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Obiectivele prezentului studiu

Obiectul studiului il reprezinta speciile/subspeciile endemice pentru Roméania sau
endemitele daco-balcanice si unele specii rare. In cadrul fiecarei specii de plante au fost
stabilite unul sau mai multe obiective:

Pulmonaria filarszkyana

Obiectivul 1: Identificarea unor markeri moleculari “barcode” capabili sa diferentieze speciile
Pulmonaria rubra si Pulmonaria filarszkyana;

Obiectivul 2: Investigarea relatiilor filogenetice dintre Pulmonaria rubra si Pulmonaria
filarszkyana;

Onosma pseudoarenaria

Obiectivul 1: Investigarea relatiilor filogenetice dintre Onosma arenaria si Onosma
pseudoarenaria,;

Obiectivul 2: Estimarea diversitatii genetice a populatiilor de Onosma arenaria si Onosma
pseudoarenaria din Romania;

Eritrichium jankae

Obiectivul 1: Investigarea relatiilor filogenetice dintre Eritrichium nanum si Eritrichium
jankae;

Primula leucophylla

Obiectivul 1: Identificarea unor markeri moleculari “barcode” capabili sa diferentieze speciile
Primula elatior si Primula leucophylla;

Obiectivul 2: Investigarea relatiilor filogenetice dintre Primula elatior si Primula leucophylla;
Obiectivul 3: Redefinirea arealului speciei Primula leucophylla pe baza analizelor
moleculare;

Primula intricata

Obiectivul 1: Investigarea relatiilor filogenetice dintre Primula elatior si Primula intricata.
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Introducere

Prezentul studiu se inscrie pe directia de revizuire taxonomica prin metode moleculare
a unor specii de plante al caror statut taxonomic este discutabil. Speciile/subspeciile endemice
sau rare selectate pentru studiu sunt caracterizate de un statut taxonomic incert, ele fiind
considerate, doar pe baza caracterelor morfologice si in absenta unor studii genetice, de catre
diferifi autori ca avand un statut taxonomic fie de specie distincta, fie subspecie sau chiar
varietate a unei alte specii. Intrucat diferentele dintre caracterele morfologice care fac
distinctia dintre specii/subspecii sunt minore si pot fi urmarea unor polimorfisme individuale
determinate de factorii de mediu si nu a unor diferente interspecifice, s-a considerat oportuna
realizarea unor studii de genetica moleculara care sa contribuie la elucidarea statutului lor
taxonomic. Taxonii problematici selectati pentru studiu sunt urmatorii: Pulmonaria
filarszkyana, Onosma pseudoarenaria, Eritrichium jankae (familia Boraginaceae), Primula
leucophylla si Primula intricata (familia Primulaceae), iar statutul lor taxonomic va fi discutat
prin prisma relatiei lor cu speciile ale caror subspecii sau varietdti sunt considerati a fi:

Pulmonaria rubra, Onosma arenaria, Eritrichium nanum si Primula elatior.

Consideratii teoretice

1. Filogenia si analizele filogenetice (selectiv)

Principiul pe care se bazeaza filogenetica este acela cd membrii unui grup sau clade
impartasesc o istorie evolutivd comund si sunt mai inruditi intre ei decat cu membrii altui
grup. Filogenia moleculara presupune utilizarea macromoleculelor biologice (proteine, acizi
nucleici) pentru a obtine informatii asupra istoriei evolutive a taxonilor si asupra legéturilor
lor de Inrudire.

Metodele filogenetice de construire a arborilor implicd parcurgerea mai multor etape,
ulterior obtinerii setului de date: alinierea secventelor, determinarea modelului de substitutie,
construirea arborelui si evaluarea arborelui. Exista doua grupe majore de metode de construire
a arborilor filogenetici, si anume: metode bazate pe distantd si metode bazate pe analiza de
caractere. Cele mai cunoscute metode fenetice sunt UPGMA (“Unweighted Pair Group

Method with Arithmetic means), NJ (“Neighbor Joining”) si ME (,,Minimum Evolution”), iar
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cele mai cunoscute metode bazate pe analiza de caractere sunt: MP (,,Maximum Parsimony”),

ML (,,Maximum Likelihood”) si “Bayesian inference”.

