCTCAGTAGATAAAG
CCACCCTCACACGATTCTTTGCCTTCCACTTCATCCTACCATTTATTATTACCGCCCT
CGTAYTAGTCCACCTTCTATTCCTCCACGAAACAGGATCTAACAATCCAACTGGACT
GAACTCAGATGCAGACAAAATCCCATTCCACCCCTATTATACAGTCAAAGACTTCTT
AGGGGTCCTTATCCTATTAATAGCTTTCATAATTTTGACTTTATTTTTCCCAGATATT
CTCGGAGACCCCGACAATTAYACCCCCGCAAATCCACTYAACACACCACCCCATAT
YAAACCAGAATGATAYTTCCTATTTGCTTACGCCATCCTACGATCTATCCCCAACAA
ACTAGGTGGCGTACTAGCACTAATCTTATCAATCGTAATCCTAGCCTTCATACCACT
CCTCCACACTTCAAAACAACGAGCATTAACTTTCCGCCCAATTACACAGACAATGTA
CTGAATCCTAGTAGCTGATCTCTTTGTCCTCACATGAATCGGAGGACAACCAGTTGA
ATACCCATTTATCACCATCGGCCAAACAGCTTCAATTGCCTACTTCGCTATCATCGTC
ATCTTCATACCAATAGCAGGC

6. M_06 Microtus arvalis, Horesti, cytochrome b gene, mitochondrial

CAGTCATCCGAAAAAAACACCCATTAATCAAAATCATTAACCACTCGTTCATCGACC
TTCCCGCCCCATCAAACATCTCATCATGATGAAACTTCGGCTCTCTCCTAGGCCTTTG
TCTGATTGTCCAAATTCTCACAGGATTATTCCTAGCTATACACTACACATCAGACAC

AGCAACAGCATTCTCATCAGTAGCCCATATCTGTCGAGACGTAAACTATGGTTGACT
TATCCGATACATACATGCCAACGGAGCTTCCATATTCTTCATTTGCCTGTTCCTACAC
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GTAGGACGAGGGGTTTACTACGGCTCATATAACATAATCGAAACATGAAACATAGG
GATTGTCTTACTATTCGCCGTAATAGCAACAGCATTCATAGGCTACGTCCTTCCATG
AGGCCAAATATCGTTCTGAGGGGCCACAGTCATTACAAATCTCTTATCAGCAATCCC
CTACATTGGTACTACATTAGTAGAGTGAATTTGAGGGGGCTTCTCAGTAGATAAAGC
CACCCTCACACGATTCTTTGCCTTCCACTTCATCCTACCCTTTATTATTACCGCCCTTG
TATTAGTCCACCTTTTATTCCTTCACGAAACTGGGTCTAACAACCCAACTGGACTGA
ACTCAGACGCAGACAAAATCCCATTCCACCCCTATTATACAGTCAAAGATTTCCTAG
GAGTCCTTATCCTATTAATAGCTTTCATAATTTTGACTTTATTTTTCCCAGATATTCTC
GGAGACCCCGACAATTACACCCCTGCAAATCCACTCAACACACCACCCCATATTAA
ACCAGAATGATACTTCCTATTTGCCTACGCCATTCTACGATCTATCCCCAACAAACT
AGGTGGCGTACTAGCACTGATCCTATCAATCGTAATCCTAGCCTTTATACCAATCCT
CCACACTTCAAAACAACGAGCATTAACTTTCCGCCCAATCACACAAACAATGTACTG
AATCCTAGTAGCTGATCTCCTAGTCCTCACATGAATCGGAGGCCAGCCAGTTGAATA
CCCATTCATCATCATTGGCCAAACAGCTTCAATTGCCTACTTTGCTATCATCGTTATC
TTCATACCAATAGCAGGC

7. M_07 Microtus arvalis, Horesti, cytochrome b gene, mitochondrial

CAGTCATCCGAAAAAAACACCCATTAATCAAAATCATTAACCACTCGTTCATCGACC
TTCCCGCCCCATCAAACATCTCATCATGATGAAACTTCGGCTCTCTCCTAGGCCTTTG
TCTGATTGTCCAAATTCTCACAGGATTATTCCTAGCTATACACTACACATCAGACAC
AGCAACAGCATTCTCATCAGTAGCCCATATCTGTCGAGACGTAAACTATGGTTGACT
TATCCGATACATACATGCCAACGGAGCTTCCATATTCTTCATTTGCCTGTTCCTACAC
GTAGGACGAGGGGTTTACTACGGCTCATATAACATAATCGAAACATGAAACATAGG
GATTGTCTTACTATTCGCCGTAATAGCAACAGCATTCATAGGCTACGTCCTTCCATG
AGGCCAAATATCATTCTGAGGGGCCACAGTCATTACAAATCTCTTATCAGCAATCCC
CTACATTGGTACTACATTAGTAGAGTGAATTTGAGGGGGCTTCTCAGTAGATAAAGC
CACGCTCACACGATTCTTTGCCTTCCACTTCATCCTACCCTTTATTATTACCGCCCTT
GTATTAGTCCACCTTTTATTCCTTCACGAAACAGGGTCTAACAACCCAACTGGACTG
AACTCAGACGCAGACAAAATCCCATTCCACCCCTATTATACAGTCAAAGATTTCCTA
GGAGTCCTTATCCTATTAATAGCTTTCATAATTTTGACTTTATTTTTCCCAGATATTCT
CGGAGACCCCGACAATTACACCCCTGCAAATCCACTCAACACACCACCCCATATTAA
ACCAGAATGATACTTCCTATTTGCCTACGCCATTCTACGATCTATCCCCAACAAACT
AGGTGGCGTACTAGCACTGATCCTATCAATCGTAATCCTAGCCTTTATACCACTCCT
CCACACTTCAAAACAACGAGCATTAACTTTCCGCCCAATCACACAAACAATGTACTG
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AATCCTAGTAGCTGATCTCCTAGTCCTCACATGAATCGGAGGCCAGCCAGTTGAATA
CCCATTCATCATCATTGGCCAAACAGCTTCAATTGCCTACTTTGCTATCATCGTTATC
TTCATACCAATAGCAGGC

8. M_08 Microtus rossiaemeridionalis, Malcoci, cytochrome b gene, mitochondrial

CAATCATCCGAAAAAAACACCCACTAATCAAAATCATTAACCACTCGTTCATTGACC
TTCCAGCCCCATCAAACATCTCATCATGATGAAACTTCGGCTCTCTCCTAGGTCTTTG
TCTAATTGYACAAATTCTCACAGGATTATTCCTAGCCATACATTACACATCAGACAC
AGCAACAGCATTCTCATCAGTAGCCCACATYTGTCGAGACGTAAACTATGGCTGACT
CATCMGATAYATACATGCCAACGGAGCTTCCATATTCTTCATCTGCCTATTCCTGCA
CGTAGGACGAGGAGTCTACTACGGCTCCTATAACATGATCGAAACATGAAACATAG
GARTTGTCTTACTATTMACCGTAATAGCAACAGCATTCATGGGTTACGTCCTTCCAT
GAGGCCAAATATCATTCTGAGGTGCCACAGTTATTACAAATCTCCTATCAGCAATCC
CCTACATCGGTACAACACTAGTAGAATGAATTTGAGGGGGTTTCTCAGTAGATAAA
GCCACCCTCACACGATTCTTTGCCTTCCACTTCATCCTACCATTTATTATTACCGCCC
TCGTATTAGTCCACCTTCTATTCCTCCACGAAACAGGATCTAACAATCCAACTGGAC
TGAACTCAGATGCAGACAAAATCCCATTCCACCCCTATTATACAGTCAAAGACTTCT
TAGGGGTCCTTATCCTATTAATAGCTTTCATAATTTTGACTTTATTTTTCCCAGATATT
CTCGGAGACCCCGACAATTACACCCCCGCAAATCCACTCAACACACCACCCCATATC
AAACCAGAATGATACTTCCTATTTGCTTACGCCATCCTACGATCTATCCCCAACAAA
CTAGGTGGCGTACTAGCACTAATCTTATCAATCGTAATCCTAGCCTTCATACCACTC
CTCCACACTTCAAAACAACGAGCATTAACTTTCCGCCCAATTACACAGACAATGTAC
TGAATCCTAGTAGCTGATCTCTTTRTCCTCACATGAATCGGAGGMNAACCAGTTGAA
TACCCATTTATCGTCATCGGCCAAACAGCTTCAATTGCCTACTTCGCTATCATCGTCA
TCTTCATACCAATAGCAGGC

9. M_09 Microtus rossiaemeridionalis, Malcoci, cytochrome b gene, mitochondrial

CAATCATCCGAAAAAAACACCCACTAATCAAAATCATTAACCACTCGTTCATTGACC
TTCCAGCCCCATCAAACATCTCATCATGATGAAACTTCGGCTCTCTCCTAGGTCTTTG
TCTAATTGYACAAATTCTCACAGGATTATTCCTAGCCATACATTACACATCAGACAC
AGCAACAGCATTCTCATCAGTAGCCCACATTTGTCGAGACGTAAACTATGGCTGACT
CATCCGATAYATACATGCCAACGGAGCTTCCATATTCTTCATCTGCCTATTCCTGCAC
GTAGGACGAGGRGTCTACTACGGCTCCTATAACATGATCGAAACATGAAACATAGG
AGTTGTCTTACTATTMACCGTAATAGCAACAGCATTCATGGGTTACGTCCTTCCATG

95



AGGCCAAATATCATTCTGAGGTGCCACAGTTATYACAAATCTCCTATCAGCAATCCC
CTACATCGGTACAACACTAGTAGAATGAATTTGAGGGGGTTTCTCAGTAGATAAAG
CCACCCTCACACGATTCTTTGCCTTCCACTTCATCCTACCATTTATTATTACCGCCCT
CGTAYTAGTCCACCTTCTATTCCTCCACGAAACAGGATCTAACAATCCAACTGGACT
GAACTCAGATGCAGACAAAATCCCATTCCACCCCTATTATACAGTCAAAGACTTCTT
AGGGGTCCTTATCCTATTAATAGCTTTCATAATTTTGACTTTATTTTTCCCAGATATT
CTCGGAGACCCCGACAATTAYACCCCCGCAAATCCACTYAACACACCACCCCATAT
YAAACCAGAATGATAYTTCCTATTTGCTTACGCCATCCTACGATCTATCCCCAACAA
ACTAGGTGGCGTACTAGCACTAATCTTATCAATCGTAATCCTAGCCTTCATACCACT
CCTCCACACTTCAAAACAACGAGCATTAACTTTCCGCCCAATTACACAGACAATGTA
CTGAATCCTAGTAGCTGATCTCTTTGTCCTCACATGAATCGGAGGACAACCAGTTGA
ATACCCATTTATCRTCATCGGCCAAACAGCTTCAATTGCCTACTTCGCTATCATCGTC
ATCTTCATACCAATAGCAGGC

10. M_10 Microtus rossiaemeridionalis, Malcoci, cytochrome b gene, mitochondrial

-CATCATCCGAAAAAAACACCCACTAATCAAAATCATTAACCACTCGTTCATTGACC
TTCCAGCCCCATCAAACATCTCATCATGATGAAACTTCGGCTCTCTCCTAGGTCTTTG
TCTAATTACACAAATTCTCACAGGATTATTCCTAGCCATACATTACACATCAGACAC
AGCAACAGCATTCTCATCAGTAGCCCACATTTGTCGAGACGTAAACTATGGCTGACT
CATCCGATACATACATGCCAACGGAGCTTCCATATTCTTCATCTGCCTATTCCTACAC
GTAGGACGAGGGGTCTACTACGGCTCCTATAACATGATCGAAACATGAAACATAGG
AGTTGTCTTACTATTAACCGTAATAGCAACAGCATTCATGGGTTACGTCCTTCCATG
AGGCCAAATATCATTCTGAGGTGCCACAGTTATCACAAATCTCCTATCAGCAATCCC
CTACATCGGTACAACACTAGTAGAATGAATTTGAGGGGGTTTCTCAGTAGATAAAG
CCACCCTCACACGATTCTTTGCCTTCCACTTCATCCTACCATTTATTATTACCGCCCT
CGTACTAGTCCACCTTCTATTCCTCCACGAAACAGGATCTAACAATCCAACTGGACT
GAACTCAGATGCAGACAAAATCCCATTCCACCCCTATTATACAGTCAAAGACTTCTT
AGGGGTCCTTATCCTATTAATAGCTTTCATAATTTTGACTTTATTTTTCCCAGATATT
CTCGGAGACCCCGACAATTATACCCCCGCAAATCCACTTAACACACCACCCCATATT
AAACCAGAATGATATTTCCTATTTGCTTACGCCATCCTACGATCTATCCCCAACAAA
CTAGGTGGCGTACTAGCACTAATTTTATCAATCGTAATCCTAGCCTTCATACCACTCC
TCCACACTTCAAAACAACGAGCATTAACTTTCCGCCCAATTACACAGACAATATACT
GAATCCTAGTAGCTGATCTCTTTGTCCTCACATGAATCGGAGGACAACCAGTTGAAT
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ACCCATTTATCACCATCGGCCAAACAGCTTCAATTGCCTACTTCGCTATCATCGTCAT
CTTCATACCAATAGCAGGC

11. M_11 Microtus rossiaemeridionalis, Malcoci, cytochrome b gene, mitochondrial

CAATCATCCGAAAAAAACACCCACTAATCAAAATCATTAACCACTCGTTCATTGACC
TTCCAGCCCCATCAAACATCTCATCATGATGAAACTTCGGCTCTCTCCTAGGTCTTTG
TCTAATTRYACAAATTCTCACAGGATTATTCCTAGCCATACATTACACATCAGACAC
AGCAACAGCATTCTCATCAGTAGCCCACATTTGTCGAGACGTAAACTATGGCTGACT
CATCCGATACATACATGCCAACGGAGCTTCCATATTCTTCATCTGCCTATTCCTRCAC
GTAGGACGAGGRGTCTACTACGGCTCCTATAACATGATCGAAACATGAAACATAGG
AGTTGTCTTACTATTAACCGTAATAGCAACAGCATTCATGGGTTACGTCCTTCCATG
AGGCCAAATATCATTCTGAGGTGCCACAGTTATYACAAATCTCCTATCAGCAATCCC
CTACATCGGTACAACACTAGTAGAATGAATTTGAGGGGGTTTCTCAGTAGATAAAG
CCACCCTCACACGATTCTTTGCCTTCCACTTCATCCTACCATTTATTATTACCGCCCT
CGTAYTAGTCCACCTTCTATTCCTCCACGAAACAGGATCTAACAATCCAACTGGACT
GAACTCAGATGCAGACAAAATCCCATTCCACCCCTATTATACAGTCAAAGACTTCTT
AGGGGTCCTTATCCTATTAATAGCTTTCATAATTTTGACTTTATTTTTCCCAGATATT
CTCGGAGACCCCGACAATTATACCCCCGCAAATCCACTYAACACACCACCCCATATY
AAACCAGAATGATAYTTCCTATTTGCTTACGCCATCCTACGATCTATCCCCAACAAA
CTAGGTGGCGTACTAGCACTAATCTTATCAATCGTAATCCTAGCCTTCATACCACTC
CTCCACACTTCAAAACAACGAGCATTAACTTTCCGCCCAATTACACAGACAATGTAC
TGAATCCTAGTAGCTGATCTCTTTGTCCTCACATGAATCGGAGGACAACCAGTTGAA
TACCCATTTATCACCATCGGCCAAACAGCTTCAATTGCCTACTTCGCTATCATCGTCA
TCTTCATACCAATAGCAGGC

12. M_12 Microtus rossiaemeridionalis, Malcoci, cytochrome b gene, mitochondrial

CAATCATCCGAAAAAAACACCCACTAATCAAAATCATTAACCACTCGTTCATTGACC
TTCCAGCCCCATCAAACATCTCATCATGATGAAACTTCGGCTCTCTCCTAGGTCTTTG
TCTAATTRYACAAATTCTCACAGGATTATTCCTAGCCATACATTACACATCAGACAC
AGCAACAGCATTCTCATCAGTAGCCCACATTTGTCGAGACGTAAACTATGGCTGACT
CATCCGATAYATACATGCCAACGGAGCTTCCATATTCTTCATCTGCCTATTCCTRCAC
GTAGGACGAGGRGTCTACTACGGCTCCTATAACATGATCGAAACATGAAACATAGG
AGTTGTCTTACTATTAACCGTAATAGCAACAGCATTCATGGGTTACGTCCTTCCATG
AGGCCAAATATCATTCTGAGGTGCCACAGTTATYACAAATCTCCTATCAGCAATCCC
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CTACATCGGTACAACACTAGTAGAATGAATTTGAGGGGGTTTCTCAGTAGATAAAG
CCACCCTCACACGATTCTTTGCCTTCCACTTCATCCTACCATTTATTATTACCGCCCT
CGTAYTAGTCCACCTTCTATTCCTCCACGAAACAGGATCTAACAATCCAACTGGACT
GAACTCAGATGCAGACAAAATCCCATTCCACCCCTATTATACAGTCAAAGACTTCTT
AGGGGTCCTTATCCTATTAATAGCTTTCATAATTTTGACTTTATTTTTCCCAGATATT
CTCGGAGACCCCGACAATTAYACCCCCGCAAATCCACTYAACACACCACCCCATAT
YAAACCAGAATGATAYTTCCTATTTGCTTACGCCATCCTACGATCTATCCCCAACAA
ACTAGGTGGCGTACTAGCACTAATCTTATCAATCGTAATCCTAGCCTTCATACCACT
CCTCCACACTTCAAAACAACGAGCATTAACTTTCCGCCCAATTACACAGACAATGTA
CTGAATCCTAGTAGCTGATCTCTTTGTCCTCACATGAATCGGAGGACAACCAGTTGA
ATACCCATTTATCACCATCGGCCAAACAGCTTCAATTGCCTACTTCGCTATCATCGTC
ATCTTCATACCAATAGCAGGC

