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CUVINTE CHEIE
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INTRODUCERE

Lucrarea de fata prezinta cele mai importante rezultate ale autorului din ultimii trei ani, legate
de filogenia/filogeografia a doud specii de monocotiledonate: Erythronium dens canis L.
(LILIACEAE) si Scilla bifolia L. (ASPARAGACEAE) pe aria lor de raspandire, si in special
n Bazinul Carpatic de Est.

In prezent, cercetirile privind biologia plantelor, chiar si cele cu caracter ecologic nu mai
sunt complete fara aplicarea tehnicilor moderne de biologie moleculara.

Biogeografia organismelor din Bazinul Carpatic a starnit interesul cercetatorilor inca din
anii 1970 (Banarescu si Boscaiu, 1973), cand cercetarile din acest domeniu s-au bazat pe
studii paleontologice (fosile) si palinologice, pe de o parte si pe date biogeografice, pe de alta
parte. Cercetarile actuale vin in sprijinul teoriilor vechi si adaugd unele noi, folosind
argumente clare, bazate pe rezultatele obtinute prin tehnici moleculare. Tehnicile actuale
uzuale de izolare a ADN-ului genomic, de amplificare a fragmentelor tinta si secventializarea
acestora au permis obfinerea de date noi (bazate pe gradul de inrudire) care prin metode
computationale pot fi folosite la studii de taxonomie moleculard, completand astfel
taxonomia clasica (bazata pe caractere morfologice) si ajutand astfel la clarificarera pozitiei
taxonilor incerti. De asemenea, la scard mai fina, aceste date ajuta la descifrarea gradului de

inrudire al diferitelor populatii aparfinand aceleasi specii, In acest fel fiind de mare ajutor la
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studii de filogeografie. Totodata, pe baza acestor date se poate calcula gradul de diversitate
genetica a populatiilor, ceea ce este de mare folos in programele de conservare ecologica, in
selectarea populatiilor a caror conservare poate fi efectuata cu succes (conservation genetics -
genetica conservarii).

Autoarea a cautat in primul rand raspunsul la intrebarea daca in Carpati au existat refugii
criptice, unde o serie de organisme au reusit sa supravietuiasca glaciatiunilor si de unde dupa
glaciatiuni s-au extins, ajungand la arealele actualmente cunoscute.

Cele doua specii tinta au fost alese din urméatoarele motive:

—la Erythronium dens-canis exista studii anterioare care aratd existenta unei clade
transilvane, foarte diverse, cu o arie de raspandire restransa, alaturi de clada non-transilvana,
mult mai uniforma, larg raspandita in arealul actual al speciei. Ne-am propus analiza
structurarii acestei linii transilvane.

— am cautat o a doua specie, care poate fi esantionatd impreuna cu prima (tot un geofit de
primavara timpurie) si in cazul careia poate fi aplicat acelasi marker ca la specia precedenta.
Alegerea a cazut pe Scilla bifolia, specie care cu ocazia testarii prealabile a ardtat o

variabilitate ridicata.

1. CONSIDERATII TEORETICE

1.1. Prezentarea generala a speciilor

1.1.1. Erythronium dens-canis

Specia Erythronium dens-canis L. apartine subfamiliei LILIOIDEAE, familia LILIACEAE
din ordinul LILIALES (Bremer si colab., 2009).

In ceea ce priveste varsta genului Erytrhonium, acesta a aparut acum aproximativ 12
milioane ani in urma in Asia de Est, de unde ulterior genul a populat si s-a diversificat in
Europa, estul si vestul Americii de Nord (Patterson si Givnish, 2002).

Genul prezinta o distributie disjuncta accentuata: dintre cele 28 de specii de pe Glob, 17
apar in partea de vest a Americii de Nord, 6 in estul Americii de Nord si 5 in Eurasia (Allen si
colab., 2003; Bartha si colab., 2015b). Genul este morfologic omogen, usor de recunoscut.

Dintre cele 5 specii din Eurasia doar una este prezentd in Europa, si anume Erythronium dens-



canis (Savulescu, 1966), speciile E. sajanense, E. sibiricum, E. japonicum si E. caucasicum
fiind raspandite in Asia.

Tn Roménia Erythronium dens-canis a fost recunoscut in mod traditional ca fiind prezent
cu doua subspecii, E. dens-canis ssp. dens-canis si E. dens-canis ssp. niveum (Baumg) Buia
et Paun (Ciocarlan, 2009). Statutul taxonomic al subspeciilor nu a fost evidentiat la nivel
molecular. Tn Flora Europaea (Richardson, 1980) acesti taxoni apar ca si varietdti. Numarul
de cromosomi ai speciei este de 2n=24 (Moore, 1982; Ciocérlan, 2009), dar se cunosc si
populatii tetrapoloide (Siljak-Yakovlev si colab., 2010).

Erythronium dens-canis este larg raspandit in Europa de Sud (in Muntii Pirinei, Franta,
Italia, Ungaria, Cehia, Slovacia, Peninsula Balcanica de Nord) (Richardson, 1980).

Planta este frecventa in toate regiunile tarii, vegeteaza prin poieni, pajisti, rarituri, paduri,
margini de paduri, din zona padurilor de stejar pana in subetajul fagului (Savulescu, 1966;
Ciocarlan, 2009).

Erythronium dens-canis este un geofit eurasiatic, specie mezofita, mezoterma, mezotrofa,
slab acid-neutrofild, caracteristica aliantei Carpinion (Sanda si colab., 1983).