2. Markeri moleculari utilizati in filogenia si taxonomia

plantelor (selectiv)

Tipurile variate de markeri moleculari difera in ceea ce priveste principiul,
metodologia si aplicatiile, ceea ce creazd problema selectdrii markerului cel mai potrivit
pentru rezolvarea temei de cercetare propuse. Desi in filogenetica plantelor, cel mai ridicat
grad de incredere in arborii generati este dat de congruenta dintre informatiile procurate de la
cele trei genomuri: plastidial, nuclear si mitocondrial (Savolainen si Chase, 2003), totusi,
multe studii se bazeaza pe utilizarea informatiilor provenite de la un singur genom, o
explicatie posibila fiind lipsa unor markeri genetici potriviti. Deoarece filogeniile
intraspecifice clar rezolvate pe baza a mai multor sisteme de date independente sunt dificil de
obtinut si costisitoare, se ajunge la utilizarea a cétorva sisteme de markeri mai mult sau mai
putin optime, aceasta reprezentdnd un compromis intre nivelul de variabilitate suficient de
ridicat al markerilor si utilitatea lor pentru a rezolva genealogii clare (Eidesen si colab., 2007).

Cei mai utilizati markeri moleculari in taxonomia si filogenia plantelor se clasificd in
urmatoarele doua categorii: proteine si acizi nucleici. Din prima categorie fac parte
izoenzimele iar din cea de a doua fac parte microsatelitii, SNP-urile, genele specifice,
regiunile necodificatoare si alte regiuni. Printre principalele metode de detectie a markerilor
moleculari ADN se numara secventierea, genotiparea, tehnica RFLP, tehnica AFLP si tehnica

RAPD.

3. Caracterizarea din punct de vedere taxonomic, morfoloqic,

ecologic si al variabilitatii fenotipice a plantelor studiate

(selectiv)

Pulmonaria rubra (denumire populard mierea ursului, plaméanaritda) este un endemit

carpatico-balcanic caracteristic fagetelor montane din Carpati. Este o specie frecventda din

etajul montan mijlociu pand in cel subalpin, prin paduri i buruienisuri, in fagete, bradeto-
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fagete si bradete. In etajul alpin inferior se giseste sporadic prin buruienisurile de sub
jnepenisuri si tufarisuri de Alnus viridis, pana la circa 2000 m altitudine (Tauber, 1982).

In ceea ce priveste variabilitatea speciei, cei mai multi autori considera ca specia P.
rubra are doua subspecii: P. rubra subsp. eurubra (P. rubra subsp. rubra) (fig. 1) si P. rubra
subsp. filarszkyana (Sarbu si colab., 2001; Gusuleac, 1960; Beldie, 1979). Totusi, Borza
considera P. filarszkyana ca fiind doar o varietate a Pulmonariei rubra (Borza, 1947), in timp
ce Ciocarlan (2000) considera specia P. filarszkyana ca fiind o specie distincta, fara legaturi

taxonomice cu P. rubra.

Fig. 1. Pulmonaria rubra subsp. rubra (foto: Dana Suteu).

P. filarszkyana (P. rubra subsp. filarszkyana) este o specie endemica, apartinand

Carpatilor de Est (Beldie, 1979) care se diferentiaza de P. rubra prin indumentul mult mai
scurt (1 mm) si mai moale (Gusuleac, 1960). In general se considerd a fi rispanditd in
padurile intunecoase de molid si intre jnepeni, in muntii Maramuresului, Rodnei si
Suhardului.

Onosma arenaria (denumire populara otratel) este o plantd robusta, hispida, bogat

foliatd, cu aspect verde cenusiu. In timp ce la nivel de continent este raspandita peste tot, cu
exceptia regiunilor nordice, in Romania are o distributie controversata, unii autori considerand
ca se intalneste in locuri nisipoase, coline aride, stepe, dune fixate fie din regiunile Baia Mare,
Cluj, Hunedoara, Timisoara, Bucuresti, Constanta, Iasi (Grintescu si Nyarady, 1960) fie doar
in Delta Dunarii (Teppner, 1996).