13. M_13 Microtus arvalis, Piatra Alba, cytochrome b gene, mitochondrial

CAGTCATCCGAAAAAAACACCCATTAATCAAAATCATTAACCACTCGTTCATCGACC
TTCCCGCCCCATCAAACATCTCATCATGATGAAACTTCGGCTCTCTCCTAGGCCTTTG
TCTGATTGTCCAAATTCTCACAGGATTATTCCTAGCTATACACTACACATCAGACAC
AGCAACAGCATTCTCATCAGTAGCCCATATCTGTCGAGACGTAAACTATGGTTGACT
TATCCGATACATACATGCCAACGGAGCTTCCATATTCTTCATTTGCCTGTTCCTACAC
GTAGGACGAGGGGTTTACTACGGCTCATATAACATAATCGAAACATGAAACATAGG
GATTGTCTTACTATTCGCCGTAATAGCAACAGCATTCATAGGCTACGTCCTTCCATG
AGGCCAAATATCGTTCTGAGGGGCCACAGTCATTACAAATCTCTTATCAGCTATCCC
CTACATTGGTACTACATTAGTAGAGTGAATTTGAGGGGGCTTCTCAGTAGACAAAGC
CACCCTCACACGATTCTTTGCCTTCCACTTCATCCTACCCTTTATTATTACCGCCCTTG
TATTAGTCCACCTTTTATTCCTTCACGAAACTGGGTCTAACAACCCAACTGGACTGA
ACTCAGACGCAGACAAAATCCCATTCCACCCCTATTATACAGTCAAAGATTTCCTAG
GAGTCCTTATCCTATTGATAGCTTTCATAATTTTGACTTTATTTTTCCCAGATATTCTC
GGAGACCCCGACAATTACACCCCTGCAAATCCACTCAACACACCACCCCATATTAA
ACCAGAATGATACTTCCTATTTGCCTACGCCATTCTACGATCTATCCCCAACAAACT
AGGTGGCGTACTAGCACTGATCCTATCAATCGTAATCCTAGCCTTTATACCACTCCT
CCACACTTCAAAACAACGAGCATTAACTTTCCGCCCAATCACACAAACAATGTACTG
AATCCTAGTAGCTGATCTCCTAGTCCTCACATGAATCGGAGGCCAGCCAGTTGAATA
CCCATTCATCATCATTGGCCAAACAGCTTCAATTGCCTACTTTGCTATCATCGTTATC
TTCATACCAATAGCAGGC
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Microtinele reprezinta mamifere mici dar cu o influenta semnificativa asupra habitatului
in care traiesc. Cercetarea acestor specii este necesard pentru intelegerea modului in care ele
interactioneaza cu alte organisme si cu mediul inconjurator, starea populatiilor de microtine
reprezentdnd indicatori importanti ai stabilitatii ecosistemelor. Analiza variabilitatii
intraspecifice ofera o perspectiva mai profunda atat asupra ecologiei acestor rozatoare facilitand
dezvoltarea masurilor de control a populatiilor, cat si asupra aspectelor ce vizeaza relatiile
filogenetice dintre populatii.

Un interes aparte il reprezinta specia M. arvalis intrucat pentru doud 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 [20, 51]. Astfel, in aceasta regiune ar putea exista o
zona de hibridizare intre aceste doua forme [20]. Studierea ADN-ului mitocondrial al speciei M.
arvalis poate oferi informatii despre raspunsul speciei la schimbarile de mediu, adaptabilitatea sa
la diferite conditii ecologice, precum si urmarirea evolutiei acesteia. De exemplu, prin analize
filogenetice se pot identifica populatii cu un grad ridicat de izolare si cu risc de reducere a
diversitatii genetice. Aceste informatii oferd o perspectiva asupra evolutiei care a avut loc pana
in prezent dar si previzionarea modului in care ar putea evolua in viitor. De asemenea, ele
contribuie la dezvoltarea strategiilor de conservare si gestionare a speciei pentru a proteja aceste
populatii vulnerabile si a mentine diversitatea genetici necesara pentru adaptabilitatea la
schimbarile viitoare de mediu. Secventierea genei CYTB la aceaste microtine poate fi utila si in
studiile de taxonomie si comparare a profilului molecular cu cel al speciilor criptice. Astfel, ar
putea fi observate diferentele genetice intre speciile care nu pot fi diferentiate morfologic.

Cercetarile anterioare [51] sugereaza ca pe teritoriul Europei si Asiei exista cateva linii
filogenetice ale soarecelui de cAmp si anume: vesticd (Regatul Unit, Franta, Spania), italica
(Italia), centrald (Germania, Olanda, Danemarca), esticd (Ungaria, Slovacia, Polonia, Ucraina,
Finlanda) si o linie distinctd (Ucraina, Georgia, Armenia) care coincide cu distributia formei
obscurus. In cercetirile efectuate ne-am propus analiza filogeneticd a celor cinci secvente ale
genei CYTB obtinute de la specimene de M. arvalis din Moldova in comparatie cu alte 26
secvente obtinute din GenBank [23, 110]. Astfel, au fost analizate 31 de secvente care cuprind
toate liniile filogenetice mentionate mai sus 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. In Fig. 4.2, sub forma de heatmap,
este reprezentatd matricea distantelor obtinuta in baza analizei filogenetice dupa modelul propus

de Tamura si Nei in 1993 (TN93) [131].

99



W B B o E

g ¢ L = @ m © N o~ % 0 ©

s 55 3 % PRI B B R

T T I o O ~ - ° ® @ © © © @© © @
o o oo f0 T T I — | | « > c €S € £ £ £ £ £ ¢
1 1 s o o @ wof T o > & = £ ® £ X 2 £ £ £ X £ - N o 8 g
d © 9|z 2z 2 2 z|© ©» = § = § & = S 2 EEE E 55 8 g o
S 5 518 8 8 5§ 8|5 5§ ¢ 2 ¢ E g 8 5 0 © © 6 6 O O g £ @5 =
8 &8 @ |8 © T T Tls & > ¢ > ¢ £ > 000000 < 3§ ®8 o g
s © ol © © © |l £ &8 5 8 § ® B § ¥ ¥ ¥ ¥ ¥ ¥ ¥ v &€ ¥ ® % E L
o o aojfj=s =2 2 2 2| L @ T o o0 Z2 = 5 5 3 3 3 3 3 3> 0L w v O £ O

Poland_2
Poland_4
Poland_3

Moldova_Horesti
Moldova_Horesti
Moldova_Horesti
ova_Piatra_Alba

oldova_Chisinau

Poland_1
Finland
Slovakia_2
Hungary
Slovakia_1
Denmark
Germany

Netherlands

Italy
UK_Orkney_3
UK_Orkney_6
UK_Orkney_2
UK_Orkney_1
UK_Orkney_4
UK_Orkney_5
UK_Orkney_8
UK_Orkney_7

France
Spain_1
Spain_2
Georgia
Armenia

Ukraine

Iﬁ*

0.00 001 002 003 0.04 005
Distanta genetica

Fig. 4.2. Distanta genetica intre 31 secvente ale genei CYTB la specia M. arvalis

Din figura de mai sus se observa ca pentru specimenele analizate din Moldova mai apropiate din
punct de vedere genetic sunt cele din Polonia si din linia filogenetica estica. Distanta minima
intre secvente a fost de 0,001 (0,1%), medie — 0,024 (2,4%) si maxima — 0,05 (5%). Distanta
geneticd maxima de 5% a fost observata intre secventa specimenului din Chisinau si secventa din
Ucraina. Este de notat ca o distantd genetica de 5% la rozatoare, in cadrul aceleiasi specii, indica
o diferenta relativ mare intre secvente. Conform datelor obtinute secventele studiate au format 5
clustere asociate celor 5 linii filogenetice descrise anterior, specimenele analizate din Moldova

grupandu-se cu cele din linia filogenetica estica (Fig. 4.3).
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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 asociata formei obscurus;

3. Wtalica; 4. Centrala; 5. Estica, din care fac parte si microtinele din Republica Moldova;

a, ¢, g, t — adenina, citozina, guanina, timina; branch.length — lungimea ramurii

Scala de culoare a ramurilor arborelui reprezintd distanta geneticd iar modificarile 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 liniet

obscurus pe de alta. Totodata nu se atestd o variatie mare intre secventele din cadrul liniei

filogenetice estice. Arborele filogenetic prezentat are 29 noduri interne si 31 ramuri de varf, iar
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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 genetica la 100 site-uri nucleotidice. Pentru testarea calitatii arborelui filogenetic creat a

fost investigatd masura in care acesta reprezinta distanta originala din matrice (Fig. 4.4).

Distanta in arborele filogenetic
0.02 0.03 0.04 0.05

0.01

0.00

| 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

Coeficientul cofenetic de corelatie are o valoare de 0,99 ceea ce demonstreaza o calitate
inaltd a filogeniei obtinute cu modelul TN93, arborele construit avand o reprezentare corecta a
distantelor genetice.

Tot dupa modelul lui Tamura si Nei [131] a fost calculata distanta geneticd intre
secventele obtinute de la specimenele de M. levis din Moldova si 78 secvente din GenBank din
urmatoarele tari: Elvetia, Grecia, Kazahstan, Polonia si Turcia. In acest caz a fost observata o
distantd mult mai mica intre secvente cu un maxim de 0,02; o medie de 0,008 si un minim de
0,002 (Fig. 4.5).
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Fig. 4.5. Distanta genetica intre 86 secvente ale genei CYTB la specia M. levis

Distanta genetica relativ joasa intre secventele de M. levis din diferite tari si regiuni poate
duce la observatia ca procesul de speciatie la aceasta specie este inci in stadiu incipient. In Fig.
4.6 este prezentat arborele filogenetic (CCC > 0,9) al celor 86 secvente mentionate in care se
observa ca 7 secvente din R. Moldova formeaza un cluster comun, in timp ce a 8-a, care provine

de la microtine din satul Malcoci prezinta un grad mai mare de variatie.
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Fig. 4.6. Arborele filogenetic obtinut din secvente ale genei CYTB la specia M. levis
branch.length — lungimea ramurii; a — adenina; ¢ — citozind; g — guanind,; t — timind,

M — amino (adenind sau citozina), y — pirimidina (citozind sau timind)

Astfel, la specimenele de microtine din Malcoci se observa o diversitate genetica mai
mare comparativ cu cele colectate in localitatea Horesti. Acest lucru poate fi influentat de
dimensiunea populatiilor, gradul de migratie intre populatii, factorii mediului etc. O populatie
mica si izolatd va prezenta un nivel scazut al diversitatii, in schimb o populatie mare cu rate mari

de migratie va avea un flux constant de gene ceea ce va favoriza diferentierea genetica.
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Cat priveste filogenia obtinuta in baza secventelor de M. arvalis si M. levis din Moldova

aceasta este prezentata in Fig. 4.7.
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Fig. 4.7. Arborele filogenetic construit in baza secventelor
obtinute de la microtine din Republica Moldova

a, c, g, t—adenina, citozina, guanina, timina; branch.length — lungimea ramurii

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 din Fig. 4.7

Parametru Valoare
Numarul speciilor 2
Numarul secventelor analizate 13
Dimensiune secvente 1106 pb
Numarul site-urilor de variatie 44
Noduri interne 11
Varfuri de ramuri 13
Unitatea lungimii de ramura 0,005
Coeficientul cofenetic de corelatie >0,9
Distanta geneticd maxima 0,061
Distanta geneticd medie 0,056
Distanta genetica 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 reflecta 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 citocromului b
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
specii. Tinand cont de faptul ca habitatul acestor doua specii din Moldova se suprapune si exista
contact Intre populatii, sunt necesare studii ample de geneticad populationald prin intermediul
carora ar putea fi observati indici ai amestecului genetic si a migratiei genelor 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 [116].

4.2. Modelarea distributiei speciilor cu utilizarea algoritmului Bioclim

Modelarea distributiei speciilor cu algoritmul Bioclim se bazeaza pe faptul ca factorii
climatici si mediul reprezinta determinanti cheie ai prezentei si absentei speciilor intr-o anumita
regiune. Prin analiza variabilelor bioclimatice si a datelor despre distributia cunoscuta, Bioclim
permite crearea hartilor cu distributia potentiald. Aceasta abordare este deosebit de importanta in
lupta cu pierderea biodiversitatii si cu extinctia speciilor intrucat ofera posibilitatea de a
identifica zonele de importanta critici pentru conservarea speciilor rare. in cadrul prezentului
studiu a fost aplicat algoritmul Bioclim si au fost create harti de distributie pentru unele specii

rare de serpi.

4.2.1. Modelarea distributiei sarpelui cu patru linii rasdritean (Elaphe sauromates)

Elaphe sauromates (conform clasificarii mai vechi — Elaphe quatuorlineata sauromates)
este o specie rard inclusa in Cartea Rosie a Moldovei (2015) la categoria specie critic periclitata
(CR) [25]. Ea a fost diferentiata ca specie separatd de complexul Elaphe quatorlineata in baza
deosebirilor ADN-ului mitocondrial, distanta genetica intre fostele subspecii E. quatorlineata
quatorlineata si E. quatorlineata sauromates fiind prea mare pentru reprezentanti ai aceleeasi
specii. In lume arealul sarpelui cu patru linii risaritean cuprinde zona de stepa a Europei de Est,
Turcia, Transcaucazia si coastele marii Caspice, iar pe teritoriul tarii noastre a fost semnalata

prezenta catorva populatii izolate (com. pers. Vladimir Turcanu, 2022) si anume:
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1. Satul Burlacu, raionul Cahul (46.04 N/ 28.41 E);

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

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

Motivul principal care a dus la reducerea si fragmentarea arealului acestei specii in
Moldova este reducerea si degradarea habitatelor [141, 152, 154]. Astfel, in baza datelor despre
distributia cunoscutd a sarpelui cu patru linii si a variabilelor bioclimatice asociate, a fost
elaboratd o hartd (Fig. 4.8) cu privire la potentiala distributie a acestei specii pe teritoriul

Republicii Moldova.
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Fig. 4.8. 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, exista cea mai mare probabilitate de a identifica specimene de sarpe cu patru
dungi. In perioada 2018-2023 au fost efectuate mai multe deplasari in teren in aceasta regiune,
iar in noiembrie 2022 la marginea traseului de langa lacul Sarata Noua (46.5 N; 28.4 E) a fost

descoperit un mascul mort, reprezentant al speciei Elaphe sauromates (Fig. 4.9).
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Fig. 4.9. Specimen de sarpe cu patru linii rasiritean identificat la sudul tarii

In Moldova ultima semnalare a prezentei acestei specii in preajma localitatii invecinate
Filipeni dateaza din anii 1970 (com. pers. Vladimir Turcanu, 2022). Astfel, pentru prima data a
fost semnalatd prezenta sarpelui cu patru linii rasdritean in aceastd regiune dupd mai bine de
jumatate de secol. Specia este protejata atat la nivel national, cat si international fiind inclusa in
Lista Rogie IUCN, Anexa IV a Directivei Habitate, Anexa II a Conventiei de la Berna si Cartea

Rosie a Europei [25].