Erythronium dens-canis este o0 specie mirmecocora, dispersia secundara fiind realizata de

furnici. Ca urmare specia prezintd o capacitate limitata de dispersie a semintelor.
Filogenia genului Erythronium este destul de bine studiata. Filogeniile bazate pe caractere
morfologice, si analize moleculare (matK, nrITS, intronul rpsl6 si intronul 5’ trnK, excluzand
exonul matK) arata Erythronium, Amana si Tulipa in aceeasi clada, bine suportata, cu Gagea
ca grupi-sora (sister group). In cadrul genului Erythronium toate grupele filogeografice
(eurasiaticd, est-nordamericand si vest-nordamericand) formeaza subclade bine suportate
(Allen si colab. , 2003; Clennett si colab., 2012).

Pentru speciile de Erythronium non-europene exista informatii vaste, insa biologia speciei
Erythronium dens-canis este foarte putin cunoscuta (Guitian si colab., 1999; Guitian si colab.,
2003).

1.1.2 Scilla bifolia

Genul Scilla apartine familiei ASPARAGACEAE, din ordinul ASPARAGALES (Bremer si
colab., 2009). Este un gen extrem de eterogen, foarte variabil si in ceea ce priveste caracterele
cariologice (Speta, 1979). Genul cuprinde in jur de 100 de specii, distribuite Tn Europa de
Sud, regiunea mediteraneana si Asia Centrala si de Vest (Ghavami si colab., 2009).



Populatiile indigene ale genului Scilla din Europa Centrala si de Vest erau incluse pana in
anii 1970 in general intr-o singura specie larg definita, Scilla bifolia s.I. Studii detaliate de
taxonomie au aratat existenta unei grupe de specii — o serie poliploida de taxoni cu un numar
de cromosomi x=9 si 2n=18, 36, 54, asociate cu cateva caractere morfologice si ecologice.

Ciocarlan (2009) prezinta specia ca fiind prezenta in Romania cu 2 subspecii: ssp.
drunensis Speta si ssp. bifolia.

Scilla bifolia L.este o planta larg raspandita in Europa, comuna in toatd Romania, creste
prin paduri, pajisti si tufarisuri din zona de campie pana in cea montana. Este un geofit
eurasiatic, specie mezofitd, mezoterma si mezotrofa, slab acid-neutrofila caracteristica clasei

Querco-Fagetea, aliantei Carpinion, Alno-Padion (Sanda si colab. , 1983).

1.2. Studiile de filogenie si filogeografie

1.2.1. Consideratii teoretice/Generalitati

Filogenia se ocupa de descifrarea istoricului evolutiv al unui grup de organisme, al unui
taxon, ne aratd relatiile evolutive intre diferite grupe de taxoni. Principiul care sta la baza
filogeniei este faptul ca membrii unui grup sau o clada au o istorie evolutivd comuna, fiind
mult mai apropiati unii de ceilalti, decat cu membrii altor grupe. Actualmente pentru
descifrarea gradului de inrudire a taxonilor pe langa caracterele morfologice se folosesc
informatii legate de macromolecule (ADN, proteine).

Studiile de filogeografie au ca scop principal intelegerea evenimentelor istorice care au
dus la dispersia curentd a genelor, populatiilor si speciilor. Termenul de filogeografie
(phylogeography) a fost introdus de Avise, In 1987 (Avise si colab., 1987). Filogeografia
poate fi definitd ca ,stiinta care se ocupa de principiile §i procesele care guverneaza
distributia geografica a liniilor genealogice, mai ales 1n interiorul speciilor sau intre speciile
strans inrudite” (Avise, 2000). Avansarea atit a metodologiei (tehnologia ADN), cat si a
abordarii analitice in filogeografie permite aprecierea distributiei postglaciare cronologice si
geografice a liniilor genetice.

Vaste sunt studiile privind elucidarea istoriei postglaciare ale unor specii din anumite zone
ale Europei. Istoria cuaternara a florei Alpilor este destul de bine cunoscutd (Tribsch si
Schonswetter, 2003; Schonswetter si colab., 2005; Ehrich si colab., 2007; Schneeweiss si
Schonswetter, 2011).



Sunt relativ putine studiile recente privind biogeografia Bazinului Carpatic (Schmitt si
colab., 2006; Provan si Bennett, 2008; Varga, 2010; Balint si colab., 2011; Ronikier, 2011;
Ujvarosi si Marko, 2011; Schmitt si Varga, 2012), mai ales cele care vizeaza studiul
angiospermelor. Studiile de filogeografie din Carpati privind diferitele specii de plante sunt
cunoscute mai ales pentru specii alpine (Schonswetter si colab. , 2005; Puscas si colab., 2008;
Ronikier si colab., 2008; Csergd si colab., 2009; Ronikier si colab., 2012).

Teoriile clasice privind istoria cuaternard a speciilor din Europa temperatd sustin ca
refugiile glaciare erau in peninsulele din sudul Europei (Peninsula Iberica, Peninsula Balcanica
si Peninsula Apenina). Conform acestei teorii o serie de specii au supravietuit perioadele de
glaciatiuni din timpul Pleistocenului in aceste zone, unde diversitatea lor a crescut (Ibrahim si
colab., 1996; Taberlet si colab., 1998; Hewitt, 1999; Schmitt, 2007). Cu retragerea ghetarilor
spre nord, speciile s-au extins si ele spre nord, recolonizand noile areale eliberate de sub
actiunea ghetarilor: modelul de expansiune-contractie (Expansion-Contraction model - EC).
Recent, studiile de filogeografie bazate pe analize moleculare au furnizat date noi legate de
istoria unor specii in timpul glaciatiunilor. In anii 2000 a aparut o nous teorie, conform cireia
o serie de specii au supravietuit in asa numitele refugii criptice, localizate in diferite zone mai
la nord (Stewart si Lister, 2001; Bhagwat si Willis, 2008; Provan si Bennett, 2008). Aceste
refugii se gasesc in diferite zone ale Europei, in Europa de Vest (Valtuefia si colab., 2012),
Europa Centrala (Michl si colab., 2010) si in Carpati.