In ceea ce priveste variabilitatea speciei, Ciocarlan (2000) considera cd prezinti doud
subspecii: O. arenaria subsp. arenaria si O. arenaria subsp. pseudoarenaria, cea din urma

consideratd un endemit pentru Transilvania.
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Onosma pseudoarenaria (O. arenaria subsp. pseudoarenaria) este o specie heliofila

care habiteaza in zona colinara (fig. 2), pe soluri uscate, nisipoase si se caracterizeaza prin
populatii compuse din indivizi putini, deoarece se inmulteste greu din cauza fructelor
sclerificate, ceea ce 1i confera statutul de specie vulnerabila (Dihoru si Negrean, 2009). Difera
de O. arenaria prin urmatoarele caracteristici: numarul de cromozomi (2n=26 si nu 2n=20 ca
si in cazul O. arenaria), setule de 4-5 ori (nu de 8-10 ca si in cazul O. arenaria) mai scurte
decat setele iar spatiul dintre pernite este glabru (nu acoperit de perisori rari si scurti ca si la
O. arenaria).

Este raspanditd in regiunile Cluj, Brasov, Hunedoara (Grintescu si Nyarady, 1960).

In timp ce unii autori (Ciocérlan, 2000, 2009) o considera specie subordonati speciei
O. arenaria, alti autori_(Rauschert, 1976) ii subordoneaza 8 subspecii din Europa Centrala si
din Peninsula Balcanica, printre care si Onosma pseudoarenaria subsp. pseudoarenaria
consideratd un endemit transilvdnean, iar Flora Europaea considera aceastd specie ca
reprezentand un endemit pentru Romania si neavand subspecii subordonate, subspeciile

alocate de Rauschert fiind considerate specii independente (Ball si Riedhl, 1972).

TomLANRRDP |

Fig. 2. Onosma pseudoarenaria in habitatul natural de la Suatu, jud. Clyj (foto: Liviu Filipas).

Eritrichium nanum (denumire populara ochiul sarpelui) este o planta rara, cu populatii

sdrace, care se intdlneste pe stancariile si bolovanisurile calcaroase expuse la soare din etajul
alpin si subalpin (fig. 3). Se intalneste in Alpi Centrali si de Sud si in Carpatii de S-E (Chater,
1972).

Variabilitatea acestei specii este destul de discutatid, unii autori considerand

subspeciile genului drept specii separate sau varietdti. Flora Europaea (Chater, 1972) si
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Ciocarlan (2009) iau in considerare doar doua subspecii: E. nanum subsp. nanum si E. nanum

subsp. jankae.

s

it

Fig. 3. Eritrichium nanum subsp. nanum in habitatul natural din Piatra Iorgovanului (stdnga; foto: Dana Suteu) si

in Muntii Ciucas (dreapta; foto: Liviu Filipas).

Eritrichium jankae (Eritrichium nanum subsp. jankae) este consideratd o specie

endemicd pentru Roméania (Beldie, 1967; Grintescu, 1960; Borza, 1947; Ciocarlan, 2000;
Chater, 1972). Diferd morfologic de E. nanum subsp. nanum prin inflorescenta si frunzele
indesuit alb argintiu lanate, prin tulpini de 5-7,5 cm (nu de 1-5 cm ca si la subsp. nanum), prin
frunzele late de 3-4,5 mm (nu de 1,5-3 mm ca si la subsp. nanum), precum si prin caliciul
putin mai lung, dar are acelasi numar de cromozomi.

Se gaseste in Muntii Rodnei, Ciucas, Barsei, Bucegi, lezer, Fagaras, Capatanii si

Godeanu (Ciocarlan, 2009).

Primula elatior (denumire populara ciubotica cucului) este o specie ierbacee, perena,
diploida 2n=22 (Jacquemyn si colab., 2004). Se intalneste Tn paduri mixte de foioase aflate in
zone temperate din Europa de Vest si Centrala, in nord gasindu-se pand in Danemarca si sudul
Suediei si in est pana in Asia Centrald (Woodell, 1969). In Romania este o specie comuni
(Nyarady si Gusuleac, 1960).

Variabilitatea Primulei elatior a fost subiectul unor lungi dezbateri in lumea stiintifica
si incd nu s-a ajuns la un consens in ceea ce priveste formele si varietatile acestei specii. Celi
mai multi autori ii atribuie acestei specii, printre multe forme, varietati si subspecii, si
subspeciile leucophylla si intricata (Ciocarlan, 2000; Valentine si Kress, 1972; Wright Smith
si Fletcher, 1947).