4.2.2. Modelarea distributiei viperei de stepa (Vipera ursinii)

In ultimele decenii habitatele comunitatilor de vipere din Republica Moldova au suferit
schimbari majore acest lucru sporind necesitatea cercetdrii si monitorizarii starii lor actuale.
Vipera ursinii este o specie de sarpe veninos raspandita de la nord-estul Bulgariei, sud-estul
Romaniei si estul Europei pani in Kazahstanul de Vest si muntii Altai din Mongolia. In
Republica Moldova aceasta este inclusa in Cartea Rosie avand statut de specie critic periclitata
[Critically Endangered (CR)] [25], iar ultima semnalare a prezentei Speciei a fost raportata in
anul 1964 in regiunea localitatii Ciucur Mingir, raionul Cimislia (com. pers. Vladimir Turcanu,
2022). In prezent aceasti locatie este o zond protejati (Rezervatie Naturald), insd se considera ci
V. ursinii deja a disparut din aceste locuri si nu mai face parte din herpetofauna tarii noastre [69].
In scopul modelarii distributiei viperei de stepa pe teritoriul Republicii Moldova in calitate de

date de intrare au fost utilizate locatii cunoscute ale acestei specii in Romania (Fig. 4.10).
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Fig. 4.10. Distributia viperei de stepa in Roménia in anul 2008 [70]

In baza datelor cu referire la distributia cunoscuti pe teritoiul Romaniei in anul 2008 [70]
in studiu au fost incluse 7 coordonate geografice asociate urmatoarelor populatii de V. ursinii:
una in satul Cicard, judetul Alba; trei in Valea lui David, Tautesti si regiunea dintre Romanesti-
Avantu-Ursoaia, judetul lasi; alte trei in Delta Dunarii (Perisor-Periteasca, Letea si Sfantu
Gheorghe), judetul Tulcea. In Fig. 4.11 este prezentatd harta cu modelarea distributiei viperei de

stepa in Republica Moldova, sud-estul Romaniei si regiunea Bugeacului din Ucraina.
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Fig. 4.11. Modelarea distributiei speciei Vipera ursinii

109



Conform hartii create se observa o potentiald prezentd a speciei in regiunea de sud a R.
Moldova in zone cu silvostepa deluroasa. Desi a trecut mai bine de jumatate de secol de la ultima
Semnalare a prezentei viperei de stepd In aceastd regiune, exista totusi probabilitatea ca aceasta
specie sa nu fi disparut complet din herpetofauna tarii noastre. Cat priveste potentiala distributie
pe teritoriul Romaniei, conform hartii din Fig. 4.11 care a fost elaborata in anul 2018 [123] s-a
observat o probabilitate mare de prezenta a V. ursinii in mai multe regiuni, printre care si in
judetul Buziu. In vara anului 2021 o echipa de biologi si fotografi romani, in urma semnalarii
unui localnic, au identificat in premiera acest sarpe in geoparcul ,,Tinutul Buzaului” (Fig. 4.12)
[16].
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Fig. 4.12. Semnalarea prezentei V .ursinii in Tinutul Buzaului (stinga) [16], locatia

geoparcului Tinutul Buzdaului (mijloc) [166], harta cu modelarea distributiei (dreapta)

In prezent vipera de stepa este considerati 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 [25].

4.2.3. Distributia morfelor de Vipera berus in functie de altitudine

Vipera comuna (Vipera berus) este un sarpe veninos relativ mic raspandit in Europa si
Asia. In Republica Moldova poate fi intalnita in zonele impadurite din nordul tarii si in regiunea
Codrilor, preferand insa si anumite sectoare deschise cu arbusti. In prezent, statutul taxonomic al
acestei specii este discutabil, intrucat unii cercetatori sustin ca subspecia Vipera berus nikolskii
(care face parte din fauna Republicii Moldova) ar putea fi de fapt o specie separata — Vipera
nikolskii (com. pers. V. Turcanu, 2022). In cadrul speciei exista trei variatii de culoare numite

morfe: melanica, brun-rosietica si cenusie sau gri (Fig. 4.13).
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Fig. 4.13. Vipera berus melanica (stanga) [168], brun-rosietica (mijloc) si cenusie (dreapta)

Desi nu au fost identificate cauze exacte ale variatiilor de culoare la aceasta specie,
conform anumitor cercetdtori (declaratie personala a lui Vladimir Turcanu, 2018) ar putea exista
0 variatie a pigmentatiei indivizilor in functie de altitudine sau chiar sexul indivizilor. Spre
exemplu, in timpul sezonului de imperechere masculii prezintd adesea culori mai stralucitoare,
mai intense, cum ar fi pete rosii sau chiar portocalii pe spate. Aceste culori vii sunt parte a
ritualurilor de curtare, utilizate de masculi pentru a atrage femelele. Dupa aceastd perioada,
culorile revin la nuantele obisnuite ale specimenului. In cadrul acestei etape a cercetarilor ne-am
propus determinarea corelatiei dintre tipul variatiei de culoare care predomina in populatii si
altitudinea habitatului. In acest scop au fost analizate 8 populatii de vipera comuni din Moldova

(Tabelul 4.3) si evaluata inaltimea locului in care acestea habiteaza (Fig. 4.14).
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Fig. 4.14. Boxplotul corelatiei dintre variatia de culoare

predominanti in populatii si altitudinea habitatului
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Tabelul 4.3. Coordonatele geografice ale populatiilor de Vipera berus din Moldova

Variatia de culoare ) o L
Localitatea Latitudine Longitudine
predominanta
Balanesti, Nisporeni 47.21 28.07
Mereseni, Hincesti 46.80 28.54
Melanica
Oliscani, Soldanesti 47.79 28.71
Lozova, Straseni 47.13 28.39
Rudi-Arionesti, Soroca 48.33 27.90
Tatarauca veche, Soroca 48.30 27.98
Gri si brun-rosietica i
Iagorlic, Dubasari 47.22 29.09
Razeni, laloveni 46.77 28.90

S-a obtinut un coeficient de corelatie de 0,35, iar distributia a fost reprezentatd grafic pe

harti cu scala de altitudine (Fig. 4.15).
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Fig. 4.15. Distributia morfelor de Vipera berus in functie de altitudine:

stanga — populatii in care predomind frecventa melanistilor,

dreapta — populatii in care predomind frecventa morfelor gri si rosietice

Se observa ca in locatiile deluroase precum este dealul de la Balanesti se intalnesc
populatii majoritar melaniste, iar in zonele cu altitudine mai joasd predomina specimene cu
variatie de culoare gri si brun-rosietica. Astfel, coloratia diferitd a specimenelor viperei comune

ca si in cazul variatiei altor caracteristici ale reptilelor [121, 124] poate reflecta strategia de

112



adaptare a populatiilor la factorii biogeografici si de mediu. Variatiile de culoare in functie de
altitudine la Vipera berus ar putea fi un exemplu clar de variabilitate. Aceste modificari
cromatice permit serpilor sa se camufleze mai bine in mediul lor specific, crescandu-si astfel
sansele de a supravietui si de a se reproduce cu succes.

Utilizarea algoritmilor informatici pentru studierea diversitatii speciilor reprezintd o
abordare complexd care a devenit esentiald in eforturile de protejare si restabilire a diversitatii
biologice pe Terra. Intrebarile fundamentale legate de genetica speciilor si distributia acestora
permit identificarea problemelor si solutiilor legate de supravietuirea populatiilor, anticiparea
schimbarilor si stabilirea ariilor critice pentru conservare Intr-un context in care presiunile asupra
mediului si asupra resurselor naturale sunt intr-o crestere constantd. Fiecare specie poartd
propriile caracteristici unice iar diversitatea vietii pe pamant este cheia adaptabilitatii si

supravietuirii pe termen lung a speciilor in mediul lor natural.
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4.3. Cocluzii la capitolul 4

. In premieri a fost secventiati si efectuati analiza filogenetici a genei CYTB pentru 13
specimene de microtine din Republica Moldova. in baza studierii relatiilor filogenetice
dintre secvente a fost demonstrat ca indivizii studiati de Microtus arvalis fac parte din
linia filogenetica estica. Toate barcodurile moleculare ale specimenelor din Moldova au
fost depozitate pe platforma globala BOLD Systems.

. Modelarea distributiei unor specii rare a permis crearea hartilor cu distributia potentiala si
identificarea in regiunea localitatii Sdrata Noud a unei populatii de sarpe cu patru linii
rasaritean care ultima datd a fost atestatd n aceastd regiune cu mai bine de jumatate de
secol in urma. De asemenea la vipera comuna (Vipera berus) a fost descrisa corelatia
dintre variatiile de culoare care predomina in populatii si altitudinea habitatului.

. Utilizarea limbajului R pentru analiza filogeneticd si modelarea distributiei speciilor este
o abordare fiabila care contribuie la eficientizarea monitorizarii diversitatii speciilor de

vertebrate terestre.
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CONCLUZII GENERALE

Rezultatele obtinute 1n cadrul tezei de doctorat ,,Abordari bioinformatice in cercetarea

diversitatii vertebratelor terestre in Republica Moldova” au condus la formularea

urmatoarelor concluzii generale:

1.

Au fost identificate 174 specii de amfibieni, reptile, pasari 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.

. A fost efectuata validarea in silico a noi primeri pentru metabarcodarea celor 174 specii si

elaboratd o bazd de date locald care include date moleculare si taxonomice asociate
acestora. In limita grupului de specii studiat, noii primeri au demonstrat performante

superioare in comparatie cu primerii universali pentru metabarcodarea vertebratelor.

. A fost evaluatd in vitro acoperirea taxonomica 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.

Pentru prima data in Republica Moldova a fost testata 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 al Institutului de Zoologie pentru genotiparea speciei
Sus scrofa si se aplica in cercetari efectuate in cadrul unor rezervatii naturale din

Moldova (Anexa 4).

. In premiera, a fost secventiata si efectuati analiza filogeneticd a genei CYTB pentru 13

specimene de microtine din Republica Moldova. In baza studierii relatiilor filogenetice
dintre secvente a fost demonstrat ca indivizii studiati de Microtus arvalis fac parte din
linia filogenetica estica. Toate barcodurile moleculare ale specimenelor din Moldova au

fost depozitate pe platforma globala BOLD Systems (Anexa 3).

. Modelarea distributiei unor specii rare de vertebrate terestre a permis crearea hartilor cu

distributia potentiala si identificarea In regiunea localitdtii Sdrata Noua a unei populatii de
sarpe cu patru linii rasaritean (Elaphe sauromates) care ultima data a fost atestata in

aceastd regiune cu mai bine de jumatate de secol In urma.
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Rezultatele stiintifice prezentate in lucrare au fost aprobate la urmaitoarele foruri
stiintifice nationale si internationale: Simpozionul International Biologia si Dezvoltarea
Durabila, Editia 15, 2017, Bacau, Romania; The Ninth International Zoological Congress of
Grigore Antipa Museum, 2017, Bucuresti, Romania; Conferinta Stiintifica Aniversara 60 de ani
de muzeologie in domeniul stiintelor naturii la Muzeul Judetean Mures, 2018, Targu Mures,
Romania; The Tenth International Zoological Congress of Grigore Antipa Museum, 2018,
Bucuresti, Romania; International Symposium Functional ecology of animals, 2018, Chisinau,
Moldova; Conferinta stiintifico-practici cu participare internationala buopasznoobpasue u
Payuonanvrnoe Hcnonvzosanue Ilpupoousix Pecypcos, 2018, Maxaukana, Rusia; Simpozionul
International Biologia si Dezvoltarea Durabila, Editia 17, 2019, Bacau, Romania; International
Conference of Zoologists Sustainable use and protection of animal world in the context of
climate change, 2021, Chisinau, Moldova; Conferinta nationala cu participare internationala Life
sciences in the dialogue of generations: connections between universities, academia and
business community, 2022, Chisindu, Moldova; Conferinta stiintifico-practica internationala
Instruire prin cercetare pentru o societate prosperd, 2022, Chisindu, Moldova; Conferinta
nationald cu participare internationala Natural sciences in the dialogue of generations, 2023,
Chisinau, Moldova; Conferinta nationald cu participare internationala One Health Approach -
achievements and challenges, Section Biodiversity and Health — perspective of interconnection,
2023, Chiginau, Moldova.
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RECOMANDARI PRACTICE

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

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

. 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.

. 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.

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

. 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 inalta 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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Anexa 1. Etapele de design si testare a primerilor Met-12S
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ANEXE

1. Extragerea mitogenomurilor RefSeq a tuturor
vertebratelor terestre din Republica Moldova

Platforma NCBI
Baza de date RefSeq

Au fost identificate 174
specii din 337

|

N

|

2. Design-ul in silico al primerilor in baza

secventelor genomurilor mitocondriale

OBITools
ecoPrimers

174 secvente

_

W

L

3. Testarea in silico a primerilor obtinuti

ecoPCR
limbajul R

Acoperirea taxonomica
Rezolutia taxonomica
Gradul de conservare

|

\\/
4. Colectarea materialului biologic pentru
testarea acoperirii taxonomice a primerilor

Prelevarea probelor

Au fost colectate probe de la

pentru testarea in | 26 specii de vertebrate terestre

laborator

din Republica Moldova
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de biologie moleculara

ici

Tehn

A

5. Extragerea ADN-ului

Bento Lab
Purificarea pe coloane

26 probe

6. Efectuarea reactiei de PCR conventional

Bento Lab
Thermocycler

Primeri Met-12S

Testarea in vitro a
acoperirii taxonomice

7. Electroforeza ampliconilor pe gel de agaroza

Caseta pentru
electroforeza Bento Lab

Agaroza
GelGreen DNA Stain

8. Vizualizarea rezultatelor reactiei de
amplificare

Transiluminator
Bento Lab

Noii primeri prezinta
acoperire taxonomica pentru
25 din 26 specii testate
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Anexa 2. Date moleculare din baza de date de referinta

cu privire la metabarcodarea vertebratelor terestre din RM

# ecoPCR version 1.0.1

# direct strand oligol : AAGGCGGATTTAGCAGT#A#
# reverse strand oligo2 : CACTTACCTTGTTACGA#C#
# max error count by oligonucleotide : 2

# database : vertebrate_terestre_moldova

# amplified length between [80,150] bp

# DB sequences are considered as circular

[«B]
= < ~ <
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S| 0T g T o|&<E g
>
AAGTGGGACAATCGAGCC
CTCTTTAAGCCGGCTCTGG
AAGGCGG CACTTA GACACGTACATACCGCCC
NC_062298 Corvus comix 16946 | ATTTAGC | 0| CCTTGT | 0| 124 | GTCACCCTCCTCACAAGC
AGTA TACGAC GACCCAAAACCCCCAATA
CATTAATACACTATCCAGC
TAAAGAGGAGGCAA
AAGCAGGATAACATAAGC
CTACTTTAAGCCGGCCCTG
AAGGCGG CACTTA AGGCACGTACATACCGCC
NC_057089 | Falcosubbuteo | 17678 | ATTTAGC | 0| CCTTGT | 0| 122 | CGTCACCCTCCTCACAAGC
AGTA TACGAC TACTAACCCCAGATAACT
AACCTACCACTATAGCCA
AAGATGAGGTAA
AAGAGGGATAATACAAGC
TCTCTTTAAGCTGGCCCTG
AAGGCGG CACTTA GGGCACGTACATACCGCC
NC_056273 | Tringa stagnatilis | 16799 | ATTTAGT | 1| CCTTGT | 0| 121 | CGTCACCCTCCTCATAAGC
AGTA TACGAC TCCAACCCCACAATACAT
AATACAACTTATAGCTGA
AGATGAGGTAA
AAGTAGGATAATAATGCC
TGCTTTAAGTTGGCCCTGA
AAGGCGG CACTTA GGCACGTACATACCGCCC
NC_056257 | Pluvialis squatarola | 16860 | ATTTAGC | 0| CCTTGT | 0| 120 | GTCACCCTCCTCATAAGCT
AGTA TACGAC ACTCACTCCTATACCCTAA
TACACCACCCAGCTGAAG
ATGAGGTAA
AATTAAGAATAGAGAGCT
TAATTGAATAGGGCCATG
AAGGTGG TGCTTA AAGCACGCACACACCGCC
NC_ 056132 | Mustelalutreola | 16504 | ATTTAGT | 2| CCTTGT | 2| 123 | CGTCACCCTCCTCAAGCA
AGTA TACGAC ACACACCCAAATATTACA
TAATAAAAGTAAACCTAA
AGCAAGAGGAGACAA
NC_056091 Jynx torquilla 16832 | AAGGCGG | 0| CACTTA | 0| 121 | AAACACGACCACAATGCT
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ATTTAGC
AGTA

CCTTGT
TACGAC

TGTTTTAAGTTGGCCCTGG
GACACGTACATACCGCCC
GTCACCCTCCTCACAAGC
AACCCCCCCACCACAACC
TATTACCCATTAAAGCTGA
AGATGAGGTAA

NC_015526

Phasianus colchicus

16692

AAGGAGG
ATTTAGC |1
AGTA

CGCTTA
CCTTGT
TACGAC

127

AAGTAGGACCATGCCTCT
TCAAGCCTACTTTAAGAC
GGCCCTGGGGCACGTACA
TACCGCCCGTCACCCTCTT
CGCAGGCCACCAATACTA
ATAAATAATACCCACATC
AAGCCAAAGACGAGGTAA

NC_013978

Columba livia

17229

AAGGCGG
ATTTAGC |0
AGTA

CACTTA
CCTTGT
TACGAC

121

AAGAGGGATAATATAAGC
CCCCTTTAAGCTGGCTCTG
GGGCACGTACATACCGCC
CGTCACCCTCCTCATAAGC
TCTAAACTACCAATAAAT
AATACTCCTACCTGCTAAA
GATGAGGTAA

NC_009684

Anas platyrhynchos

16604

AAGGAGG
ATTTAGC |1
AGTA

CACTTA
CCTTGT
TACGAC

120

AAGCGGGACAATAAAGCT
CGCTTTAAGCCGGCCCTA
GGGCACGTACATACCGCC
CGTCACCCTCCTCATAAGC
CACACCCCCACATAATTA
ATACCACGTAAATGCCAA
AGATGAGGTAA

NC_007007

Gavia stellata

17573

AAGGCGG
ATTTAGC |0
AGTA

CACTTA
CCTTGT
TACGAC

119

AAGCGGGACAATAAAGCC
CCCTTTAAGTTGGCCCTGG
GGCACGTACATACCGCCC
GTCACCCTCCTCATAAGCC
CCCATTACTTATAACTAAT
ACATTTACAAGCTGAAGA
TGAGGTAA