Refugii extra-mediteraneene in Europa au fost confirmate pentru o serie de specii
(Stewart si Lister, 2001; Kotlik si colab., 2006; Sommer si Nadachowski, 2006; Schmitt,
2007; Bhagwat si Willis, 2008; Birks si Willis, 2008; Provan si Bennett, 2008; Svenning si
colab., 2008; Stewart si colab., 2010; Varga, 2010). Majoritatea studiilor pun accent pe taxoni
terestri, dar sunt date si asupra faunei acvatice si chiar marine, care atesta existenta unor
refugii criptice in Europa si 1n aceste medii (Provan si al., 2005; Sediva si colab., 2008; Pauls
si colab., 2009; Balint si colab. , 2011).

Studiile de filogeografie pe langa latura teoretica au si o latura importanta ca stiinta
aplicatd, fiind folosite in conservare:

1. Prin identificarea populatiilor cu diversitate geneticd ridicata, identificarea posibilelor
refugii ale acestei diversitati: diversitatea genetica regionala poate fi foarte importanta pentru
supravietuirea pe termen lung a multor specii, deci este relevanta pentru conservarea speciilor
si habitatelor (Frankham, 1995). Cunoasterea schimbarilor in distributia diversitatii genetice

in timp ajuta la identificarea unitatilor de conservare (Hampe si Petit, 2005).



2. Tn contextul actual al schimbarilor climatice: cunoscand trecutul diferitelor specii in
conditiile climatice trecute , putem face predictii privind supravietuirea si distributia lor in

viitor (Provan si Bennett, 2008).

1.2.2. Tehnici si markeri moleculari folositi in analizele de filogenie si filogeografie ale

plantelor

Markerii moleculari folosifi in studiile de filogenie si filogeografie apartin la doud categorii
mari: proteine (studiul izoenzimelor) si ADN. Markerii moleculari ADN sunt SNPs (Single
Nucleotide Polymorphism), microsateliti (SSR — Simple Sequence Repeats sau STR — Short
Tandem Repeats), gene specifice, regiuni necodificatoare ale diferitelor gene, spatiatori
intergenici.

Tn studiile de filogenia si filogeografia plantelor se utilizeaza informatiile referitoare la
cele trei genomuri: nuclear, plastidial si mitocondrial.

Distingem doud mari grupe de markeri ADN folositi in analizele de filogenie si
filogeografie: markeri nucleari si non-nucleari. Cea mai importanta diferentd intre cele doua
tipuri constd in modul de mostenire. La organismele cu inmultire sexuald, genomul nuclear
prezintd a mostenire biparentald, iar cel non-nuclear, din organite (mitocondrial si plastidial)
se transmite doar pe o linie materna.

Dintre markerii nucleari regiunea nriTS este cel mai des utilizata in studiile de filogenie.
Tn ultimii ani pe langa regiunea nriTS se utilizeaza tot mai des markeri nucleari single-copy
sau low-copy (single/low-copy nuclear gene).

Dupa selectarea si aplicarea markerilor si in consecinta a obftinerii setului de date,
urmeaza alinierea secventelor, generarea si evaluarea arborilor.

Metodele, tehnicile utilizate sunt cele bazate pe secventializare, genotipare, tehnicile
RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphisms), AFLP (Amplified Fragment Length
Polymorphisms) si RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA).

Metodele prin care din datele genetice se pot reconstrui filogenii sunt multiple,
majoritatea lor pot fi grupate in una dintre urmatoarele categorii: metode de distanta, metode
bazate pe principiul parcimoniei si metode bazate pe probabilitate.

Testarea arborilor filogenetici se poate face de asemenea prin mai multe modalitati. Cele
mai larg utilizate dintre acestea sunt testele statistice, testul bootsrap (Felsenstein, 1985) fiind

pe primul loc.



1.3. Genetica conservirii — o ramura de stiinta aplicativa

Conservarea diversitatii genetice, una dintre aspectele biodiversitatii, este o latura
fundamentald in biologia conservarii, deoarece ofera materialul de baza pentru procesele
evolutive, adica potentialul adaptarii auspra mediului schimbat.

Genetica conservarii utilizeaza cunostintele teoretice si tehnicile genetice pentru
reducerea riscului de disparitie a speciilor periclitate. Scopul ei pe termen lung este
conservarea speciilor ca entitati dinamice capabile de a face fatd schimbarilor mediului.
Actualmente accentul se pune pe consecintele care apar in urma reducerii populatiilor mari de
odinioard, in care predominau incrucisarile intre rude indepartate (outbreeding), la populatii
mici, in care domina factorii stohastici si endogamia (inbreeding effects).

Datele moleculare furnizeaza cunostinte asupra istoricului evolutiv si diferentierii
genetice ale speciilor, ceea ce ne ajuta in luarea de decizii corecte referitoare la prioritatile de
conservare. Ca urmare, genetica conservarii constituie o aplicatie foarte importanta a
biologiei moleculare. (Freeland, 2005).

Alaturi de speciile rare, §1 speciile comune necesita activitafi de conservare. Conservarea
diversitatii speciilor comune are alte obiective fatd de cele in cazul speciilor rare. Deoarece
existenta speciei nu este periclitatd, fitness-ul evolutiv al speciei trebuie mentinut.