Primula leucophylla (Primula elatior subsp. leucophylla) prezinta o morfologie (fig.

4) asemanatoare cu P. elatior, de care se deosebeste cu greu. Caracterele care o diferentiaza
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de aceasta sunt urmatoarele: frunze gri tomentoase pe dos si caliciul de 6-8 mm lungime
(Valentine si Kress, 1972; Ciocarlan, 2000).

Este consideratd un endemit al Carpatilor Orientali, fiind raspanditd in Muntii
Maramuresului, Rodnei, Giurgeu, Suhard, Postavaru, Ceahlau, Rarau, Obcinele Bucovinene
(Nyarady si Gusuleac, 1960), dupd unii autori intdlnindu-se si in masivul Piatra Craiului,

Muntii Calimani, Ciucas, Nemira si Vrancei.

Fig. 4. Primula leucophylla in Muntii Ceahlau (foto: Liviu Filipas).

Primula intricata (P. elatior subsp. intricata) se intdlneste in pajistile umede din

regiunea subalpina si alpind, in Muntii Pirinei, Alpi si peninsula Balcanica (Nyarady si
Gusuleac, 1960). In Romania, este o specie rard care habiteaza in Muntii Bucegi si Muntii
Barsei (Beldie, 1979; Nyarady si Gusuleac, 1960).

Difera de P. elatior prin bracteele mai lungi, lobii corolei mai profund emarginati iar
capsula este de lungimea caliciului (10-12 mm, spre deosebire de P. elatior unde capsula
intrece cu mult caliciul) (Nyarady si Gusuleac, 1960).

Statutul ei taxonomic este incd dezbatut, unii autori o considerd o specie distinctd
(Grenier si Godron, 1853; Nyarady si Gusuleac, 1960; Suteu si colab., 2011), altii o considera
0 varietate a P. elatior (Pax si Knuth, 1889), iar altii o considera drept o subspecie a P. elatior
(Ludi, 1927; Ciocarlan, 2000; Valentine si Kress, 1972; Beldie, 1979; Wright Smith si
Fletcher, 1947).
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Contributii personale

4. Materiale si metode (selectiv)

Strateqgia de recoltare a materialului biologic

Materialul biologic folosit la analize a fost recoltat din mai pana in septembrie, intre
anii 2006-2010 din mai multe locatii. S-a incercat recoltarea unui numar de minim 5 indivizi
din fiecare populatie, care au fost introdusi imediat in tuburi pline cu silicagel. In paralel, au
fost recoltate si vouchere care au fost folosite la determinarea fara dubii a speciei colectate.
Ulterior, aceste vouchere au fost puse la presat in ierbar. Aditional, in cadrul analizei speciilor
P. elatior - P. leucophylla - P. intricata s-a folosit si material de ierbar provenit din colectia
Herbarului Cluj-Napoca aflat in incinta Gradinii Botanice ”Alexandru Borza”.

Extractia ADN-ului

S-a realizat prin mai multe metode, si anume: un protocol adaptat dupa Doyle si Doyle
(1987, 1990), un protocol adaptat dupa Mengoni (Mengoni si colab., 2000) si prin utilizarea
unui kit comercial: DNeasy Plant Mini Kit (Qiagen).

Analiza microsatelitilor cloroplastici

S-a bazat pe utilizarea a sase amorse dintre cele descrise de Weising si Gardner
(1999): ccmp 2, ccmp 3, ccmp 4, cemp 6, ccmp 7 si ccmp 10. Aceastd analiza a fost utilizata
doar pentru testarea polimorfismului in cazul unor populatii apartindnd genurilor Onosma si
Pulmonaria. Interpretarea rezultatelor s-a realizat prin analiza prezentei sau absentei benzilor
corespunzatoare amplificarii cu fiecare amorsa in parte din gelul de poliacrilamida.

Analiza PCR-RFLP

Analiza PCR-RFLP s-a realizat pe trei regiuni din genomul cloroplastic: trnD-T, trnC-

D si psbA-trnS (dupd Demesure si colab., 1995). Aceastad analiza a fost utilizata doar pentru
testarea polimorfismului in cazul unor populatii apartinand genurilor Onosma si Pulmonaria.
Interpretarea rezultatelor s-a realizat prin analiza prezentei sau absentei benzilor
corespunzatoare amplificarii cu fiecare amorsa in parte din gelul de poliacrilamida.