NC_000878

Falco peregrinus

18068

AAGGCGG
ATTTAGC |0
AGTA

CACTTA
CCTTGT
TACGAC

122

AAGCAGGATAACATAAGC
CTACTTTAAGTTGGCCCTG
AGGCACGTACATACCGCC
CGTCACCCTCCTCACAAGC
TACCAACCCCAGATAACT
AACCCACCACTATAGCCA
AAGATGAGGTAA

NC_000845

Sus scrofa

16613

AAGGAGG
ATTTAGC |1
AGTA

TGCTTA
CCTTGT
TACGAC

126

AATCGAGAATAGAGTGCT
TGATTGAATAAGGCCATG
AAGCACGCACACACCGCC
CGTCACCCTCCTCAAGCAT
GTAGTAATAAAAATAACC
TATATTCAATTACACAACC
ATGCAAGAAGAGACAA

NC_054728

Falco naumanni

17652

AAGGCGG
ATTTAGC | 0
AGTA

CACTTA
CCTTGT
TACGAC

121

AAGCAGGATAATAGAGCC
TACTTTAAGTCGGCCCTGA
GGCACGTACATACCGCCC
GTCACCCTCCTCACAAGCC
ACCAACTCCAAATAACTA
ATCCACCACCACGGCCAA
AGATGAGGTAA

NC_053106

Panurus biarmicus

17009

AAGGCGG
ATTTAGC |0
AGTA

CACTTA
CCTTGT
TACGAC

122

AAGTGGGACAATCGAGCC
CTCTTTAAGCCGGCCCTGG
GGCACGTACATACCGCCC
GTCACCCTCCTCATAGGCG
CCCCCCCAAACCCATACCT
AATAAGTGTCGCAGCTGA
AGAGGAGGTAA

NC_053059

Sitta europaea

16827

AAGGAGG
ATTTAGC |1
AGTA

CACTTA
CCTTGT
TACGAC

122

AAGTGGGACAATCGAGCC
CTCTTTAAGCCGGCTCTGG
GACACGTACATACCGCCC
GTCACCCTCCTCAAAGGC
GACCCCCCCCCCCCATAA

135




CTAATAAGCAATCCAGCC
AAAGATGAGGTAA

NC_053058

Oriolus oriolus

16794

AAGGCGG
ATTTAGC | 0
AGTA

CACTTA
CCTTGT
TACGAC

125

AAGTGGGACAATCGAACC
CTCTTTAAGCCGGCTCTGA
GGCACGTACATACCGCCC
GTCACCCTCCTCACAAGC
GACCAACCCCCCCCCCAT
ACATTAATAAGTTACTCA
GCTAAAGAGGAGGTAA

NC_053057

Bombycilla garrulus

16875

AAGGAGG
ATTTAGC |1
AGTA

CACTTA
CCTTGT
TACGAC

122

AAGTGGGACAATCGAGCC
CTCTTTAAGCCGGCCCTGG
GGCACGTACATACCGCCC
GTCACCCTCCTCAAAGGC
GACCCACACACCTATTAA
CTAATAAGCCATTAAGCC
AAAGATGAGGTAA

NC_053054

Sylvia borin

17971

AAGGCGG
ATTTAGC | 0
AGTA

CACTTA
CCTTGT
TACGAC

124

AAGTGGGACAAGCGAGCC
CTCTTTAAGCCGGCTCTGG
AGCACGTACATACCGCCC
GTCACCCTCCTCAAAAGC
GNACCCCCCCCCCCCATA
ACTTAATAAGCTACTCAG
CCGAAGAGGAGGTAA

NC_052780

Stercorarius
parasiticus

16672

AAGGCGG
ATTTAGC |0
AGTA

CACTTA
CCTTGT
TACGAC

119

AAGGGGAACAATAGAGTC
CCCTTTAAGTTGGCCCTGG
AGCACGTACATACCGCCC
GTCACCCTCCTCACAAGCC
ACCAATTTTTATAACTAAT
AAGCTTTGCGGCTGAAGA
TGAGGTAA

NC_051953

Pelobates fuscus

16828

AAGGCGG
ATTTAGC |0
AGTA

TACTTA
CCATGT
TACGAC

118

AAAAGAAACCAGAACATT
CTTTTTAATCTGGCCCTAG
GGCGCGCACACACCGCCC
GTCGCCCTCCTCAATTTAA
ATTTCAATTTAAATAAAAC
CCCAAACAAACCTAAGAG
GAGGTAA

NC_051558

Nucifraga
caryocatactes

16914

AAGGCGG
ATTTAGC |0
AGTA

CACTTA
CCTTGT
TACGAC

121

AAGCGGGACAATCGAGCC
CTCTTTAAGCCGGCCCTGG
GACACGTACATACCGCCC
GTCACCCTCCTCACAAGC
GACCCAATTCCAATACATT
AATACACTATCCAGCTAA
AGAGGAGGCAA

NC_051036

Oenanthe oenanthe

16826

AAGGCGG
ATTTAGC |0
AGTA

CACTTA
CCTTGT
TACGAC

122

AAGTGGGACAATCGAGCC
CTCTTTAAGCCGGCTCTGG
GGCACGTACATACCGCCC
GTCACCCTCCTCACAAGC
GCCCAACACACCCCATAA
CTAATAAGCCATCCAGCT
AAAGATGAGGTAA

NC_050973

Mareca penelope

16596

AAGGAGG
ATTTAGC |1
AGTA

CACTTA
CCTTGT
TACGAC

120

AAGCGGGACAATAGAGCC
TACTTTAAACCGGCCCTAG
GGCACGTACATACCGCCC
GTCACCCTCCTCATAGGCC
ACATCCCCATATAACTAAT
ACCACGTAAATGCCGAAG
ATGAGGTAA

NC_050298

Delichon urbicum

17973

AAGGAGG
ATTTAGC |1
AGTA

CACTTA
CCTTGT
TACGAC

121

AAAAGGGAGAATCGAGCC
CTTTTTAAGCCGGCTCTGG
GACACGTACATACCGCCC
GTCACCCTCCTCAAAAGC
GACCAACCACCCCATAAC
TAATACGCTATCCAGCTA
AAGAGGAGGTAA

NC_050295

Hirundo rustica

17893

AAGGAGG
ATTTAGC

CACTTA
CCTTGT

121

AAAAGGGAGAATCGAGCC
CTTTTTAAGACGGCTCTGG

136




AGTA

TACGAC

GACACGTACATACCGCCC
GTCACCCTCCTCAAAAGC
GACCAATCACCCAATAAC
TAATACGCTATCCAGCCA
AAGAGGAGGTAA

NC_050264

Muscardinus
avellanarius

16731

AAGGAGG
ATTTAGT | 2
AGTA

CGCTTA
CCATGT
TACGAC

129

AGCTAGGAGTAGAGAGCC
TAACTGAATAGGGCCATT
AAGCACGCACACACCGCC
CGTCACCCTCCTCAAGTAT
CCAACATTATATAGATAT
ATACATATACAAGTTTATT
TAAATGCAAGAGGAGATA
A

NC_049122

Apodemus
sylvaticus

16308

AAGGAGG
ATTTAGT | 2
AGTA

TGCTTA
CCTTGT
TACGAC

128

AATTAAGAGTAGAGAGCT
TAATTGAATAGAGCAATG
AAGTACGCACACACCGCC
CGTCACCCTCCTCAAACTA
AATTAACTTCACAGTATA
AATAATGACGTAAATAAT
AATTTACGAGAGGAGATA
A

NC_048470

Eremophila alpestris

17855

AAGGCGG
ATTTAGC |0
AGTA

CACTTA
CCTTGT
TACGAC

125

AAGCGGGACAATCGAGCC
CTCTTTAAGCCGGCTCTAG
GACACGTACATACCGCCC
GTCACCCTCCTCAAAAGC
GACCCCCCCCCCCCCCATA
AATTAATACGTTTTCCAGC
CAAAGAGGAGGTAA

NC_046877

Calidris pugnax

16902

AAGGCGG
ATTTAGT |1
AGTA

CACTTA
CCTTGT
TACGAC

122

AAGTGGGACAATATAAGC
CTTCTTTAAATCGGCCCTG
GGGCACGTACATACCGCC
CGTCACCCTCCTCATAAGC
TACCCACCCTACAATACCT
AATACAACTCCAAGCTGA
AGATGAGGTAA

NC_046765

Limosa lapponica

16773

AAGGCGG
ATTTAGT |1
AGTA

CACTTA
CCTTGT
TACGAC

121

AAGCGGGATCATATAAGC
CCTCTTTAAATCGGCCCTG
GGGCACGTACATACCGCC
CGTCACCCTCCTCATAAGC
TATAAGCCTACAATCTCTA
ATACAACCATCAGCCGAA
GATGAGGTAA

NC_046417

Curruca curruca

17959

AAGGCGG
ATTTAGC | 0
AGTA

CACTTA
CCTTGT
TACGAC

123

AAGAGAGACAAGCGAGCC
CTCTTTAAGCCGGCTCTGG
AGCACGTACATACCGCCC
GTCACCCTCCTCAAAACG
CCCCCCCCCCCCCCATACC
TTAATAAGATGCTCAGCC
AAAGAGGAGGTAA

NC_045373

Mareca strepera

16600

AAGGAGG
ATTTAGC |1
AGTA

CACTTA
CCTTGT
TACGAC

120

AAGCGGGACAATAGAGCC
TACTTTAAACCGGCCCTAG
GGCACGTACATACCGCCC
GTCACCCTCCTCATAGGCC
ACATCCCCATATAACTAAT
ACCACGTAAATGCCGAAG
ATGAGGTAA

NC_045372

Picus canus

17103

AAGGCGG
ATTTAGC | 0
AGTA

CACTTA
CCTTGT
TACGAC

121

AGACATAGTCATCACAAT
TGTCTTAAATTGGCCCTGG
GACACGTACATACCGCCC
GTCACCCTCATCACAAGC
ATTTTTCTCCATACCCCCT
AGGACCACAAACAGCCAG
AGATGAGGCAA

NC_044651

Tringa nebularia

16682

AAGGCGG
ATTTAGC | 0
AGTA

CACTTA
CCTTGT
TACGAC

121

AAGAGGGACAATACAAGC
CCCCTTTAAACTGGCCCTG
GGGCACGTACATACCGCC

CGTCACCCTCCTCATAAGC

137




TCAAACTTCACAATACCTA
ATACAACCTATAGCTGAA
GATGAGGTAA

NC_044648

Tringa totanus

16818

AAGGCGG
ATTTAGT |1
AGTA

CACTTA
CCTTGT
TACGAC

121

AAGAGGGATAATACAAGC
CCTCTTTAAACCGGCCCTA
GGGCACGTACATACCGCC
CGTCACCCTCCTCATAAGC
TTCAACCCTACAATACATA
ATGCAACTTATAGCTGAA
GATGAGGTAA

NC_042501

Bombina bombina

17154

AAGGAGG
ATTTAGT | 2
AGTA

TACTTA
CCATGT
TACGAC

119

AAAAGAAACGATAGTGTT
CTTTTTAAACTGGCCCTGG
GGCGCGCACACACCGCCC
GTCACCCTCTTCAACTAAA
ACTAATAGATCCCCTAAA
ACATAAAACAAGTACAAG
AAGAGGTAA

NC_042226

Rana temporaria

16061

AAGGTGG
ATTTAGT | 2
AGTA

CACTTA
CCATGT
TACGAC

117

AAAAGAAAATAGAGTGTT
CTTTTTAACCCGGCTCTGG
GACGCGTACACACCGCCC
GTCACCCTCTTCAATAGTA
CCCCGTATGTTCCTAACCC
AACACCACGTTTTAGAAG
AGGCAA

NC_041578

Rallus aquaticus

17149

AAGGAGG
ATTTAGC |1
AGTA

CACTTA
CCTTGT
TACGAC

123

AAGAGGGGCAAGAATACC
CTCTTAAACCCGGCCCTGG
AGCACGTACATACCGCCC
GTCACCCTCTTCACAACTG
CCAAACACTCATAACTTA
ATCAAACACCCAAAGTTA
AAAGATGAGGTAA

NC_041118

Charadrius
alexandrinus

16905

AAGGCGG
ATTTAGC |0
AGTA

CACTTA
CCTTGT
TACGAC

123

AAGTGAGACAATAGAGCT
CGCTTTAAGTCGGCCCTGA
GGCACGTACATACCGCCC
GTCACCCTCCTCACAAGCT
ATAGACCCCCCAAATAAT
TCAATACGCAACCTAGCT
AAAGATGAGGTAA

NC_040858

Haliaeetus albicilla

17719

AAGGCGG
ATTTAGC |0
AGTA

CACTTA
CCTTGT
TACGAC

118

AACTGGGACAATAGAGCC
CTATTTAAGCTGGCCCTGG
GGCGCGTACATACCGCCC
GTCACCCTCCTCGTAGGCC
GTATTCCTCATAACTAATA
ACCCAACATGCCAAAGAT
GAGGTAA

NC_040986

Mergus merganser

16630

AAGGAGG
ATTTAGC |1
AGTA

CACTTA
CCTTGT
TACGAC

120

AAGTGAGATAATAAGGCC
CACTTTAAGCCGGCTCTAG
GGCACGTACATACCGCCC
GTCACCCTCCTCATAGGCC
ACACCCCAACATAACTAA
TACCATCAACATGCCGAA
GATGAGGTAA

NC_040875

Parus major

16777

AAGGCGG
ATTTAGC |0
AGTA

CACTTA
CCTTGT
TACGAC

125

AAGTGGGATAATCAAGCC
CTCTTTAAGCCGGCCCTGG
AGCACGTACATACCGCCC
GTCACCCTCCTCAAAAGC
GACCCCAAACCCCCCCAT
AACTTAATAAGCTACTCA
GCCAAAGATGAGGTAA

NC_040290

Oenanthe isabellina

16812

AAGGCGG
ATTTAGC |0
AGTA

CACTTA
CCTTGT
TACGAC

122

AAGTGGGACAATCGAGCC
CTCTTTAAGCCGGCTCTGG
GGCACGTACATACCGCCC
GTCACCCTCCTCACAAGC
GACCAACACACCCTATAA
CTAATAAGCCATCCAGCT
AAAGATGAGGTAA

138




NC_039843

Perdix perdix

16699

AAGGAGG
ATTTAGC |1
AGTA

CGCTTA
CCTTGT
TACGAC

127

AAATGGGACCATAACCCT
AAGCCCACTTTAAGCTGG
CCCTGGGGCACGTACATA
CCGCCCGTCACCCTCTTCA
CAGGCCACCAGTATTGAT
AAATAATACCTCACCCCC
CAGCCAAAGACGAGGTAA

NC_039736

Asio otus

17555

AAGGCGG
ATTTAGC | 0
AGTA

CACTTA
CCTTGT
TACGAC

120

AAGATGGGGTCATAGTAC
CCTCTTTAAGATGGCCCTG
GGGTACGTACATACCGCC
CGTCACCCTCCTCGCAAGC
TTTTTTCCCCTATAAATAA
TACCCCTCCGAGCTAAAG
ATGAGGTAA

NC_039096

Tringa glareola

16804

AAGGCGG
ATTTAGT |1
AGTA

CACTTA
CCTTGT
TACGAC

121

AAGAGGGATCATACAAGC
CCTTTTTAAATCGGCCCTG
GGGCACGTACATACCGCC
CGTCACCCTCCTCATAAGC
TTCAACCCCACAATACAT
AATACAATTTATAGCTGA
AGATGAGGTAA

NC_038219

Bubo bubo

18952

AAGGCGG
ATTTAGC |0
AGTA

CACTTA
CCTTGT
TACGAC

125

AAGACGGAGCCATAACAT
CCTCTTTAAGGCGGCCATG
GAGCACGTACACACCGCC
CGTCACCCTCCTCACAAGC
CACAACCTACATATAACA
TCATACCACCACCTTAGGC
CAAAGATGAGGTAA

NC_038218

Strix uralensis

18708

AAGGCGG
ATTTAGC |0
AGTA

CACTTA
CCTTGT
TACGAC

121

AAGGCGGAGCCATAATAC
CCCCTTTAAGACGGCCCTG
GGACACGTACATACCGCC
CGTCACCCTCCTCACAAGC
CACACCCCCATAAAACTA
TACTACCACCCAGGCTAA
AGATGAGGTAA

NC_038195

Milvus migrans

18016

AAGGCGG
ATTTAGC | 0
AGTA

CACTTA
CCTTGT
TACGAC

118

AACTGAGACAATCGAGCT
CTATTTAAACTGGCCCTGG
AGCACGTACATACCGCCC
GTCACCCTCCTCGTAGGCC
ATATCCTCCATAACTAATA
ACCCACCACGCCAAAGAT
GAGGTAA

NC_038176

Microtus arvalis

16285

AAGGAGG
ATTTAGT | 2
AGTA

TGCTTA
CCTTGT
TACGAC

124

AATTAAGAATAGAGTGCT
TAATTGAATAGAGCAATG
AAGTACGTACACACCGCC
CGTCACCCTCCTCAAACTA
AATAAACGAAAACTATAC
ATAATTACATCAAACTTTT
ACGAGAGGAGATAA

NC_037888

Cricetus cricetus

16263

AAGGAGG
ATTTAGT | 2
AGTA

TGCTTA
CCTTGT
TACGAC

126

AATTAAGAGTAGAGAGCT
TAGTTGAATAGAGCAATG
AAGTACGTACACACCGCC
CGTCACCCTCCTCAAACTA
GGCTGCCGATCTATATACC
TAATAACAATCAATAAGC
CTATGAGAGGAGACAA