Acest fapt atrage atentia asupra necesitatii actiunilor de conservare inainte ca un taxon sa
ajungd la puntul critic. Probabil, aceasta este cea mai mare provocare pe termen lung a
geneticii conservarii: nu numai de a salva speciile periclitate, dar si de a preveni taxonii
actualmente comuni de a deveni vreodata periclitati. Scopul actiunilor de conservare in cazul
speciilor comune este de a pastra variabilitatea genetica a speciilor. Pentru desemnarea
populatiilor tintd avem nevoie de studii la nivel de genetica populatiilor. Ca prim pas in cazul
conservarii speciilor comune este necesar studiul variabilitatii genetice a speciei tinta (Millar

si Libby, 1991).
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2. OBIECTIVE

Erythronium dens-canis:
e Studii de filogeografie ale speciei Erythronium dens-canis in Bazinul Carpatic de Est
cu o prelevare a probelor mai densa decat Bartha si colab. (2015a), concentrate n
Muntii Apuseni.
e Evaluarea rolului de partitionare a liniilor transilvane de catre Muntii Apuseni.
e (asirea unui marker nuclear adecvat si folosirea acestuia in studiul diversitatii
genetice intrapopulationale.
Scilla bifolia:
e Studii de filogeografie cuprinzand pe cat se poate toata aria de raspandire a speciei in
Europa.
e Studiul structurarii populatiilor din Bazinul Carpatic.
Ambele specii:
e Determinarea unitdfilor de conservare filogenetica (linii unice, subclade si distributia
lor geografica).
e Determinarea ariilor/populatiillor cu diversitate geneticda ridicata (cu valoare
conservativa ridicata).
o Intelegerea originii liniilor, stabilirea posibilelor microrefugii glaciare pentru

intelegera biogeografiei Bazinului Carpatic.

3. MATERIAL SI METODE

3.1. Prelevarea si conservarea probelor

Materialul vegetal a fost colectat in martie-mai 2014 si 2015. Au fost folosite si datele
colectarilor din 2013 obtinute de Bartha si colab. (2015a), precum si exemplare obtinute din
herbare si colectii din strainatate (in cazul speciei Scilla bifolia). Materialul biologic folosit (o
bucata de frunza proaspatd) a fost colectat si conservat pana la prelucrare in silicagel.

Tinand cont de obiective, la prelevarea probelor pentru studiul speciei Erythronium

dens-canis ne-am concentrat asupra Muntilor Apuseni. Au fost prelevate probe din 107 de
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Anul colectarii
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v’»,-_\ %
E\\‘¥ A 2014

Fig.1. Pozitia geografica a populatiilor de E. dens-canis luate in studiu

populatii (Fig. 1.) la care se adauga inca 27 de probe din studiul Bartha si colab. (2015a).
S-au folosit ca outgroup-uri Erythronium sibiricum (Fisch. et C.A.Mey.) Krylov,
Erythronium japonicum Decne. si Amana edulis (Miq.) Honda.

Tn cazul speciei Scilla bifolia au fost colectate probe acoperind pe cat posibil arealul total
al speciei, cu o prelevare mai densa in Bazinul Carpatic. Un total de 127 de populatii de
S.bifolia au fost esantionate (Fig. 2.), alaturi de care in analize s-au introdus specii potential
strans inrudite, majoritatea din Anatolia, puse la dispozitie de catrea Hasan Yildrim: Scilla
ingridae, S. vardaria, S. sardensis, S. siehei, S.luciliae, S. sibirica ssp. armena, Puschkinia
scilloides, S. x allenii. S-au folosit ca outgrup-uri Hyacinthoides italica, Hyacinthella
heldreichii, Scilla leepii, Bellevalia koyuncui si Muscari mirum.
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Legend

-agb‘ Taxa

Puschkinia scilloides
Scilla bifolia

Scilla bifolia aff.

Scilla bifolia subsp. taurica
Scilla ingridae

Scilla luciliae
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Scilla siberica subsp. armena
Scilla siehei

Scilla sp. nova

Scilla vardaria

Scilla x allenii
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Fig. 2. Pozitia geografica a probelor utilizate in studiul speciei Scilla bifolia s.I.

3.2. lzolarea ADN

Izolarea ADN s-a facut dintr-un singur exemplar/populatie, cu kitul Analytik Jena, conform
protocolului.

3.3. Markerii moleculari folositi

Tn cazul speciei Erythronium dens-canis s-au folosit regiunile plastidiale rpl32-trnL si rps15-

ycfl. Acestea s-au dovedit a fi unele dintre cele mai variabile locusuri din regiunea plastidiala

.....
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nuclear gene) din literaturd (Denton si colab., 1998; Roncal si colab., 2005; Day si colab.,
2014), cat si amorse proiectate in laborator.

Tn cazul speciei Scilla bifolia s-a folosit markerul plastdial rpl32-trnL.

3.4. Amplificarea prin PCR

Tn cazul speciei Erythronium dens canis s-a facut amplificarea a doud regiuni plastidiale:
rpl32-trnL si rps15-ycfl, iar la Scilla bifolia s-a amplificat regiunea plastidiala rpl32-trnL.

Reactia de polimerizare in lant (PCR) s-a efectuat in tuburi Eppendorf de 25ul, cu
urmatoarea compozitie: 12.5 ul 2x MyTaq Red Mix (Bioline, Luckenwalde, Germania), 9.5
pl apa dd, cate 1 pl din cele doua amorse (10 uM, Macrogen, Olanda) si 1 pl ADN matrita
(template) de concentratie necunoscutd. Amorsele folosite au fost: rpl32-F — trnL“A®) (in
cazul regiunii rpl32-trnL) si M1F - M1R (pentru regiunea rps15-ycfl).