Analiza AFLP

Analiza AFLP s-a realizat la toti indivizii din unele populatii din genurile Primula,

Eritrichium si Onosma. Pentru diferitele genuri de plante luate in lucru s-au folosit combinatii
diferite de amorse sugerate in literatura de specialitate. Scoringul fragmentelor a fost realizat
cu programul GeneMapper v.4.0 (Applied Biosystems) pentru a produce o matrice bazata pe

prezenta/absenta. Cu ajutorul scriptului in platforma R, AFLPdat, (Ehrich, 2006) s-au estimat

8
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proportia locilor polimorfi, diversitatea genetica a lui Nei (Nei, 1987) si indexul de raritate. Pe
baza distantei Nei si Li (Nei si Li, 1979) a fost generat un arbore Neighbor Joining cu ajutorul
programului Splistree v. 4.10 (Huson si Bryant, 2006). Analiza variantei moleculare
(AMOVA) a fost obtinuta prin utilizarea programului ARLEQUIN v. 3.5 (Excoffier si
Lischer, 2010). Tot in cadrul programului Arlequin a fost calculat si Fst (“fixation index”).
Analiza “Principal Coordinate” (PCO) s-a efectuat cu programul PAST (Hammer si colab.,
2001) utilizand doi indici: indicele Simpson si indicele euclidean.

Secventierea

S-a realizat secventierea Sanger la toate cele patru genuri de plante in studiu:
Pulmonaria, Onosma, Eritrichium si Primula. S-a efectuat secventierea atat a regiunii ITS1
apartinand genomului nuclear cat si a unor regiuni apartinand genomului cloroplastic: intronii
trnL, trnG, rpll6, rpsl6, spacerii intergenici rpl32-ndhF, rpsl6-trnK, trnL-trnF, trnD-trnE,
trnS-trnfM, psbD-trnT, trnH-psbA, trnS-trnG, trnT-trnL. Secventele obtinute au fost
asamblate si editate manual utilizdnd programul BioEdit v.7.0.9.0 (Hall, 1999). Ulterior,
analiza secventelor a fost realizatd cu programul Mega 4.1 (Tamura si colab., 2007).
Constructia arborilor s-a realizat prin metodele NJ, ML, ME, UPGMA folosind modelul
Kimura 2P (1980).

5. Rezultate si discutii (selectiv)

5.1. Rezultate la genul Pulmonaria

Analiza microsatelitilor cloroplastici nu releva polimorfism intre populatiile de Pulmonaria
rubra si Pulmonaria filarszkyana pentru niciuna dintre amorsele utilizate.

Analiza PCR-RFLP nu releva niciun polimorfism intre populatiile de Pulmonaria rubra si

Pulmonaria filarszkyana pe baza amorsele DT si AS, dar evidentiazd un polimorfism la
nivelul benzilor 2 si 5 datorat insertiei/deletiei unui fragment pentru amorsa CD.

Analiza secventierii

Din cele 13 regiuni selectate s-a reusit amplificarea si secventierea doar a 8 regiuni:
ITS1, rpL16, trnG, trnL, rpl32-ndhF, psbD-trnT, trnD-E si trnH-psbA. Secventa concatenata
a acestor markeri, cu lungimea de aproximativ 5000 nucleotide a fost utilizatd pentru

constructia de arbori prin metodele ME (fig. 5), ML, NJ, UPGMA.
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Fig. 5. Dendrograma la genul Pulmonaria, construita prin metoda ME, pe baza secventelor ITS1, rpL16, trnG,
trnL, rpl32-ndhF, psbD-trnT, trnD-E si trnH-psbA.