NC_037513

Streptopelia
decaocto

17160

AAGGCGG
ATTTAGC | 0
AGTA

CACTTA
CCTTGT
TACGAC

122

AAGTGGGATAATATAAGC
CCTCTTTAAGCCGGCTCTG
AGGCACGTACATACCGCC
CGTCACCCTCCTCACAAGC
TCTACAGTAACCAATAAA
TAATATGCCCTCCCGCTAA
AGATGAGGTAA

NC_036345

Sterna hirundo

16707

AAGGCGG
ATTTAGC | 0
AGTA

CACTTA
CCTTGT
TACGAC

119

AAGCGGGACAATAGAGCC
CCCTTTAAGTTGGCCCTGG
GGCACGTACATACCGCCC

GTCACCCTCCTCACAAGCC

139




ACAAACCATCATAACTAA
TAACCCTTACGGCTGAAG
ATGAGGTAA

NC_036956

Vipera berus

16370

AAGGAGG
ATTTAGC |1
AGTA

CACTTA
CCATGT
TACGAC

119

AGATAGGAATAAAACACC
TAACTGAACATAAAGCAA
TGAAGTGCGTACACACCG
CCCGTCATCCCTGCCTACA
CCATATTAATCTATATAAA
CCTAATTAAAATCTCTAAC
CAGGGCAA

NC_036344

Gelochelidon
nilotica

16748

AAGGCGG
ATTTAGC | 0
AGTA

CACTTA
CCTTGT
TACGAC

119

AAGGGGGACAATAGAGCC
CCCTTTAAGTTGGCCCTGG
GGCACGTACATACCGCCC
GTCACCCTCCTCACAAGCC
ACTAACCATCATAACTAA
TAACCTTCACGGCTGAAG
ATGAGGTAA

NC_034838

Corvus corax

16928

AAGGCGG
ATTTAGC |0
AGTA

CACTTA
CCTTGT
TACGAC

123

AAGTGGGACAATCGAGCC
CTCTTTAAGCCGGCTCTGG
GACACGTACATACCGCCC
GTCACCCTCCTCACAAGC
GACCCCCAACCCCATTAC
ATTAATACGCTATCTAGCT
AAAGAGGAGGCAA

NC_036035

Ondatra zibethicus

16348

AAGGAGG
ATTTAGT | 2
AGTA

TGCTTA
CCTTGT
TACGAC

124

AATTAAGAATAGAGAGCT
TAATTGAATAGAGCAATG
AAGTACGTACACACCGCC
CGTCACCCTCCTCAAACTA
AATAAACGAAATATATAC
ATAATTACATCAACAATTT
ACGAGAGGAGATAA

NC_035806

Aquila heliaca

18067

AAGGCGG
ATTTAGC |0
AGTA

CACTTA
CCTTGT
TACGAC

120

AAGTGGGACAATAAAGCC
CTACTTAAGCCGGCCCTG
AGGCACGTACATACCGCC
CGTCACCCTCCTCGCAAGC
CATAACCCATCTATAACTA
ATACCCCAACTAGCTGAA
GATGAGGTAA

NC_035868

Alcedo atthis

17383

AAGGCGG
ATTTAGC |0
AGTA

CACTTA
CCTTGT
TACGAC

119

AACCAGAATGAGAATGTC
TGATTTAAGCCGGCCCTG
GGGCACGTACATACCGCC
CGTCACCCTCCTCACAAGC
TAATAACCTACATAACTA
ATACCTATACTTGCTGAAG
ATGAGGTAA

NC_035423

Himantopus
himantopus

17378

AAGGCGG
ATTTAGC |0
AGTA

CACTTA
CCTTGT
TACGAC

121

AAACGGGACAATGAAGCC
CGCTTTAAGTCGGCCCTGG
GGCACGTACATACCGCCC
GTCACCCTCCTCATAAGCT
ACAAACCCCCATTAATTTA
ATACACCACTAAGCTGAA
GATGAGGTAA

NC_001665

Rattus norvegicus

16313

AAGGAGG
ATTTAGT | 2
AGTA

TGCTTA
CCTTGT
TACGAC

126

AATTAAGAATAGAGAGCT
TAATTGAATAGAGCAATG
AAGTACGCACACACCGCC
CGTCACCCTCCTCAAATTA
GATTGGCATTCATATATAC
ATAATTTCACTAACAAATT
TATGAGAGGAGATAA

NC_005089

Mus musculus

16299

AAGGAGG
ATTTAGT | 2
AGTA

TGCTTA
CCTTGT
TACGAC

125

AATTAAGAATAGAGAGCT
TAATTGAATTGAGCAATG
AAGTACGCACACACCGCC
CGTCACCCTCCTCAAATTA
AATTAAACTTAACATAATT
AATTTCTAGACATCCGTTT
ATGAGAGGAGATAA

140




NC_034237

Haematopus
ostralegus

16798

AAGGCGG
ATTTAGC | 0
AGTA

CACTTA
CCTTGT
TACGAC

120

AAGTGGAACCATAAAGCC
CACTTTAAGTCGGCCCTGG
GGCACGTACATACCGCCC
GTCACCCTCCTCACAAGCC
ATAGATCACCATAATTTA
ATTCATCACTCGGCTGAA
GATGAGGTAA

NC_034227

Myotis bechsteinii

17151

AAGGTGG
ATTTAGC |1
AGTA

CACTTA
CCTTGT
TACGAC

131

AATTAAGAGTAGAGAGCT
TAATTGAATGTTGGCCATA
AGGCACGCACACACCGCC
CGTCACCCTCCTCAAATAA
AACAATATTAAATATACC
CTAAATGATATACAAATA
TTAATCTATGAGAGGAGA
CAA

NC_033974

Tringa ochropus

16906

AAGGCGG
ATTTAGT |1
AGTA

CACTTA
CCTTGT
TACGAC

122

AAGAGGGATAATATAAGC
CCCCTTTAAATCGGCCCTA
GGGCACGTACATACCGCC
CGTCACCCTCTTCACAAGC
TCCAATTCTACATGTACTT
AACACAACCAATAGCTGA
AGATGAGGTAA

NC_033347

Vespertilio murinus

16721

AAGGTGG
ATTTAGT | 2
AGTA

CACTTA
CCTTGT
TACGAC

125

AATTAAGAATAGAGTGCT
TAATTGAATAGGGCCATG
AGGCACGCACACACCGCC
CGTCACCCTCCTCAAGTAA
TACTTATTAATTTTTTCAT
AAAACTTTTAATACCATTT
ATAAGAGGAGATAA

NC_031802

Cricetulus
migratorius

16246

AAGGAGG
ATTTAGT | 2
AGTA

TGCTTA
CCTTGT
TACGAC

126

AATTAAGAGTAGAGAGCT
TAATTGAATAGAGCAATG
AAGTACGTACACACCGCC
CGTCACCCTCCTCAAACTG
GGCTGCCAAACCCTATAC
CTAATAACAACCATTAAG
CTCACGAGAGGAGATAA

NC_030585

Tringa erythropus

16683

AAGGCGG
ATTTAGC | 0
AGTA

CACTTA
CCTTGT
TACGAC

121

AAGAGGGACAATACAAGC
CCCCTTTAAACCGGCCCTG
GGGCACGTACATACCGCC
CGTCACCCTCCTCATAAGC
TCCAACTTCCCAATACTTA
ATAAAACTTATAGCTGAA
GATGAGGTAA

NC_026223

Periparus ater

16783

AAGGCGG
ATTTAGC | 0
AGTA

CACTTA
CCTTGT
TACGAC

124

AAGTGGGACAATCGAGCC
CTCTTTAAGCCGGCCCTGG
GACACGTACATACCGCCC
GTCACCCTCCTCAAAAGC
GACCCCAACCCCCCCATA
AACTAATAAGCTACTCAG
CCAAAGATGAGGTAA

NC_002069

Corvus frugilegus

16931

AAGGCGG
ATTTAGC | 0
AGTA

CACTTA
CCTTGT
TACGAC

123

AAGTGGGACAATCGAGCC
CTCTTTAAGCCGGCCCTGG
GACACGTACATACCGCCC
GTCACCCTCCTCAAAAGC
GACCCAAACCCCTAATAC
ATTAATACGCTATTCAGCT
AAAGAGGAGGCAA

NC_029147

Turdus philomelos

18540

AAGGCGG
ATTTAGC | 0
AGTA

CACTTA
CCTTGT
TACGAC

122

AAGAGAGACAATCGAGCC
CTCTTTAAGCCGGCTCTGG
AGCACGTACATACCGCCC
GTCACCCTCCTCATAAGCG
CCCAACACACCCAATACC
TAATAAGCCATCCAGCTA
AAGAGGAGGTAA

NC_029862

Dendrocopos
leucotos

16838

AAGGCGG
ATTTAGC |0
AGTA

CACTTA
CCTTGT
TACGAC

122

AAACATGATCATCACGCC
TGTCTTAAGTCGGCCCTGG
GACACGTACATACCGCCC

141




GTCACCCTCCTCACAAGC
AAACTTTTCCCCCTTCAAT
CAAAACCACAACTCGCTA
AAGATGAGGCAA

NC_029837

Regulus regulus

16847

AAGGCGG
ATTTAGC |0
AGTA

CACTTA
CCTTGT
TACGAC

122

AAGTGGGACAATCGAGCC
CTCTTTAAGCCGGCCCTGG
GACACGTACATACCGCCC
GTCACCCTCCTCAAAGGC
GAACCAACACCCCATAAA
TTAATAAGCTATCCAGCC
AAAGATGAGGTAA

NC_029346

Myotis myotis

17213

AAGGTGG
ATTTAGT | 2
AGTA

CACTTA
CCTTGT
TACGAC

136

AACTAAGAATAGAGAGCT
TAGTTGAATATGGCCATA
AGGCACGCACACACCGCC
CGTCACCCTCCTCAAATAA
AACAATATTAAATATATCT
TAGATAATATATATACAT
AGATATTGACACATGAGA
GGAGACAA

NC_029360

Sturnus vulgaris

16793

AAGGCGG
ATTTAGC |0
AGTA

CACTTA
CCTTGT
TACGAC

122

AAGTGGGACCATCGAGCC
CTCTTTAAGCCGGCCCTGG
GACACGTACATACCGCCC
GTCACCCTCCTCAAAGGC
GAACCAACTCCCCCATAC
CTAATAAGCTATCCAGCC
AAAGAGGAGGTAA

NC_029229

Motacilla alba

16826

AAGGCGG
ATTTAGC |0
AGTA

CACTTA
CCTTGT
TACGAC

122

AAGTGGGACAATCGAGCC
CTCTTTAAGCCGGCCCTGG
GGCACGTACATACCGCCC
GTCACCCTCCTCATAGGCG
CCCCCTCCCACTATAAATT
AATAAGCCATGCAGCCAA
AGATGAGGTAA

NC_029189

Buteo lagopus

18559

AAGGCGG
ATTTAGT |1
AGTA

CACTTA
CCTTGT
TACGAC

119

AACTGGGACAATAAAGCC
CTATTTAAGCTGGCCCTGA
GGCACGTACATACCGCCC
GTCACCCTCCTCGCAGGCT
ATACCCCCACATAACTAA
TAACCCACTATGCCAAAG
ATGAGGTAA

NC_028346

Spatula clypeata

16599

AAGGAGG
ATTTAGC |1
AGTA

CACTTA
CCTTGT
TACGAC

120

AAGCGGGATAATAGAGCC
CGCTTTAAGCCGGCCCTA
GGGCACGTACATACCGCC
CGTCACCCTCCTCATAAGC
CACATCCCCACATAACTA
ATACTACTTAAATGCCAA
AGATGAGGTAA

NC_028310

Felis silvestris

16640

AAGGAGG
ATTTAGT | 2
AGTA

TGCTTA
CCTTGT
TACGAC

124

AATTTGAGAATAGAGAGC
TCAATTGAATCGGGCCAT
GAAGCACGCACACACCGC
CCGTCACCCTCCTCAAGTG
GTAACTCCCAAAAAAACC
TATTTAAATCATCACACCC
ACAAGAGGAGATAA

NC_028188

Turdus merula

16733

AAGGCGG
ATTTAGC |0
AGTA

CACTTA
CCTTGT
TACGAC

122

AAGAGAGACAATTGAGCC
CTCTTTAAGCCGGCTCTGG
AGCACGTACATACCGCCC
GTCACCCTCCTCATAAGCG
ACCAATACACCCCATACC
TAATAAGCCATCCAGCTA
AAGAGGAGGTAA

NC_028178

Upupa epops

16562

AAGGCGG
ATTTAGT |1
AGTA

CACTTA
CCTTGT
TACGAC

121

AAGGGGGACAATAATACT
CCCTTTAAACAGGCCCTG
GAGCACGTACATACCGCC
CGTCACCCTCCTCGCAAGC
CCATTCCACAGCATAATTA
ATACCACACACTCGCTGA

142




AGATGAGGTAA

NC_028176

Sternula albifrons

16357

AAGGCGG
ATTTAGC |0
AGTA

CACTTA
CCTTGT
TACGAC

119

AAGTGGGACAATAGAGCC
CTCTTTAAGTTGGCCCTGG
GATACGTACATACCGCCC
GTCACCCTCCTCATAAGCC
ACCAATCACCATAACTAA
TAACCTTCGCGGCTAAAG
ATGAGGTAA

NC_028174

Dendrocopos major

16845

AAGGCGG
ATTTAGC |0
AGTA

CACTTA
CCTTGT
TACGAC

121

AAACATGATCATCACACC
TGTCTTAAGTCGGCCCTGG
GACACGTACATACCGCCC
GTCACCCTCCTCACAAGC
AAACTTTCCCCCTTCAATC
AAAACCACAACTCGCTAA
AGATGAGGTAA

NC_028162

Otus scops

17413

AAGGCGG
ATTTAGA |1
AGTA

CACTTA
CCTTGT
TACGAC

124

AAAAAGGAACCATAAAGC
CTTCTTTAACCCGGCCCTG
GGACACGTACATACCGCC
CGTCACCCTCCTCATAAGC
CACAACCCCCACAAACTT
ATACCCCTCCACCCAAGCT
AGAGATGAGGTAA

NC_028013

Mustela
eversmannii

16463

AAGGTGG
ATTTAGT | 2
AGTA

TGCTTA
CCTTGT
TACGAC

123

AATTAAGAATAGAGAGCT
TAATTGAATAGGGCCATG
AAGCACGCACACACCGCC
CGTCACCCTCCTCAAGCA

ACATACCCAAACATTACA
TAATAAAAGTAAACCTAA
AGCAAGAGGAGACAA

NC_027963

Sorex araneus

16887

AAGGAGG
ATTTAGT | 2
AGTA

TGCTTA
CCTTGT
TACGAC

125

AGTTGAGAATAGAGTGCT
CAACTGAATCAGGCCATG
AAGCACGCACACACCGCC
CGTCACCCTCTTCAAGTAC
CCTAGACTATACTAATATA
TAATTACAAGTCCCCCAGT
ATTAGAAGAGATAA

NC_027933

Motacilla cinerea

16835

AAGGCGG
ATTTAGC |0
AGTA

CACTTA
CCTTGT
TACGAC

122

AAGTGGGACAATCGAGCC
CTCTTTAAGCCGGCCCTGG
GGCACGTACATACCGCCC
GTCACCCTCCTCATAGGCG
CCCCCTCCCACTATAAATT
AATAAGCTATGCAGCCAA
AGATGAGGTAA

NC_027932

Micromys minutus

16232

AAGGAGG
ATTTAGT | 2
AGTA

TGCTTA
CCTTGT
TACGAC

125

AATTAAGAATAGAGTGCT
TAATTGAATTGAGCAATG
AAGTACGCACACACCGCC
CGTCACCCTCCTCAAACTA
TGCCTAAAAAAAAATAAA
TAATTAATAACAACAGGC
TTACGAGAGGAGATAA

NC_027096

Cygnus olor

16739

AAGGAGG
ATTTAGC |1
AGTA

CACTTA
CCTTGT
TACGAC

119

AAGCGGGACAATAGAGCC
CCCTTTAAGCCGGCCCTGG
GGCACGTACATACCGCCC
GTCACCCTCCTCAAAAGCT
ACATCCCACATAACTAAT
ACCACTAACACGCTAAAG
ATGAGGTAA

NC_027095

Cygnus cygnus

16724

AAGGAGG
ATTTAGC |1
AGTA

CACTTA
CCTTGT
TACGAC

119

AAGTGGGACAATAGAGCC
TACTTTAAGCCGGCCCTGG
GGCACGTACATACCGCCC
GTCACCCTCCTCAAAAGCT
ATATCCCCCATAACTAATA
CCATTAACACGCTAAAGA
TGAGGTAA