Amplificarea ADN s-a efectuat intr-un Gradient Palm-CyclerTM (Corbett Research,
Sidney, Australia), in urmatoarele conditii: 94°C/4 min., 40 x (94°C/45 sec., 61°C/45 sec.,
72°C /45 sec) 72°C/7 min. Succesul reactiei a fost verificat prin electroforeza pe gel de
agaroza (1%). Produsele PCR au fost purificate pe coloana, folosind Kitul de Purificare PCR
(Jena Bioscience, Jena, Germania) pentru secventializare in tub.

La Erythronium dens-canis pentru testarea unor markeri nucleari s-a incercat amplificarea
unor regiuni ale unor gene nucleare (low copy nuclear gene). Si in acest caz reactia de
polimerizare in lant (PCR) s-a efectuat in tuburi Eppendorf de 25ul, cu compozitia ca si in

cazul markerilor plastidiali.

3.5. Secventializarea
Secventializarea a fost efectuatd prin metoda Sanger la Macrogen Inc. (Olanda), folosind

amorsa reverse (trnL"“®) pentru regiunea rpl32-trnL si cea forward (M) in cazul regiunii

rpsl15-ycfl.
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3.6. Analize filogenetice si filogeografice

3.6.1. Alinierea secventelor ADN

Secventele rpl32-trnL si rpsl15-ycfl au fost exportate direct din cromatograme in fisiere de
format FASTA folosind ChromasLite v.2.01 (Technelysium Pty).
Secventele au fost aliniate in MEGAS (Tamura et al., 2011) pe baza algoritmului ClustalW,

urmat de editari manuale.

3.6.2. Generarea retelei de haplotipuri

Definirea haplotipurilor si generarea retelei de haplotipuri s-a facut utilizand TCS (Clement si

colab., 2000) la limita de conexiune de 95%, fara luarea in considerare a breselor.

3.6.3. Reconstructia arborilor filogenetici pe baza secventelor plastidiale

S-a folosit analiza Maximum Likelihood (ML), bazat pe RAxML (Stamatakis, 2006) folosind
programul RaxMLGUI v. 1.2 (Silvestro si Michalak, 2012) utilizdnd modelul GTR + I" a
evolutiei secventelor (dupa recomandarea manualului RAxML). Suportul nodurilor pentru
topologia ML a fost calculat prin algoritmul rapid bootstrap implementat in RAxML folosind
500 de replicate (Stamatakis si colab., 2008).

Arborii filogenetici au fost vizualizati si editati in TreeView (Page, 1996), FigTree ver.
1.3.1 (A. Rambaut; http://tree.bio.ed.ac.uk /software/figtree/), MrEnt (Zuccon si Zuccon,
2006) si CorelDRAW X3.

3.6.4. Calculul indicilor de diversitate ai cladelor in cazul speciei Erythronium dens-canis

Tn cazul speciei Erythronium dens-canis s-au calculat indicii de diversitate genetica ale
diferitelor clade, folosind Dna SP v.5.(Librado si Rozas, 2009).
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4. REZULTATE

4.1. Rezultatele izolarii ADN, ale amplificirii secventelor tinta, secventializarii si

alinierii fragmentelor

Prin metoda utilizatd s-a reusit izolarea ADN din toate probele. Concentratiile de ADN

genomial obtinute sunt cuprinse intre 100 si 400 ng/pl.

4.1.1. Erythronium dens-canis

4.1.1.1. ADN plastidial
Amplificarea si secventializarea regiunilor plastidiale rpl32-trnL si rps15-ycfl au fost facute
cu succes in cazul fiecarui specimen al speciei tinta Erythronium dens-canis. Un total de 156
secvente rpl32-trnL si rpsl5-ycfl sunt folosite in prezentul studiu, dintre care un numar de
107 sunt nou-generate.

4.1.1.2. ADN nuclear
Nu s-a reusit amplificarea regiunilor nucleare alese. Ca urmare, din cauza lipsei secventelor
am renuntat la folosirea markerilor nucleari pentru testarea semnalului de filogeografie dintre

populatii.

4.1.2. Scilla bifolia

Amplificarea regiunii rpl32-trnL a esuat in cazul a 10 probe. Majoritatea acestora sunt
exemplare de herbar, colectate cu mai multi ani in urmi. In 4 cazuri nu s-a reusit
secventializarea, iar in 6 cazuri am obtinut doar secvente partiale. Ca urmare, aceste probe au

fost excluse din analize.

4.2. Numarul, structura, distributia si reteaua de haplotipuri la Erythronium dens-canis

Prin analiza TCS am identificat 63 de haplotipuri de Erythronium dens-canis si 3
haplotipuri de E. caucasicum (Fig. 3.). Reteaua de haplotipuri prezinta a structurare clara.
Combinand informatiile referitoare la originea geografica a haplotipurilor si topologia retelei,
7 mari grupe pot fi identificate:

— 0 grupa caucaziana — care cuprinde cele trei probe de E. caucasicum din studiul Bartha
si colab. (2015a)
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— o0 grupa non-transilvana (grupa coloratd in galben) — care contine haplotipuri din
aproape toata aria de raspandire a speciei, de la coastele Oceanului Atlantic pana la versantii
de sud ai Carpatilor Meridionali, exceptie facand majoritatea probelor din Transilvania.
(Grupa cuprinde probe mai ales din studiul Bartha si colab. (2015a)

— o0 grupa transilvana care cuprinde urmatoarele subgurpe: patru sugbrupe care contin
probe din Transilvania, corespunzatoare celor 4 clade identificate prin reconstructia arborilor
filogenetici (vezi mai jos). Acestea sunt t1 (grupa coloratd in albastru), t2 (grupa coloratd in
rosu), t3 (grupa colorata in verde) si t5 (grupa colorata in portocaliu) si o subgrupa (t4) de
care apartin cele doua probe dintr-o populatie din Croatia din studiul Bartha si colab. (2015a)

Grupa non-transilvana prezinta forma de stea, in centrul ei fiind cel mai frecvent haplotip,
care Tnsumeaza 22 de probe. Acesta prezintd si o arie de distributie largd. De acest haplotip
central se leagd cu una-pana la cativa pasi mutationali 16 haplotipuri mai rare, majoritatea lor
fiind reprezentate de o singura proba.