5.2. Discutii la genul Pulmonaria

Investigarea relatiilor filogenetice dintre Pulmonaria rubra si Pulmonaria filarszkyana

Arborii construiti prin metodele ME (fig. 5), ML, NJ si UPGMA sunt congruenti si
prezinta doud grupari: prima alcatuita de populatiile de P. officinalis si cea de-a doua alcatuita
din populatiile de P. rubra si P. filarszkyana. Grupul compus din populatiile de P. officinalis
se separa cu o valoare maxima de bootstrap, statutul taxonomic al acestei specii fiind clar
delimitat si prin caractere morfologice. In cadrul celui de al doilea grup, subgruparea alcituita
de P. filarszkyana este unitara, cele trei populatii avand toate acelasi haplotip indiferent de
markerii utilizati. Acest fapt este de inteles daca se are in vedere proximitatea dintre punctele
de colectare, toate apartindnd judetului Maramures. Arealul acestui taxon fiind limitat la
cateva locatii din Carpatii de Est, permite existenta unui flux genic neintrerupt intre locatii.
Taxonul P. rubra se separa in doua subgrupari. Prima subgrupare (alcatuita din populatiile din
Valea Cepelor, Arieseni si Valea lerii) se datoreaza unei proximitati in pozitia punctelor de
colectare, dar, in ciuda acestei proximitati, toate cele trei populatiile au haplotipuri usor
diferite. A doua subgrupare (alcatuita din populatiile din Retezat, Giurgeu-Hasmas si Paraul
Viii Seci) aduna populatii din zone/judete indepartate ale tarii, ceea ce poate fi explicat prin
faptul ca traseul fluxului genic dintre populatiile de P. rubra se face de-a lungul arcului
carpatic. P. rubra este o specie marcanta a asociatiei Fagetum dacicum, asociatie caracterizata
prin fagete pure sau aproape pure. La nivelul arcului carpatic aceastd asociatie continud

aproape neintrerupt, ceea ce nlesneste fluxul genic. Pe de altd parte, populatiile din Carpatii

10
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Occidentali sunt separate de cele din Carpatii Orientali si Meridionali prin vai precum valea
Muresului si valea Somesului care pot reprezenta bariere geografice pentru fluxul genetic. In
plus, nici padurile de fag nu continua neintrerupt intre grupa Carpatilor Occidentali si restul
grupelor carpatice.

Desi grupul compus din populatiile de P. filarszkyana este bine delimitat in cadrul
gruparii comune cu P. rubra, totusi plasarea acestui taxon in aceasta grupare sustine mai mult
punctul de vedere conform caruia P. filarszkyana este o subspecie a Pulmonariei rubra si nu o
specie distincta cum este cazul speciei P. officinalis.

5.3. Concluzii la genul Pulmonaria

La genul Pulmonaria, utilizarea microsatelitilor cloroplastici nu este suficienta,
rezolutia lor nefiind suficient de fina.

Analiza markerilor PCR-RFLP a evidentiat polimorfism intre taxonii P. rubra si P.
filarszkyana atunci cand se utilizeaza regiunea trnC-trnD.

Studiile bazate pe analiza secventelor indicd faptul ca taxonului P. filarszkyana ar

trebui sa-i revina statutul de subspecie a speciei Pulmonaria rubra.

5.4. Rezultate la genul Onosma

Analiza microsatelitilor cloroplastici nu releva polimorfism intre populatiile de Onosma sp.

studiate pentru niciuna dintre amorsele utilizate.

Analiza PCR-RFLP nu releva niciun polimorfism intre populatiile de Onsosma sp. pe baza

amorsei DT, dar evidentiazd un polimorfism pentru amorsele CD si AS. Polimorfismul
evidentiat de amorsa CD este greu de decelat din cauza diferentelor mici dintre benzi, iar
stabilirea haplotipurilor se realizeaza pe baza amorsei AS. Polimorfismul generat de perechea
de amorse AS este vizibil la banda numarul 5 si reprezinta insertia/deletia unui fragment de
nucleotide.

Analiza secventierii

Pe baza secventei ITS1 de aproximativ 350 pb au fost construiti arbori prin metodele
ME (fig. 6), ML, NJ, UPGMA.

Din cele 13 regiuni selectate s-a reusit amplificarea si secventierea doar a noud
regiuni: rpL16, trnG, trnL, rpl32-ndhF, psbD-trnT, trnD-E, trnT-L, rps16-trnK si trnH-psbA,
cu lungimea concatenata de aproximativ 6000 nucleotide, care au fost utilizate pentru
constructia de arbori filogenetici. Arborii au fost construiti prin metodele ME (fig. 7), ML,
NJ, UPGMA.
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Fig. 6. Dendrograma la genul Onosma, construita prin metoda ME pe baza secventei ITS1.
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Fig. 7. Dendrograma la genul Onosma, construita prin metoda ME, pe baza secventelor rpL16, trnG, trnL, rpl32-
ndhF, psbD-trnT, trnD-E, trnT-L, rps16-trnK si trnH-psbA.
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Analiza AFLP

Cu ajutorul scriptului in platforma R, AFLPdat, s-au determinat proportia locilor
polimorfi, diversitatea genetica a lui Nei si indicele de raritate (tabelul 1).
Tabelul 1. Proportia locilor polimorfi, diversitatea genetica si indicele de raritate pentru

populatiile genului Onosma.