NC_027606

Asio flammeus

18966

AAGGCGG
ATTTAGC

CACTTA
CCTTGT

119

AAGATGGAGCCATAACAT
CCTCTTTAAGATGGCCCTG

143




AGTA

TACGAC

GGGTACGTACATACCGCC
CGTCACCCTCCTCGCAAGC
TACTCCCCCCATAAATAAT
ACCCCTCAAAGCTAAAGA
TGAGGTAA

NC_012431

Anguis fragilis

17479

AAGGCGG
ATTTAGC |0
AGTA

CGCTTA
CCATGT
TACGAC

117

AAACAAGCAAGAGTGCTT
TTTTAAAAACAGCCCTGG
AGCGCGCACACACCGCCC
GTCACCCTCCTCAATAACC
ACCGACTCTAAAACTATA
AAACCACAAACCACCAGA
TGAGGCAA

NC_025579

Falco columbarius

17516

AAGGCGG
ATTTAGC |0
AGTA

CACTTA
CCTTGT
TACGAC

122

AAGCAGGATAACATAAGC
CTACTTTAAGCCGGCCCTG
GGGCACGTACATACCGCC
CGTCACCCTCCTCACAAGC
TACCAACCCATAATAACT
AATCCACCACTATAGCCA
AAGATGAGGTAA

NC_027420

Recurvirostra
avosetta

16897

AAGGAGG
ATTTAGC |1
AGTA

CACTTA
CCTTGT
TACGAC

120

AACCGGGACAATGAAGCC
CGCTTTAAGTCGGCCCTGG
GGCACGTACATACCGCCC
GTCACCCTCCTCACAAGCT
ACAAACCTTCATAATTCA
ATATGTTATTAAGCTGAA
GATGAGGTAA

NC_027267

Phalacrocorax carbo

18995

AAGGCGG
ATTTAGC |0
AGTA

CACTTA
CCTTGT
TACGAC

120

AAGCGGGACAATAGAGCC
CCCTTTAAACCGGCCCTGA
GGCACGTACATACCGCCC
GTCACCCTCCTCACAAGCC
ACAAATACCCCATAACTA
ATACCCCTGCCGGCCAAA
GATGAGGTAA

NC_027237

Nyctalus noctula

17478

AAGGAGG
ATTTAGT | 2
AGTA

CACTTA
CCTTGT
TACGAC

126

AATTAAGAATAGAGTGCT
TAATTGAATAAGGCCATG

AGGCACGCACACACCGCC
CGTCACCCTCCTCAAGCA

AAACATTATTATTTTTCGT
AAACCCTAATAAATATAA
TCCGTGAGAGGAGATAA

NC_026911

Poecile palustris

16824

AAGGCGG
ATTTAGC |0
AGTA

CACTTA
CCTTGT
TACGAC

124

AAGTGGGATAATCAAGCC
CTCTTTAAGCCGGCCCTGG
GACACGTACATACCGCCC
GTCACCCTCCTCAAAAGC
GACCCCAAACCCCCCATA
AACTAATAAGCTACTCAG
CCAAAGATGAGGTAA

NC_024640

Tadorna ferruginea

16639

AAGGAGG
ATTTAGC |1
AGTA

CACTTA
CCTTGT
TACGAC

120

AAATGGGACAATAGAGCT
CATTTTAAGCCGGCCCCA
GGGCACGTACATACCGCC
CGTCACCCTCTTCACAGGC
CACACCCGCACATAACTA
ATACCATTAACATGCCAA
AGATGAGGTAA

NC_026715

Falco cherrug

18059

AAGGCGG
ATTTAGC |0
AGTA

CACTTA
CCTTGT
TACGAC

122

AAGCAGGATAACATAAGC
CTACTTTAAGTTGGCCCTG
AGGCACGTACATACCGCC
CGTCACCCTCCTCACAAGC
TACCAACCCCAGATAACT
AACCCTCTACTACAGCCA
AAGATGAGGTAA

NC_025923

Botaurus stellaris

20350

AAGGCGG
ATTTAGT |1
AGTA

CACTTA
CCTTGT
TACGAC

119

AAGCAGGACAATTAAGCC
TCCTTTAAACCGGCCCTGG
GGTACGTACATACCGCCC
GTCACCCTCCTCACAAGCC
ACCTAATCCTATAACTAAT
ATAACACCCAGCTGAAGA

144




TGAGGTAA

NC_025919

Ardea purpurea

18722

AAGGCGG
ATTTAGC |0
AGTA

CACTTA
CCTTGT
TACGAC

119

AAGCAGGATTATAAGGCC
TGCTTTAAACTGGCCCTGG
GGCACGTACATACCGCCC
GTCACCCTCCTCACAAGCT
ACTAAGTCCAATAGCTAA
TACAACACCCAGCCGAAG
ATGAGGTAA

NC_025917

Bubulcus ibis

18959

AAGGCGG
ATTTAGC |0
AGTA

CACTTA
CCTTGT
TACGAC

119

AAGTAGGATTATAAAGCC
TGCTTTAAACTGGCCCTGG
GGCACGTACATACCGCCC
GTCACCCTCTTCACAAGCT
ACTGAGCCTAATAACTAA
TACAACACCCAGCCGAAG
ATGAGGTAA

NC_025599

Fringilla coelebs

16801

AAGGCGG
ATTTAGC |0
AGTA

CACTTA
CCTTGT
TACGAC

122

AAGTGGGACAATCGAGCC
CTCTTTAAGCCGGCCCTGG
GACACGTACATACCGCCC
GTCACCCTCCTCACAAGC
GCCCCCTACCCCCATAAAT
TAATAAGCCATTCAGCCG
AAGAGGAGGTAA

NC_025649

Chroicocephalus
ridibundus

16807

AAGGCGG
ATTTAGC |0
AGTA

CACTTA
CCTTGT
TACGAC

119

AAGCGGGACAATAGAGCC
CCCTTTAAGTTGGCTCTGG
GGCACGTACATACCGCCC
GTCACCCTCCTCACAAGCC
ACCAACAACCATAACTAA
TAAACCTTATGGCTAAAG
ATGAGGTAA

NC_025637

Vanellus vanellus

16795

AAGGCGG
ATTTAGC |0
AGTA

CACTTA
CCTTGT
TACGAC

120

AAGCGGAACAATAATGTC
CACTTTAAGTCGGCTCTGA
GGCACGTACATACCGCCC
GTCACCCTCCTCACAAGCT
ATAAGCCCCTATAACTCA
ATACACCTTTCAGCTGAA
GATGAGGTAA

NC_025625

Pyrrhula pyrrhula

16831

AAGGCGG
ATTTAGC |0
AGTA

CACTTA
CCTTGT
TACGAC

121

AAGTGGGACAATCGAGCC
CTCTTTAAGCCGGCCCTGG
GGCACGTACATACCGCCC
GTCACCCTCCTCATAGGCG
CCCCCTCCCACATAAATTA
ATAAGCCATCCAGCCAAA
GATGAGGTAA

NC_025623

Loxia curvirostra

16805

AAGGCGG
ATTTAGC |0
AGTA

CACTTA
CCTTGT
TACGAC

122

AAGTGGGACAATCGAGCC
CTCTTTAAGCCGGCCCTGG
GGCACGTACATACCGCCC
GTCACCCTCCTCATAGGCG
CCCCCCCCCCCCATACATT
AATAAGCTATCCAGCCAA
AGATGAGGTAA

NC_025614

Coccothraustes
coccothraustes

16823

AAGGCGG
ATTTAGC |0
AGTA

CACTTA
CCTTGT
TACGAC

120

AAGTGGGACAATCGAGCC
CTCTTTAAGCTGGCCCTGG
GGCACGTACATACCGCCC
GTCACCCTCCTCATAGGCG
CCCCCCCCCCATAAATTAA
TAAGCCATCTAGCCAAAG
ATGAGGTAA

NC_025611

Passer domesticus

16802

AAGGCGG
ATTTAGC |0
AGTA

CACTTA
CCTTGT
TACGAC

122

AAGCGGGACAATCGAGCC
CTCTTTAAGCCGGCTCTGG
GACACGTACATACCGCCC
GTCGCCCTCCTCGCAGGC
GCCCCCCCCCCCCATAAA
CTAATAAGCTATCCAGCC
GAAGATGAGGTAA

NC_025580

Accipiter nisus

18647

AAGGCGG
ATTTAGC

CACTTA
CCTTGT

119

AAATGGGACAATAAAGCC
CAATTTAAGCCGGCCCTG

145




AGTA

TACGAC

AGGCACGTACATACCGCC
CGTCACCCTCCTCGTAGGC
CCTACCTCTTAATAACTAA
TACCCCCTACTGCCAAAG
ATGAGGTAA

NC_025559

Neomys fodiens

17260

AAGGAGG
ATTTAGT | 2
AGTA

TGCTTA
CCTTGT
TACGAC

123

AGCCAAGAATAGAGTGCT
TGACTGAATTAGGCCATG
AAGCACGCACACACCGCC
CGTCACCCTCCTCAAGTAC
ATAAACTAAAATATTCCT
AATTTAATGGTAATACGT
ATTAGAGGAGATAA

NC_025521

Scolopax rusticola

16984

AAGGCGG
ATTTAGC |0
AGTA

CACTTA
CCTTGT
TACGAC

122

AAGCTGGACAATACAAGC
CTACTTTAAACTGGCCCTG
GGGCACGTACATACCGCC
CGTCACCCTCCTCACAGGC
TACAATCATCATAATACAT
AATACGAATTAAAGCTGA
AGACGAGGTAA

NC_025516

Mustela erminea

16471

AAGGTGG
ATTTAGT | 2
AGTA

TGCTTA
CCTTGT
TACGAC

122

AATTAAGAATAGAGAGCT
TAATTGAATAGGGCCATG
AAGCACGCACACACCGCC
CGTCACCCTCCTCAAGCA
ACACACACAAACACTACA
TAATAAAATATACCCAAA
GCAAGAGGAGACAA

NC_025500

Fulica atra

17029

AAGGAGG
ATTTAGT | 2
AGTA

CACTTA
CCTTGT
TACGAC

119

AAGGGAGATAAGAATGCC
CCCTTAAACTCGGCCCTGG
AGCACGTACATACCGCCC
GTCACCCTCTTCACAGCCC
CCAACACCTGTAACTAAC
ACGCCCACCGGGCCAAAG
ACGAGGTAA

NC_024821

Passer montanus

16887

AAGGCGG
ATTTAGC |0
AGTA

CACTTA
CCTTGT
TACGAC

125

AAGCGGGACAATCGAGCC
CTCTTTAAGCCGGCCCTGG
GACACGTACATACCGCCC
GTCACCCTCCTCGCAGGC
GCCCCCCCCCCCCCCCATA
AATTAATAAGCTATCCAG
CCGAAGATGAGGTAA

NC_024922

Netta rufina

16625

AAGGCGG
ATTTAGC |0
AGTA

CACTTA
CCTTGT
TACGAC

120

AAGCAGGATAATAAAGCC
CGCTTTAAGCCGGCCCTA
GGGCACGTACATACCGCC
CGTCACCCTCCTCACAAGC
CACACTCCCACATAACTA
ATACCACCAAAATGCCAA
AGATGAGGTAA

NC_021749

Martes martes

16486

AAGGTGG
ATTTAGT | 2
AGTA

CGCTTA
CCTTGT
TACGAC

123

AATTAAGAATAGAGAGCT
TAATTGAATAGGGCCATG
AAGCACGCACACACCGCC
CGTCACCCTCCTCAAGCG
ATACATTCAACCATTACAT
AATACAAACTAAACTAAA
GCAAGAGGAGATAA

NC_024750

Tadorna tadorna

16604

AAGGAGG
ATTTAGC |1
AGTA

CACTTA
CCTTGT
TACGAC

120

AAGCGGGACAATAAAGCT
CGCTTTAAGCCGGCCCTA
GGGCACGTACATACCGCC
CGTCACCCTCCTCATAAGC
CACACCCCCACATAATTA
ATACCACGTAAATGCCAA
AGATGAGGTAA

NC_024631

Anas acuta

16599

AAGGAGG
ATTTAGC |1
AGTA

CACTTA
CCTTGT
TACGAC

120

AAGCGGGACAATAGAGCC
CACTTTAAGCCGGCCCTA
GGGCACGTACATACCGCC
CGTCACCCTCCTCACAAGC
CACGTCCCCACATAACTA
ATACCACGTAAATGCCAA

146




AGATGAGGTAA

NC_024602

Aythya ferina

16616

AAGGCGG
ATTTAGC |0
AGTA

CACTTA
CCTTGT
TACGAC

120

AAGCGGGATAATAGAGCC
CACTTTAAGCCGGCCCTA
GGGCACGTACATACCGCC
CGTCACCCTCCTCACAAGC
CATACCCCCACATAACTA
ATACCACTAAAATGCCAA
AGATGAGGTAA

NC_024595

Aythya fuligula

16616

AAGGCGG
ATTTAGC |0
AGTA

CACTTA
CCTTGT
TACGAC

120

AAGCAGGATAATAAAGCC
CACTTTAAGCCGGCCCTA
GGGCACGTACATACCGCC
CGTCACCCTCCTCACAAGC
CATATCCCCACATAACTA
ATACCACTAAAATGCCAA
AGATGAGGTAA

NC_024594

Tachybaptus
ruficollis

16688

AAGGCGG
ATTTAGC |0
AGTA

CGCTTA
CCTTGT
TACGAC

119

AAGTGGAACAATACAGTC
CTCTTTAAGCTGGCTCTGG
GGCACGTACATACCGCCC
GTCACCCTCCTCACAAGCT
ACCAAACCCTATAACTAA
TACCCACACCAGCTGAAG
ATGAGGTAA

NC_021621

Ficedula albicollis

16787

AAGGCGG
ATTTAGC |0
AGTA

CACTTA
CCTTGT
TACGAC

122

AAGCGGGACAATCGAGCC
CTCTTTAAGCCGGCTCTGG
GGCACGTACATACCGCCC
GTCACCCTCCTCACAAGC
GACCAACACACCCTATAC
CTAATAAGCCATTCAGCT
GAAGATGAGGTAA

NC_024087

Aquila chrysaetos

17332

AAGGCGG
ATTTAGC |0
AGTA

CACTTA
CCTTGT
TACGAC

120

AAGTGGGACAATAAAGCC
CTACTTAAGCCGGCCCTG
AGGCACGTACATACCGCC
CGTCACCCTCCTCGCAAGC
CATAACCCATCTATAACTA
ATAACCCAACTAGCTGAA
GATGAGGTAA

NC_024048

Fringilla
montifringilla

16807

AAGGCGG
ATTTAGC |0
AGTA

CACTTA
CCTTGT
TACGAC

122

AAGTGGGACAATCGAGCC
CTCTTTAAGCCGGCCCTGG
GACACGTACATACCGCCC
GTCACCCTCCTCACAAGC
GCCCCCTACCCCCATAAAT
TAATAAGCTATTCAGCCG
AAGAGGAGGTAA

NC_024107

Cecropis daurica

17949

AAGGAGG
ATTTAGC |1
AGTA

CACTTA
CCTTGT
TACGAC

121

AAAAGGGAAAATCGAGCC
CTTTTTAAGACGGCCCTGG
GACACGTACATACCGCCC
GTCACCCTCCTCAAAAGC
AACCAATTACCCCATAAC
TAATACGCTTCCCAGCCA
AAGAGGAGGTAA

NC_023981

Egretta garzetta

17361

AAGGCGG
ATTTAGT |1
AGTA

CACTTA
CCTTGT
TACGAC

119

AAACAGGATAATAAAGCC
TGCTTTAAACTGGCTCTGG
GGCACGTACATACCGCCC
GTCACCCTCTTCATAAGCT
GCTAGTCCCAATAATTAAT
ACTACATCAAGCCAAAGA
TGAGGTAA

NC_023969

Aix galericulata

16605

AAGGAGG
ATTTAGC |1
AGTA

CACTTA
CCTTGT
TACGAC

120

AAATGAGATAATAAAGCC
CATTTTAAGCCGGCCCTAG
GGCACGTACATACCGCCC
GTCACCCTCCTCACAAGCC
ACACTCCCACATAACTAA
TACCCTAAACATGCTAAA
GATGAGGTAA

NC_023946

Ciconia nigra

17795

AAGGCGG
ATTTAGC

CACTTA
CCTTGT

120

AAGAGGGATCATAAAGCC
CCCTTTAAACCGGCCCTGG

147




AGTA

TACGAC

GGCACGTACATACCGCCC
GTCACCCTCCTCATAAGCT
ATTAAACCACTATAACTA
ATACCCCCACCAGCCAAA
GACGAGGTAA

NC_022452

Anas crecca

16601

AAGGAGG
ATTTAGC |1
AGTA

CACTTA
CCTTGT
TACGAC

120

AAGCGGGATAATAAAGCC
CGCTTTAAGCCGGCCCTA
GGGCACGTACATACCGCC
CGTCACCCTCCTCACAAGC
CACACCCCCACATAACTA
ATACCACGTAAATGCCAA
AGATGAGGTAA

NC_020425

Alauda arvensis

17018

AAGGCGG
ATTTAGC |0
AGTA

CACTTA
CCTTGT
TACGAC

125

AAGTGGGACAATCGAGCC
CTCTTTAAGCCGGCCCTAG
GGCACGTACATACCGCCC
GTCACCCTCCTCAAAAGC
GACCCCCCCCCCCCCCATA
AATTAATAAGTTTCCCAGC
CAAAGAGGAGGTAA