Probele din Transilvania, desi provin dintr-un spatiu geografic mai restrans, prezinta o
structurare mult mai complexa.

Dintre cele 4 grupe transilvane, tl este cea mai numeroasa. Se structureaza in doua
subgrupe: una are in centru un haplotip larg raspandit, care insumeaza 23 de probe. De acest
haplotip central se leaga la o distanta de o singurd mutatie 8 haplotipuri rare, iar la cativa pasi
de mutatii inca 6 haplotipuri. Cealaltd subgrupd este mai putin numeroasa, se leaga de
prealabila cu un haplotip central alcdtuit din 8 probe, de acesta fiind legate mai strans sau mai
lax 7 haplotipuri, una dintre acestea fiind reprezentat de 6 probe, restul sunt haplotipuri rare.

Grupa t2 prezintd o structurare mai putin evidentd, insumand un total de 13 haplotipuri.
Dintre acestia unul este mai numeros (7 probe), unul de trei si unul de doua probe, restul
haplotipurilor fiind formate doar de o singura proba.

Grupa t3 are doud haplotipuri mai mari, cu 8, respectiv 7 probe, alaturi de doua
haplotipuri reprezentate de o singurd proba. De una dintre acestea se leagd la un pas un
haplotip cu 2 probe, iar de acesta altul, de asemenea cu 2 probe.

Grupa t5 este compusa dintr-un singur haplotip, cu 3 probe.

17



-ojeuonjuesodu a|ndnojdey

piurzardar oparoung "Anodadsar mpndnordey urirede aled 10[2qoid nrewnu nd greuorirodord 91s9 IO[LINJISD BIUNISUIWI(]

‘G 614 ad ap Jojape|d pundsaliod aj1iojnND ‘siued

yqynes
SRR |

ejgneo —L
3 elyneo

GO8LHINUSP  z0y) Hg9usp
1GG190dusp

G961TvOusp 0c¢zgdvousp

Sy rdvuep
09YNVYNUSp
LZSLIVAUSP

ASYAIU 26971vOousp

ye8LSIdusp

JOJAIU 9pGLTVYSUSP

ua|
€L/.OVAUSp 899 jdVv.Lusp
dATEeP JeDAIU

Ayzusp

68€LZVIUsp zweyuap

-suap wniuoayifig 1e10ads e undnopdey op eneajoy "¢ 614

Miyusp
soguep oY gs6700uep Bus/ueR
alqua
/0// _oocmu/ \ auep

1s|ua
seyusp ! w\ joduap
1) usp

e|suap V‘oomc®0| sy

Jeuap

gpeLOvouep ANaAU

998 NVYIUSp
€G9LIHOUSp

82v1SO0Usp 6painuglep EPLIO¥OUSP
0Z8QygUap

8E9LNVLUSp

909.1vgusp
Iyousp  Si4usp

yyyavousp
- )¢ g vyl LINUSP

0LLNHUsp
— .\\\.\\\

weusp ¥ZSINusp
£088YAUSP 15, iap

soyuap

€G€03TUSP | g4 \y1guUep
821H08USP  gengNusp

18



4.3. Reconstructia arborilor filogenetici pe baza secventelor plastidiale

4.3.1. Erythronium dens-canis

Analiza arborelui filogenetic generat prin metoda ML (Fig. 4.) ne arata existenta a trei linii
majore: 0 linie non-transilvana (nT-18 probe din Romania), o linie caucaziana si o linie
transilvana, cu mai multe clade: t1, t2, t3, t4 si t5.

Erythronium sibiricum, folosit ca outgroup apare ca si clada sora cu o grupa trihotomica
bine suportata (bootsrap 90%), formata din cele trei clade (caucaziana, non-transilvana si
transilvana bine suportate — valori bootstrap 99, 91 si 89). Clada transilvana prezinta o

politomie, alcatuita din 5 clade moderat pana la bine suportate: valori bootstrap 53-96.

90

100

0.002

Fig. 4. Arborele generat prin metoda ML folosind secventele plastidiale

rpl32-trnL si rps15-ycfl de Erythronium dens-canis
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Transylvanian-t1
[l Transylvanian-t2
[ Transyivanian-t3
[ Transylvanian-ts
&)

non-Transylvanian

Fig. 5. Pozitia geografica a probelor de Erythronium dens-canis analizate apartinand
diferitelor clade

Examinarea atenta a cladelor ludnd in considerare distributia geografica a probelor, (Fig.
5.) duce la concluzia cd linia non-transilvana, chiar dacd cuprinde mai putine probe, este
destul de larg raspanditd. Probele apartinind acestei clade sunt raspandite in Carpatii

Meridioanali si Orientali.
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Liniei caucaziene apartin probe din studiul Bartha si colab. (2015a).

Linia transilvana este puternic structurata:

—1n clada t1 putem identifica o subclada inserata intre celelalte probe. Probele apartinand
acestei subclade au o distributie indepartatd fatd de majoritatea probelor distribuite in
Transilvania. Ele se situcaza la sud-vest de Muntii Apuseni, in timp ce restul probelor provin
din estul si nordul Muntilor Apuseni.

—Tn cazul cladei t2 intalnim o situatie similara, dar cu pozitionare geografica diferita. Aici
subclada are o pozitie terminald in clada t2, iar probele care-i apartin se gasesc in sudul
Muntilor Apuseni, in timp ce restul probelor din clada t2 se gadsesc in nordul Muntilor
Apuseni.