Specia Cod Proportia Diversitatea Indicele de
populatie markerilor variabili genetica raritate (DW)
Onosma viridis Ors-OV 0,0660 0,0440 21,1819
Onosma visianii BC-OVs 0,1718 0,0845 192,8069
Onosma arenaria CD-OA 0,1762 0,0819 28,2933
LD-OA 0,0748 0,0352 59,9596
Ch-OP 0,2334 0,1002 17,7642
C-OP 0,2951 0,1353 29,4634
Del-OP 0,2070 0,0845 19,3396
GS-OP 0,2290 0,1027 30,9598
Onosma Go-OP 0,1277 0,0851 5,3400

pseudoarenaria IC-OP 0,1938 0,0886 31,9461
OM-OP 0,1806 0,0809 21,0883
PH-OP 0,1806 0,0771 44,7643
Sf-OP 0,2731 0,1490 12,1602
S-OP 0,1497 0,0722 16,4296

Pe baza matricei AFLP a fost generat un arbore Neighbor Joining (fig. 8).
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Fig. 8. Dendrograma la genul Onosma, construita prin metoda NJ, pe baza matricei AFLP.
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Rezultatele analizei “Principal Coordinate” (PCO) pe baza matricei AFLP folosind

indicele euclidean sunt prezentate in figura 9.
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Fig. 9. Rezultate PCO utilizand indicele euclidean la genul Onosma pe baza matricei AFLP (negru — O.

pseudoarenaria, verde — O. viridis, mov — O. arenaria, albastru — O. visianii).

Analizele variantei moleculare (AMOVA) s-au realizat cu partajarea variantei genetice

totale pe diferite nivele (in cadrul populatiilor, intre populatii si intre grupe de populatii).

Asadar, s-au realizat mai multe moduri de definire ale grupelor si pentru fiecare din acestea s-

a calculat varianta moleculara pe diferite nivele. Rezultatele obtinute in cazul cand nu se

defineste niciun grup sunt trecute in tabelul 2.

Tabelul 2. Rezultatele AMOVA fara definirea grupurilor la genul Onosma.

Sursa variatiei Procentul de variatie Fst
Intre populatii 63,68083 0,63681
In cadrul populatiilor 36,31917

In cazul in care s-au definit trei grupuri, primul corespunzand speciei O. visianii, al

doilea corespunzand speciei O. viridis (toate cele patru populatiile) si al treilea fiind un grup

comun O. arenaria si O. pseudoarenaria, s-au obtinut rezultatele evidentiate in tabelul 3.

Tabelul 3. Rezultatele AMOVA cu definirea a trei grupuri la genul Onosma.

Sursa variatiei Procentul de variatie Fst
Intre grupuri 51,95108
Intre populatiile din cadrul 25,69971 0,77651
grupurilor
In cadrul populatiilor 22,34921
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In cazul in care s-au definit patru grupuri, primul corespunzand speciei O. visianii, al
doilea corespunzand speciei O. viridis (toate cele patru populatiile), al treilea corespunzand
speciei O. arenaria (cele doud populatii) si al patrulea corespunzand speciei O.
pseudoarenaria (toate cele 12 populatii) s-au obtinut rezultatele evidentiate in tabelul 4.

Tabelul 4. Rezultatele AMOVA cu definirea a patru grupuri la genul Onosma.