NC_020684

Capreolus capreolus

16358

AAGGAGG
ATTTAGC |1
AGTA

TGCTTA
CCTTGT
TACGAC

125

AACTAAGAATAGAGTGCT
TAGTTGAATTAGGCAATG
AAGCACGCACACACCGCC
CGTCACCCTCCTCAAATAA
GCAAAATACATTTAAATTT
ATTTATACGTATAAACCAT
ATGAGAGGAGACAA

NC_020643

Martes foina

16530

AAGGCGG
ATTTAGT |1
AGTA

TGCTTA
CCTTGT
TACGAC

123

AATTAAGAATAGAGAGCT
TAATTGAATAGGGCCATG
AAGCACGCACACACCGCC
CGTCACCCTCCTCAAGCG
ATACATTTAACCATTACAT
AATGCAAACTAAACTTAA
GCAAGAGGAGATAA

NC_020639

Mustela nivalis

16512

AAGGCGG
ATTTAGT |1
AGTA

TGCTTA
CCTTGT
TACGAC

122

AATTAAGAATAGAGAGCT
TAATTGAATAGGGCCATG

AAGCACGCACACACCGCC
CGTCACCCTCCTCAAGCA

ATACACCCAAACACTACA
TAATAAAACTCACTCAAA
GCAAGAGGAGACAA

NC_020638

Mustela putorius

16523

AAGGTGG
ATTTAGT | 2
AGTA

TGCTTA
CCTTGT
TACGAC

123

AATTAAGAATAGAGAGCT
TAATTGAATAGGGCCATA
AAGCACGCACACACCGCC
CGTCACCCTCCTCAAGCA
ACACACTCAAATACTACA
TAATAAAAGTAAACCTAA
AGCAAGAGGAGACAA

NC_020577

Grus grus

16649

AAGGCGG
ATTTAGC |0
AGTA

CACTTA
CCTTGT
TACGAC

120

AAGTGGGATAATAATGCC
CTCTTTAAACCGGCCCTGG
GGCACGTACACACCGCCC
GTCACCCTCTTCACAAGCT
ACAGATTCTCATAAATAA
TTACACTAATTAGCCAAA
GACGAGGTAA

NC_011818

Accipiter gentilis

18266

AAGGCGG
ATTTAGC |0
AGTA

CACTTA
CCTTGT
TACGAC

118

AAATGGGATAATAAAGCC
CTATTTAAGCTGGCCCTGA
GGCACGTACATACCGCCC
GTCACCCTCCTCGTAGGCC
ATAAACCCCATAACTAAT
AGCCTATACTGCCAAAGA
TGAGGTAA

NC_016428

Apodemus agrarius

16263

AAGGAGG
ATTTAGT | 2
AGTA

TGCTTA
CCTTGT
TACGAC

124

AATTAAGAATAGAGAGCT
TAGTTGAATTGAGCAATG
AAGTACGCACACACCGCC
CGTCACCCTCCTCAAACTA
AATAAACTAAACTATACA
TAATTCATAAACAAAATTT

148




ACGAGAGGAGATAA

NC_016191

Rhinolophus
ferrumequinum

16839

AAGGTGG
ATTTAGT | 2
AGTA

CGCTTA
CCTTGT
TACGAC

125

AACCAAGAACAAAGAGCT
TGGTTGAATTAGGCCATG
AAGCACGCACACACCGCC
CGTCACCCTCCTCAAATAT
AAAGGTACCACCCAAACC
TATTAACACGTACCCACA
ACATGAGAGGAGATAA

NC_015810

Garrulus glandarius

16930

AAGGCGG
ATTTAGC |0
AGTA

CACTTA
CCTTGT
TACGAC

123

AAGAGAGACAATCGAGCC
CTCTTTAAGCCGGCTCTGG
GACACGTACATACCGCCC
GTCACCCTCCTCACAAGC
GACCAAACCCCTTAATAC
ATTAATACGCTACTCAGCT
AAAGAGGAGGCAA

NC_015807

Nycticorax
nycticorax

17829

AAGGCGG
ATTTAGT |1
AGTA

CACTTA
CCTTGT
TACGAC

119

AAGCAGGACAATAGAGCC
TTCTTTAAACTGGCCCTGG
GGCACGTACATACCGCCC
GTCACCCTCTTCACAAGCT
ACTAAACTTAATAGTTAAT
ACAGCACCCAGCCGAAGA
TGAGGTAA

NC_015790

Triturus cristatus

16564

AAGGAGG
ATTTAGC |1
AGTA

AACTTA
CCATGT
TACGAC

118

AAAAGAAAAAAGAGCGTT
CTTTTTAAACCGGCAATGG
AGCGCGCACACACCGCCC
GTCACCCTCTTCAAGAACT
ATTAGATATTAAATAAAC
AAAGAAGAAAAAAGAAG
AAGAGGCAA

NC_015484

Plecotus auritus

16900

AAGGTGG
ATTTAGT | 2
AGTA

CACTTA
CCTTGT
TACGAC

128

AATTAAGAATAGAGTGCT
TAATTGAATCCGGCCATG
AGGCACGCACACACCGCC
CGTCACCCTCCTCAAGTAA
AAAATATTAATTACTACCT
AAAATATAAATAATATTA
ACTTATGAGAGGAGATAA

NC_015236

Gallinula chloropus

17027

AAGGAGG
ATTTAGT | 2
AGTA

CACTTA
CCTTGT
TACGAC

119

AAGGGGGACAAGAATGCC
CCCTTAAACCCGGCCCTG
GAGCACGTACATACCGCC
CGTCACCCTCTTCACAGCC
CCCAATATCCATAACTAA
CACGCCCACTAGGCCAAA
GATGAGGTAA

NC_015200

Pica pica

16939

AAGGCGG
ATTTAGC |0
AGTA

CACTTA
CCTTGT
TACGAC

123

AAGTGGGACTATCGAGCC
CTCTTTAAGCCGGCTCTGG
GACACGTACATACCGCCC
GTCACCCTCCTCGCAAGC
GACCCAAACCCTAATTAC
ATTAATACGCTACTCAGCT
AAAGAGGAGGCAA

NC_015198

Spinus spinus

16828

AAGGCGG
ATTTAGC |0
AGTA

CACTTA
CCTTGT
TACGAC

123

AAGTGGGACAATCGAGCC
CTCTTTAAGCCGGCCCTGG
GACACATACATACCGCCC
GTCACCCTCCTCATAGGCG
CCCCCCCCCCCCCATAAAT
TAATAAGCTATCCAGCCA
AAGATGAGGTAA

NC_014046

Otis tarda

16849

AAGGCGG
ATTTAGA |1
AGTA

CACTTA
CCTTGT
TACGAC

119

AAGCGGGATAATTAAGCC
CTCTTTAAACCGGCCCTGG
GGTACGTACATACCGCCC
GTCACCCTCCTCACAAGCT
ACCAGCACCCATAATTAA
TGCACACTCCAGCTGAAG
ATGAGGTAA

NC_007704

Cervus elaphus

16357

AAGGAGG
ATTTAGC

TGCTTA
CCTTGT

125

AACTAAGAATAGAGTGCT
TAGTTGAACTAGGCCATG

149




AGTA

TACGAC

AAGCACGCACACACCGCC
CGTCACCCTCCTCAAGTAG
GCACAGTACACTCAAATT
TATTTGCACGTATTAATCA
TATGAGAGGAGACAA

NC_013700

Nyctereutes
procyonoides

16713

AAGGAGG
ATTTAGT | 2
AGTA

TGCTTA
CCTTGT
TACGAC

125

AACTAAGAATAGAGAGCT
TAGTTGAATAGGGCCATG
AAGCACGCACACACCGCC
CGTCACCCTCCTCAAGTGA
CAAAACCAAAGCCACAAC
CATATTAACCAAACCAAA
ACACAAGAGGAGACAA

NC_007691

Cygnus
columbianus

16728

AAGGAGG
ATTTAGC |1
AGTA

CACTTA
CCTTGT
TACGAC

119

AAGTGGGACAATAGAGCC
TACTTTAAGCCGGCCCTGG
GGCACGTACATACCGCCC
GTCACCCTCCTCAAAAGCT
ATATCCCACATAACTAAT
ACCATTAACACGCTAAAG
ATGAGGTAA

NC_002197

Ciconia ciconia

17347

AAGGCGG
ATTTAGC |0
AGTA

CACTTA
CCTTGT
TACGAC

120

AAGGGGGATAATAAAGCC
CCCTTTAAACTGGCCCTGG
GGCACGTACATACCGCCC
GTCACCCTCCTCATAAGCT
ACCAAACCACCATACCTA
ATACCCCCACCAGCCGAA
GATGAGGTAA

NC_002391

Talpa europaea

16884

AAGGAGG
ATTTAGT | 2
AGTA

TGCTTA
CCTTGT
TACGAC

125

AATTAAGAATAGAGCGCT
TAATTGAATAAGGCCATG
AAGCACGCACACACCGCC
CGTCACCCTCCTCAAGTAC
CAACGCCAAACACTATAC
ATAATTAAACGGTAATAA
GTATGAGAGGAGATAA

NC_013834

Cervus nippon

16434

AAGGAGG
ATTTAGC |1
AGTA

TGCTTA
CCTTGT
TACGAC

125

AACTAAGAATAGAGTGCT
TAGTTGAATTAGGCCATG
AAGCACGCACACACCGCC
CGTCACCCTCCTCAAGTAG
GTACAATACACTCAAACT
TATTTACACGTATTAATCA
TATGAGAGGAGATAA

NC_012772

Platalea leucorodia

16715

AAGGCGG
ATTTAGC |0
AGTA

CACTTA
CCTTGT
TACGAC

119

AAGAGAGATAATAGAGCT
CTCTTTAAGTCGGCTCTGG
GGCACGTACATACCGCCC
GTCACCCTCCTCACAAGCT
ACAAACCTTTATAACTAAT
ACCCAAATTAGCTGAAGA
TGAGGTAA

NC_011307

Falco tinnunculus

17663

AAGGCGG
ATTTAGC |0
AGTA

CACTTA
CCTTGT
TACGAC

123

AAGCAGGACAATGTTAAG
CCTACTTTAAGTCGGCCCT
GAGGCACGTACATACCGC
CCGTCACCCTCCTCACAAG
CCACCAATCCTAAATAAC
TAATCCGCTACTATGGCCA
AAGATGAGGTAA

NC_011196

Anser anser

16738

AAGGCGG
ATTTAGC |0
AGTA

CACTTA
CCTTGT
TACGAC

119

AAGTGGGACAATAGAGCC
TACTTTAAGCCGGCCCTGG
GGCACGTACATACCGCCC
GTCACCCTCCTCAAAAGC
CACATCCCACATAACTAA
TACCATAAATACGCTGAA
GATGAGGTAA

NC_011125

Meles meles

16442

AAGGTGG
ATTTAGT | 2
AGTA

TGCTTA
CCTTGT
TACGAC

122

AATTAAGAATAGAGAGCT
TAGTTGAATAGGGCCATG
AAGCACGCACACACCGCC
CGTCACCCTCCTCAAGTAG
CATACCCAAGCATTACAT
AATAAAATTACATTAAGA
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CAAGAGGAGATAA

NC_010227

Acrocephalus
scirpaceus

17903

AAGGAGG
ATTTAGC |1
AGTA

CACTTA
CCTTGT
TACGAC

123

AAGTGGGACAATCGAGCC
CTCTTTAAGCCGGCTCTGG
GACACGTACATACCGCCC
GTCACCCTCCTCAAAAGC
GACCCCCCCCCCCCATAA
ATTAATAAGTTATCCAGCC
AAAGATGAGGTAA

NC_010228

Sylvia atricapilla

17937

AAGGAGG
ATTTAGC |1
AGTA

CACTTA
CCTTGT
TACGAC

122

AAGTGGGAGCAGAGAGCC
CTCTTTAAGCCGGCTCTGG
GGCACGTACATACCGCCC
GTCACCCTCCTCAAAAGC
GCCCCCCCCCCCCATACCT
TAATAAGCCATTCAGCCG
AAGAGGAGGTAA

NC_009258

Bombina variegata

18551

AAGGAGG
ATTTAGT | 2
AGTA

TACTTA
CCATGT
TACGAC

118

AAAAGAAACAATAGTGTT
CTTTTTAAACTGGCCCTGG
GGCGCGCACACACCGCCC
GTCACCCTCTTCAACTAGA
ACTGATATATTTCTAAAAC
ATAAAACGAGTACAAGAA
GAGGTAA

NC_008550

Pandion haliaetus

17864

AAGGCGG
ATTTAGC |0
AGTA

CACTTA
CCTTGT
TACGAC

122

AAACAGGATAATAAAGCC
CAATTTAAGCTGGCCCTG
AGGCACGTACATACCGCC
CGTCACCCTCCTCACAAGC
TACAACCCTCTTAGATAAC
TAACACACCCAAAAGCTG
AAGATGAGGTAA

NC_008540

Apus apus

17037

AAGGCGG
ATTTAGC |0
AGTA

CACTTA
CCTTGT
TACGAC

121

AAGAAGGATAATAAAGCC
ACCTTTAAACTGGCCCTGG
GGCACGTACATACCGCCC
GTCACCCTCCTCAAAAGCT
ACAACACCCAACATACCT
AATTTCCTAACTAGCTAAA
GATGAGGTAA

NC_008434

Vulpes vulpes

16813

AAGGAGG
ATTTAGT | 2
AGTA

TGCTTA
CCTTGT
TACGAC

126

AATTAAGAATAGAGAGCT
TAATTGAATAGGGCCATG
AAGCACGCACACACCGCC
CGTCACCCTCCTCAAGTAA
TAAGACTGAGGCCATAAA
CATATTAACTCACATCAA
AACACGAGAGGAGATAA

NC_008328

Lacerta viridis

17156

AAGGTGA
ATTTAGC | 2
AGTA

CGCTTA
CCGTGT
TACGAC

122

AACTAGATAAGAGAGTCT
ATTTTAACAACGCTCTGGG
ACGCGTACACACCGCCCG
TCACCCTCCTCAAACAAC
ATAAACTAAACTACTTTTA
TAAATCAAAAAAGTTAAA
CAGAGGAGGCAA

NC_008140

Podiceps cristatus

16134

AAGGCGG
ATTTAGC |0
AGTA

CGCTTA
CCTTGT
TACGAC

119

AAGCGGAACAATACAGTC
CCCTTTAAGTTGGCCCTGG
GGCACGTACATACCGCCC
GTCACCCTCCTCACAAGCT
ACAAAATCCCATAACTAA
TATCTACATCAGCTGAAG
ATGAGGTAA

NC_008092

Canis lupus

16729

AAGGAGG
ATTTAGT | 2
AGTA

TGCTTA
CCTTGT
TACGAC

124

AATTAAGAATAGAGAGCT
TAATTGAATAGGGCCATG
AAGCACGCACACACCGCC
CGTCACCCTCCTCAAGTAA
TAAGACACAACCATAACC
ATATTAACTTAACTAAAA
CACAAGAGGAGACAA

NC_008064

Microtus
rossiaemeridionalis

16283

AAGGAGG
ATTTAGT

TGCTTA
CCTTGT

124

AATTAAGAATAGAGAGCT
TAATTGAATAGAGCAATG
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AGTA

TACGAC

AAGTACGTACACACCGCC
CGTCACCCTCCTCAAACTA
AATAAACGAAAACTATAC
ATAATTACATCAAATTTTT
ACGAGAGGAGATAA

NC_004539

Anser albifrons

16737

AAGGCGG

ATTTAGC |0

AGTA

CACTTA
CCTTGT
TACGAC

119

AAGTGGGACAATAGAGCC
TACTTTAAGCCGGCCCTGG
GGCACGTACATACCGCCC
GTCACCCTCCTCAAAAGC
CACATCCCACATAACTAA
TACCATAAATACGCTGAA
GATGAGGTAA

NC_003712

Avrenaria interpres

16725

AAGGCGG

ATTTAGC |0

AGTA

CACTTA
CCTTGT
TACGAC

121

AAGCGGGACAATATAAGC
CCCCTTTAAGCTGGCCCTG
GGGCACGTACATACCGCC
CGTCACCCTCCTCACAAGC
TACACTCACATAATACCTA
ATACAATCCCTAGCTGAA
GATGAGGTAA

NC_004028

Lepus europaeus

17734

AAGGAGG

ATTTAGC |1

AGTA

TGCTTA
CCTTGT
TACGAC

124

AATTAAGAATAGAGTGCT
TAATTGAACAAGGCCATG
AAGCACGCACACACCGCC
CGTCGCCCTCCTCAAGTAC
TGAATATTAATTATAGTTA
ATTCCTGAACAAGCAGGT
ATAAGAGGAGATAA

NC_003128

Buteo buteo

18674

AAGGCGG

ATTTAGC |0

AGTA

CACTTA
CCTTGT
TACGAC

119

AACTGGGACAATAAAGCC
CTATTTAAGTTGGCCCTGA
GGCACGTACATACCGCCC
GTCACCCTCCTCGCAGGCT
ATACCCCCACATAACTAA
TAACCCACTATGCCAAAG
ATGAGGTAA
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Anexa 3. Date cu referire la specimenele de microtine din Moldova

inregistrate in baza de date globala Barcode of Life Data Systems

Process Record Sequence ) ) Identification
Species name Region | Country Authors
ID ID ID method
TERVM Piatra
16986180 | 17881601 Microtus arvalis
001-23 Alba
TERVM ) ) )
17064964 | 17913161 Microtus arvalis Horesti
002-23
TERVM Microtus )
17064965 | 17913162 ) o ) Horesti
003-23 rossiaemeridionalis
TERVM Microtus )
17064966 | 17913163 Horesti
004-23 rossiaemeridionalis
TERVM Microtus
17064967 | 17913254 Horesti
005-23 rossiaemeridionalis
TERVM ] ] ] Victor
17064968 | 17913255 Microtus arvalis Horesti
006-23 Sitnic,
CYTB
TERVM . . .| Moldova . Victoria
17064970 | 17913274 Microtus arvalis Horesti sequencing ]
007-23 Nistreanu,
TERVM . . Chisinau Gerald
17064973 | 17913275 Microtus arvalis
008-23 suburb Heckel
TERVM Microtus
17530961 | 18430628 Malcoci
009-23 rossiaemeridionalis
TERVM Microtus
17530962 | 18430629 . o . Malcoci
010-23 rossiaemeridionalis
TERVM Microtus
17530963 | 18430630 Malcoci
011-23 rossiaemeridionalis
TERVM Microtus .
17530964 | 18430631 . | Malcoci
012-23 rossiaemeridionalis
TERVM Microtus .
17530965 | 18430632 ) o _ | Malcoci
013-23 rossiaemeridionalis

153




Anexa 4. Acte de implementare

MINISTERUL EDUCATIEI SI CERCETARII AL REPUBLICII MOLDOVA
I I.P. UNIVERSITATEA PEDAGOGICA DE STAT ,,JON CREANGA™ DIN CHISINAU

FACULTATEA BIOLOGIE $I CHIMIE

MD-2009, Chisinau, str. Drumul Viilor, 26a, Tel.: (+373) 280536, e-mail: bio_chimiciupsc.md

Nr.££7 din 9. 06,202 3

Act de implementare

Prin prezentul, se confirma ci rezultatele stiintifice obtinute si recomandarile
elaborate in cadrul tezei de doctor in stiinte biologice a Dlui Victor SITNIC
intitulatd ,,Abordiri bioinformatice in cercetarea diversitatii vertebratelor
terestre in Republica Moldova” sunt implementate in procesul didactic teoretic si
experimental la specialitdtile Biologie, Ecologie, Biologie si Chimie, Chimie i
Biologie, Biologie aplicald, la realizarea tezelor de licenta si masterat din cadrul
catedrei Biologie Animala a Facultatii Biologie si Chimie a Universitatii Pedagogice

vu

de Stat ,,Jon Creanga” din Chisinau.