— cladei t3 apartin putine probe, dar si aici putem identifica doua subclade. Probele care
apartin subcladei bazale se gasesc in partea de nord a Arcului Carpatic, Tn Ucraina, in timp ce
probele care apartin subcladei distante sunt prezente doar pe o arie restransda a Muntilor
Apusenti, 1n Viile Crisului Negru si Crisului Repede.

— clada t4 cuprinde doud probe din Croatia, probele provin din studiul lui Bartha si colab.
(2015a).

— clada t5 este una compusa doar din doud probe provenite din doud populatii din Banat.

4.3.2. Scilla bifolia

Patru linii plastidiale majore au fost identificate dupa generarea arborelui filogenetic prin
metoda ML in cadrul probelor analizate, notate A, B, C si D.(Fig. 6.): o presupusa clada
ancestrald (clada A), care apare ca si clada sord cu o grupa politomica, compusa din cladele
B, CsiD.

Analizand distributia geografica a cladelor (Fig. 7.), se poate concluziona ca si in acest
caz, ca si in cazul speciei Erythronium dens-canis, clada B are origine transilvana. Clada C
este una caucaziana, iar clada D cea non-transilvana.

Clada A cuprinde doar 4 probe, dintre care 3 apar la sud de Marea Neagra iar cea de-a
patra Tn Peninsula Crimeea.

Clada B cuprinde toate cele 37 de probe din interiorul Arcului Carpatic, acesta clada are o
arie de distributie restrinsd. Clada B are o subclada anatoliand inseratd intre probele din
Transilvania. Aceasta subclada cuprinde mai ales speciile inrudite cu S. bifolia, dar si 3 probe
de S. bifolia.
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Fig. 6. Arborele generat prin metoda ML folosind secventele plastidiale

rpl32-trnL la Scilla bifolia s.1. si speciile inrudite
Clada C, cea cauaziana cuprinde doar doua probe din Rusia.

Clada D este clada cea mai mare, cuprinde cele mai multe probe (64 S. bifolia si doua

specii inrudite) si in acelasi timp este clada cu aria de distributie cea mai larga.
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, R . Legend %

Fig. 7. Pozitia geografica a probelor de Scilla bifolia s.I. si speciilor inrudite analizate

apartinand diferitelor clade
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4.4. Indici de diversitate genetica ai cladelor de Erythronium dens-canis
Tn Tabelul 1 sunt prezentati indicii de diversitate genetica calculati in cazul celor patru clade
specifice filogeografiei Erythronium dens-canis. Nu s-au facut calcule pentru clada

caucaziana si cladele t4 si t5, deoarece acestia insumeaza un numar prea mic de probe.

Tab. 1. Valorile indicilor de diversitate genetica ai cladelor la E.dens-canis

Clade
Indici de diversitate nT tl 2 t3
Numarul secventelor 42 66 23 21
Numarul pozitiilor polimorfe (S) 17 26 13 7
Numarul haplotipurilor (h) 16 24 13 6
Diversitatea haplotipurilor (Hd) 0.7 0.856 0.897 0.757
Diversitatea nucleotidelor (Pi) 0.00105 0.00136 0.00168 0.00166

5. DISCUTII

5.1. Erythronium dens-canis

Structurarea liniilor §i cladelor identificate poate fi explicatd prin vicariantd sau dispersia
speciei pe distante lungi.

In formarea liniei transilvane vicarianta a avut rol important, linia fiind rezultatul
divergentei alopatrice (Bartha si colab. , 2015a). Barierele geografice care au contribuit la
formarea acestei linii sunt Campia Panonica in vest, Carpatii Meridionali in sud si Carpatii
Orientali Tn est.

Tn cazul cladelor t1-t4, in absenta barierelor geografice, dispersia pe distante lungi (long
distance dispersal) poate da explicatia structurdrii lor.

Pozitionarea derivata (nested) a liniei genetice in cadrul cladei t1 cu distributie la sud-vest
de Muntii Apuseni ne arata ca aceasta subclada s-a format mai tarziu. Ca urmare, luand in
considerare pozitionarea geografica a subcladelor putem afirma ca clada t1 s-a format la est
de Muntii Apuseni, intr-un posibil refugiu glaciar criptic in Bazinul Transilvan, apoi datorita
unor procese de dispersie pe distanta lunga (long-distance dispersal) s-a stabilit si raspandit

la sud-vest de Muntii Apuseni (Fig. 8).
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Tn clada t2 la fel, avem de a face cu refugii criptice, dar cu aceasti ocazie in nordul
Muntilor Apuseni, urmata de o dispersie pe distanta lunga la sud de Muntii Apuseni (Fig. 9).

In clada t3 populatiile din partea de nord ale Carpatilor Orientali sunt cele ancestrale, cele
din Vaile Crisului Repede si Crisului Negru s-au stabilit probabil mai tarziu, datorita tot a
dispersiei pe distante lungi (Fig. 10).

Putem afirma deci, ca in cazul speciei Erythronium dens-canis conform teoriei refugiu in
cadrul refugiului (refugia within refugia, (Glmez si Lunt, 2007)) avem de-a face cu un
refugiu glaciar extra-mediteranean in Bazinul Carpatic de Est, cu microrefugii de pozitie
exactd necunoscutd, localizate n estul si nordul Muntilor Apuseni, precum si in nordul
Carpatilor Orientali.

Diversitatea haplotipurilor mai mare in cladele t1 si t2 (Tabelul 1) ne arata ca aceste clade
erau prezente cu populatii mai mari In LGM. Totodata distributia actuala restransa a cladei t3,
cat si probabil marimea mica a populatiei In LGM este subliniata si de diversitatea genetica

mai scazuta fata de cele ale cladelor t1 si t2 (Tabelul 1).

Fig. 8. Pozitia subcladelor t1 pe filograma si pozitionarea lor geografica
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Fig. 10. Pozitia subcladelor t3 pe filograma si pozitionarea lor geografica

Probele din clada t4 provin dintr-o populatie din Croatia — interesant este prezenta lor in
linia transilvand. Bartha si colab. (2015a) considera aceasta clada o unitate evolutiva distincta
si ca urmare de valoare conservativa ridicata.

Toate cladele identificate reprezintad linii genetice unice $i ca urmare servesc ca unitati
filogenetice de conservare. Cladele t1 si t2 au diversitatea geneticad cea mai mare. Arealele cu

diversitate genetica crescutd au un rol important In conservarea unei proportii semnificative a
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diversitatii unei specii si a potentialului sau evolutiv (Taberlet si Cheddadi, 2002). Ca urmare,
aceste doua clade au valoare conservativa ridicata.

Deoarece clada t5 are aria de distributie cea mai restransa, la limita de sud a liniei
transilvane, exemplarele acestei populatii au o valoare conservativa ridicatd, la fel ca si

populatiile din Vaile Crisului Negru si Crisului Repede.

5.2. Scilla bifolia

Factorii care explica structurarea cladelor la specia Scilla bifolia sunt cele prezentate la
specia anterioara: factori biogeografici (bariere, refugii criptice) si evenimente stohastice.
Clada transilvana este foarte exact delimitatd — si n acest caz specia a supravietuit LGM in
refugii criptice extra-mediteraneene in Bazinul Carpatic de Est.

Clada B are inserata intre probele din Transilvania o subclada anatoliana, de origine
secundara Tn Asia Mica. Pot exista doua explicatii pentru formarea acestor taxoni diferifi in
Anatolia: 1. procese de evolutie radiativa dupa stabilirea exemplarelor in Anatolia sau 2.
acesti taxoni noi au suferit introgressive chloroplast capture. La stadiul actual al cercetarilor

asupra Scilla bifolia s.1. nu putem decide care dintre aceste doua explicatii este cea corecta.

6. CONCLUZII

e Structurarea filogeografica a celor doua specii este clara.

e Cele doui specii studiate prezinti aceeasi structurare. In cazul ambelor specii topologia ne
arata existenta clara a unei linii transilvane, cu arie de raspandire bine conturata, limitata in
Bazinul Carpatic de Est. Aceastd linie atestd existenta unor refugii criptice extra-
mediteraneene in aceastd zona.

e In cazul speciei E. dens-canis linia transilvand prezinti 4 clade distincte. Existenta
acestora indicd conform teoriei refugiului Tn cadrul refugiului (refugia within refugia)
existenta unor microrefugii cu pozitie exactd necunoscutd. Acestea se localizeaza in cazul
cladei t1 la est, in cazul cladei t2 la nord de Muntii Apuseni, iar in cazul cladei t3 in partea
de nord a Carpatilor Orientali, in Ucraina. Din aceste microrefugii s-au format liniile

genetice (subcladele) din sud-vestul (subclada t1) si sudul (subclada t2) Muntilor Apusenti,
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cat si cele din Vaile Crisului Negru si Repede (subclada t3), prin procesul de dispersie pe
distante lungi (long distance dispersal).

e Istoria cuaternara a speciei E. dens-canis in Bazinul Carpatic a fost afectatad atat de factori
biogeografici (microrefugii, bariere — formarea liniei transilvane) cat si de evenimente
stohastice (dispersie pe distanta lunga — long distance dispersal — formarea subcladelor).

e 1n cazul speciei Scilla bifolia au fost identificate patru linii genetice: o cladd ancestrala,
una de origine transilvana (cu arie de raspandire restransd), o clada caucaziana si o clada
non-transilvana, cu aria de distributie larga.

e Clada de origine transilvand are inseratd intre probele din Transilvania o subclada
anatoliand, de origine secundard in Asia Mica. Pot exista doua explicatii pentru formarea
acestor taxoni diferiti in Anatolia:

1. Procese de evolutie radiativa dupa stabilirea exemplarelor in Anatolia sau

2. Acesti taxoni noi au suferit introgressive chloroplast capture. Tn stadiul actual al
cercetarilor asupra Scilla bifolia s.1. nu putem decide care dintre aceste doua
explicatii este cea corecta.

e Toate cladele identificate sunt unice si ca urmare servesc ca unitdti filogenetice de
conservare.

e Cladele tl si t2 au diversitatea genetica cea mai mare. Ca urmare aceste clade au cea mai
mare sansd de a avea potential evolutiv si capacitate de adaptare in conditiile schimbarilor
climatice viitoare. Din aceste considerente populatiile apartinand acestor clade au valoare
conservativa ridicata.

e (lada t5 din sudul Banatului este o clada foarte mica si se situeaza la limita de sud a liniei
transilvane. Ca urmare, aceste populatii sunt probabil cele mai periclitate in conditiile
schimbarilor climatice viitoare.

e Populatiile din Vaile Crisului Negru si Repede din clada t3 au o distributie foarte restransa
si, ca urmare, au o valoare conservativa ridicata.

o In prezent, populatiile de pe cimpie au devenit rare, datoritd inlocuirii vastelor habitate
impadurite cu terenuri agricole. Defrisarea in masa a padurilor de la zonele de campie pana
n cele montane poate duce la fragmentarea populatiilor, scaderea dimensiunii lor (cu toate

consecintele negative asupra geneticii populatiilor) si in cele din urma la extinctia lor.
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