Decanul facultatii Blologle,sgChlmle
T

Dr., conf. univ. i X
/ FACULTME\:

BIOLOGIE
S CHIMIE
)

c§ - Nicolai ALUCHI

'1 .
‘0
‘,//) ’Juh-i)(ﬂ‘
r) SSH o n‘(\‘ A
Nin 9%
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il
<Es)

Romania-Republic of Moldova
ENI-CROSS BORDER COOPERATION

"BIOLOGIA CANCERULUI"

U OLOGIC
LABORATORUL $TIINTIFIC
str.Micolse TESTEMITANU 30 '
?:'.:"2‘;“7‘."“:: 862188, 22 862.167

CERTIFICAT
Nr. 1 din 02.05.2023

Prin prezenta certificare confirm ca rezultatele stiintifice obtinute de dl Victor
SITNIC in teza de doctor in biologie ,, Abordari bioinformatice in cercetarea
diversitatii vertebratelor terestre in Republica Moldova” au fost utilizate in
calitate de suport metodologic pentru analiza datelor cu privire la biodiversitatea
microbiomului colonic uman in cadrul proiectului transfrontalier interinstitutional
(IRO Iasi, Romania - IMSP Institutul Oncologic, Republica Moldova) ,, Changes in
human  colonic microbiome in antibiotic generated stress”, cod proiect
2SOFT/1.2/105, acronim COLONSTRESS. Proiectul, finantat de Uniunea

Europeand, s-a desfasurat in perioada anilor 2020-2022 si a avut la baza

V- Soatan

Sefa laboratorului stiintific

secventierea si analiza metagenomica a ADN-ului microbian.

,» Biologia cancerului”
Cercetator coordonator COLONSTRESS
dr.st.biol., conf. cercet.

Valentina STRATAN

IMSP INSTITUTUL ONCOLOGKC

Valentina Strata
Sefa laborstorulu) n
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MHHUCTEPCTBO
OKPYXKAIOUIEN CPE/IbI
PECIIYBJUKUA MOJIJOBA

MINISTERUL MEDIULUI
AL REPUBLICII MOLDOVA

AGENTIA ,MOLDSILVA” ATEHCTBO ,MOLDSILVA”
Intreprinderea de Stat Tocyaapersennoe Ilpeanpusitie
Rezervatia naturali ,PRUTUL DE JOS” L,PRUTUL DE JOS”
MD-5320, r. Cahul, s. Slobozia Mare, MD-5320, r Karya, c. Crioo3us Mape

str.Nuferilor nr.1

yn.Hydepunop Hp. 1
e-mail:prutuldejos@moldsilva.gov.md

e-mail: prutuldejos@moldsilva.gov.md

Nr.80 din 05.06.2023

ACT DE IMPLEMENTARE

Prin prezenta, se atestd ca recomandarile si metodele de cercetare a biodiversititii
descrise in cadrul tezei de doctor in biologie a dlui Victor SITNIC cu titlul ,, Aborddri
bioinformatice in cercetarea diversitaii vertebratelor terestre in Republica Moldova”
sunt implementate in I.S Rezervatia Naturala "Prutul de Jos” in scopul studierii unor
specii de vertebrate. Tehnicile moleculare descrise in lucrare sunt necesare pentru
identificarea speciilor rare si pe cale de disparitie, diferentierea speciilor criptice,
genotipare si diferentierea intre hibrizi si liniile pure, monitorizarea vectorilor bolilor

infectioase, s.a.

i
Director B e
1.S. Rezervatia rgiértﬁ’rali i

wPRUTUL DE JQS” ")

% '
S

o
¢

Gheorghe Vasilica

CA pMO\LD, -+
e T
AAAAAN
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MINISTERUL MEDIULUI MUHUCTEPCTBO

AL REPUBLICII MOLDOVA OKPYIKAIOLWEU CPEJbI
AGENTIA ,,MOLDSILVA” PECITYBJUKHU MOJIJOBA
intreprinderea de Stat ATEHCTBO ,,MOJIJICHJIBA”
y Rezervatia Naturala . I'ocynaperBenHoe npeanpusitie
»PADUREA DOMNEASCA” [IpupoaHbIii 32aN0BEIHHK
MD-4900,0r.Glodeni,str.Saharov,4 »Piadurea Domneasca”

Tel. +373-249-249-98,fax +373-249-249-98

. MD-4900,0r.Glodeni,str.Saharov,4
c~m;\i|:p:'ldurca.domncnsca@moldsilva.gov.md ;

Tel. +373-249-249-98,fax +373-249-249-98
e-mail:padurea.domneasca@moldsilva.gov.md

Ne Y dinerd- 0L 2ms

ACT DE IMPLEMENTARE

Prin prezenta, se atesta ci recomandarile si metodele de cercetare a biodiversititii descrise in
cadrul tezei de doctor in biologie a dlui Victor SITNIC cu tithal ., Abordari bioinformatice in
cercetarea diversitatii vertebratelor terestre in Republica Moldova " sunt im plementate in Rezervatia
Naturald ,,Padurea Domneasca” in scopul studierii unor specii de vertebrate terestre. Tehnicile
moleculare descrise in lucrare au fost utilizate pentru identificarea speciilor rare si pe cale de
disparitie, diferentierea speciilor criptice, genotipare si diferentierea intre hibrizi si liniile pure.

Au fost efectuate cercetari de genotipare a mistretilor prin izolarea ADN-uluj genomic a trei
probe colectate pe teritoriul rezervatiei. Testarea efectuati a permis identificarea formei homozigote

a alelei salbatice E* a genei MCIR la mistret si s-a stabilit prezenta formei pure a speciei Sus scrofa.

Serghei Bucatari

Directorul rezervatiei ‘,/
.Padurea Domneasci™ @4
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Anexa 5. Certificate si diplome

L

Under the High Patronage of
Her Royal Highness Crown Princess
Margareta of Romania

CERTIFICATE OF ATTENDANCE

This is to certify that

Victor SITNIC

attended
The 9t International Zoological Congress of “Grigore Antipa” Museum

on 22 - 25 November 2017,
in Bucharest, Romania.

Thank you for your participation and contribution.

the 15" edition dedicated

o artlclpated in the 1
: IOLOGY AND SUSTAINA
Symposium, held in Bacau, Romal

“ION BORCEA" NATURAL SCIENCE
MUSEUM COMPLEX BACAU, ROMANIA

,,,,,
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services and support appliedbiosystems

This certificate is presented to

. Situie

for the successful participation in “QuantStudio™ 5 Dx Real-Time PCR System”
training course

TRAINER 7 /(
Vladimir Sokolov ‘7 !

Field Application 7 %
Scientist 2 n 5 2 ( z C
Life Sciences Solutions / DATE/LOCATION 1 -2 J I Q(//Cg ron il

CONSILIUL
JUDETEAN
MURES

ULJUDETEAN MURES
MAROS MEGYEI MUZEUM
SECTIA DE STIINTELE NATURII

CERTIFICAT DE PARTICIPARE
Se certifica faptul ca
domnul drd. VICTOR SITNIC
a participat la
CONFERINTA STIINTIFICA ANIVERSARA
60 DE ANI DE MUZEOLOGIE IN DOMENIUL
STIINTELOR NATURIT LA MUZEUL JUDETEAN MURES

Tirgu Mures
31 octombrie — 2 noiembrie 2018

1%
vs'. So0s Zoltan
Manager, Muzeul Judetean Mures
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STATEMENT OFE ACEOMPLISHMENT

#8120747

HAS BEEN AWARDED TO

Victor Sitnic

FOR SUCCESSFULLY COMPLETING

Introduction to Python

Jul 01,2020

@ DataCamp

STATEMENT OF ACCOMPLISHMENT

#174,107

HAS BEEN AWARDED TO

Victor Sitnic

FOR SUCCESSFULLY COMPLETING

R Programming Track

COMPLETED ON

SEP 10, 2020
W

R dctdcamp Martijn Theuwissen, CEO
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STATEMENT OF ACCOMPLISHMENT

#12,615,077

HAS BEEN AWARDED TO

Victor Sitnic

FOR SUCCESSFULLY COMPLETING

RNA-Seq with Bioconductor in R

COMPLETED ON

JUN 02, 2021 /

R ddtccamp Jonathan Cornelissen, CEO

CERTIFICATE OF ATTENDANCE

THIS IS TO CERTIFY THAT

\Sjifm'c /I/icfor

The X-th International Conference of Zoologists
SUSTAINABLE USE AND PROTECTION OF ANIMALWORLD IN THE CONTEXT OF CLIMATE CHANGE

dedicated to the 75th anniversary from the creation of the first research subdivisions and 60th from the foundation
of the Institute of Zoology

on 16-17 September 2021
in Chisinau, Republic of Moldova

Professor Laurentia Ungureanu
Director of the Institute of Zoology

Black yea I-I R i
e e 84 =

161



ATTENDANCE CERTIFICATE

We hereby declare that Victor Sitnic attended online at 28 horas of the the Climbats Training School Course -
Molecular Analysis of Trophic Interactions - organized by Cost Action 18107 - Climate Change and Bats: from
Science to Conservation, from 20" to 24'" of September 2021, coordinated by Vanessa Mata (CIBIO-InBIO) and

Owen Wangensteen (UiT The Artic University of Norway).

September 24, 2021

\\] arasio }"‘\o\lA

Vanessa Mata
(CIBIO-InBIO)

EBCG '22
School

Certificate of completion

This is to confirm that Victor Sitnic
has successfully completed the East European Bioinformatics
and Computations Genomics School courses including:

» Methods for phylogenetic analysis and viral evolution

» Human Genome Diversity in Population and Evolutionary Context

» Bioinformatics as a career option: How to get started

> Translational Bioinformatics: application in medicine and public health
> State of the art algorithms used in genome sequence analysis

& September 21 - October 14
Serghei Mangul Chiginau, Mediacor
COR Director EBCG School Coord.

e USAID + glx::rige
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CERTIFICAT

Ne CIC-IX 018
Se atesta ca

SITNIC Victor

a participat la a IX-a editie a
Conferintei stiintifico-practice internationale INSTRUIRE PRIN CERCETARE PENTRU
O SOCIETATE PROSPERA, cu lucrarea ,, ADN-UL DE MEDIU — INSTRUMENT DE
MONITORIZARE A DIVERSITATII VERTEBRATELOR TERESTRE”,

se certifica cu 4 ¢
Zani! 31 lF,“(-
4 "\\\\“,‘:‘-"S.',"‘r(. N\

» . . N

Rector al UST,
Eduard COROPCEANU

19 — 20 martie 2022

DATA

CERTIFICATE OF PARTICIPATION

presented to

¢
SCIENTIFIC ASSOCIATION OF

GENETICISTS AND BREEDERS
OF THE REPUBLIC OF MOLDOVA

MOLDOVA
o, STATE UNIVERSITY

Sitnic Victor
for participated during this conference.
X

2

e
Academician Maria DUCA =~/ /

./ Chair of the Organizing Committee
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DIPLOMA DE GRATITUDINE

SE CONFERA

Domnului Victor Sitnic

CERCETATOR STIINTIFIC

NTRU ACTIVITATEA IN DOMENIUL ZOOLOGIEI SI CU PRILEJUL ANIVERSARII DE
60 DE ANI DE LA FONDAREA INSTITUTULUI DE ZOOLOGIE

Profesor B S e G, Laurentia Ungureanu
Director al Institutului de Zoolggie ~ 8/ ’
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DECLARATIA PRIVIND ASUMAREA RASPUNDERII

Subsemnatul, declar pe raspundere personald, ca materialele prezentate in teza de
doctorat, sunt rezultatul propriilor cercetari stiintifice. Constientizez ca, In caz contrar, urmeaza

sa suport consecintele in conformitate cu legislatia Tn vigoare.

SITNIC Victor

Data: _23 august__ 2023 Semnitura /{7?/:»5
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Informatii personale

Experienta profesionala

2017 — Prezent

2017 — Prezent

20152016

2010-2014

2009 -2010

Educatie si formare

2007-2008

2002-2007

CURRICULUM VITAE

Victor SITNIC

Adresa: str. Vasile Alecsandri 27A, MD-4839, Stauceni, Moldova
Mobil: (+373) 69424263

Email: sitnic.md@gmail.com

Sex: Masculin
Data nasterii: 22/05/1985

Nationalitate: Republica Moldova, Romania

Cercetator stiintific

Institutul de Zoologie, Universitatea de Stat din Moldova, Chisinau

Activitati si responsabilitdti principale: cercetarea diversitatii vertebratelor
terestre din Moldova cu utilizarea metodelor bioinformatice si molecular
biologice.

Cercetitor stiintific
IMSP Institutul Oncologic, Chisindu

Activitati si responsabilitati principale: analiza datelor molecular genetice.

Cercetitor stiintific stagiar
Laboratorul de bioinformatica, Universitatea Academiei de Stiinte, Chisindu

Activitati si responsabilitdti principale: analiza datelor molecular biologice.

Cercetator stiintific stagiar

Institutul de Zoologie, Academia de Stiinte din Moldova, Chisinau

Activitdti si responsabilitati principale: cercetarea biochimiei veninului de
vipera.

Manager de vanzairi
NITECH SRL, Chiginau

Activitati si responsabilitati principale: vanzare aparatura de laborator.

Master in Biologie (Biologie umana si animala)

Universitatea de Stat din Moldova, Chisinau

Licentiat in Biologie (Biochimie si biologie moleculara)

Universitatea de Stat din Moldova, Chisinau
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Aptitudini si competente

Limba materna

Limbi straine cunoscute
Autoevaluare

Engleza

Rusa

Competente si aptitudini de
utilizare a calculatorului
Competente si abilitati sociale
Competente si

aptitudini tehnice

Permis de conducere

Informatii suplimentare

Romana

Engleza, rusa

Intelegere Vorbire Scriere
. Participare la . . -
Ascultare | Citire conversatic Discurs oral = Exprimare scrisd
B2 Cl B2 B2 C1
Cl Cl B2 B2 B2

Windows, Ubuntu, OBITools , Limbajul R,
Bioconductor, Cytoscape, Microsoft Office.
Comunicare deschisa cu colegii, evitarea si aplanarea conflictelor.

Utilizarea echipamentului performant in laboratorul
de biologie moleculara si pe teren.

Categoria B.

Bursa de excelenta a guvernului Republicii Moldova (2011-2012)

Bursa de excelenta a Federatiei Mondiale a Oamenilor de Stiinta (2020-2021)
Cursuri in domeniul bioinformaticii si biologiei moleculare

Peste 50 publicatii in tara si peste hotare

Participare in mai multe proiecte stiintifice nationale si transfrontaliere

Cca 25 participari la evenimente stiintifice nationale si internationale

Coautor a doud brevete de inventie

Membru al Societatii de Biochimie si Biologie Moleculard din Moldova
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