Sursa variatiei Procentul de variatie Fst
Intre grupuri 48,31
Intre populatiile din cadrul 24,38 0,72692
grupurilor
In cadrul populatiilor 27,30

5.5. Discutii la genul Onosma

Investigarea relatiilor filogenetice dintre Onosma arenaria si Onosma pseudoarenaria

Arborii generati pe baza secventei ITS1 construiti prin metodele ME (fig. 6), ML, NJ
si UPGMA, prezinti o structurd identicd indiferent de metoda utilizata. In cadrul sub-
subgrupului format din populatiile de O. arenaria si O. pseudoarenaria, se observa o separare
slabd a celor doi taxoni, pe baza unei singure transversii. Desi secventele ITS au rezolvat cu
succes probleme taxonomice intragenerice la genuri strans inrudite cu genul Onosma
(Weigend si colab., 2009; Cohen si Davis, 2009; Mansion si colab., 2009; Selvi si colab.,
2009), in acest caz rezolutia lor este foarte scazutd, situatie semnalata si de Kolarcik si colab.
(2010) care afirma ca “cei doi taxoni se grupeaza intr-o singurd clada cu rezolutie interna
scazuta datoratd unei lipse de variatie”.

Arborii construiti prin metodele ME (fig. 7), ML, NJ si UPGMA, pe baza secventelor
concatenate a celor noua regiuni cloroplastice arata o situatie diferita fatd de arborii generati
pe baza secventei ITS1. Populatiile apartinand taxonilor O. arenaria si O. pseudoarenaria nu
se mai separd cum a fost in cazul secventei ITS1, singura populatie care se separa din acest
subgrup fiind populatia de O. pseudoarenaria subsp. tridentina colectata din Serbia. Aceasta
diferenta intre rezolutia celor doi markeri poate fi explicatda pe baza naturii lor. Se cunoaste
faptul cd ADN-ul cloroplastic din cauza naturii sale nerecombinante, a ratei de mutatie
scazute si a modului de transmitere maternal, pastreazd modelele genetice stravechi si
ilustreaza procese istorice precum izolarea refugiald, divergenta genetica, efectul fondatorului,
rutele de migrare pentru perioade mai mari de timp decdt markerii nucleari mosteniti
biparental (Comes si Kadereit, 1998), pe cand ADN-ul nuclear, datorita recombinarii si ratei
crescute de mutatie, ilustreazd procese genetice mult mai recente. Unii autori (Teppner, 1971)
afirma faptul ca cele doua specii sunt relativ noi si s-au format prin hibridizare. Astfel, O.

pseudoarenaria probabil a provenit prin alotetraploidizarea unor taxon de tip Haplotricha cu
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12 cromozomi (exp. O. echioides) cu un taxon de tip Asterotricha cu 14 cromozomi (exp. O.
fastigiata), iar O. arenaria a provenit probabil prin retroincrucisarea O. pseudoarenaria cu
unii taxoni de tip Haplotricha cu 12 cromozomi. Data fiind istoria strans legata a celor doi
taxoni, este explicabila aceasta lipsa de variatie la nivel de ADN cloroplastic, in timp ce la
nivel de ADN nuclear cele doua specii se diferentiaza mai rapid una de cealalta. Diferentierea
populatiei de O. pseudoarenaria subsp. tridentina din Serbia fata de celelalte populatii de O.
pseudoarenaria este explicabila atat prin faptul cd este o subspecie, unii autori chiar
considerdnd-o specie validd (Ball si Riedhl, 1972), cat si prin semnalul biogeografic datorat
distantei geografice dintre populatii.

In ceea ce priveste estimarea parametrilor diversitate geneticd, proportia markerilor
variabili si indicele de raritate bazati pe matricea AFLP (tabelul 1), nu se obtin rezultate
concludente, valorile fiind relativ egale pentru toate populatiile de Onosma. Singura specie
care se diferentiaza clar pe baza indicelui de raritate este specia O. visianii, diferentiere care
se poate datora atat semnalului taxonomic cat si semnalului biogeografic, populatia fiind
colectata din Croatia.

In ceea ce priveste arborele NJ generat pe baza matricei AFLP (fig. 8) se observa
urmatoarea situatie: populatiile de O. viridis si O. visianii se separa de restul grupului, ulterior
separandu-se si una de cealaltd. Lungimea ramurilor in cazul acestor doud specii arata si mai
net separarea lor fata de grupul O. arenaria — O. pseudoarenaria. In cadrul acestui grup, cele
doud populatii de O. arenaria se grupeaza distinct fata de O. pseudoarenaria cu o valoare
maximd de bootstrap. Lungimea acestei ramuri sugereazd incd o datd faptul ca desprinderea
celor doua specii este relativ recentd, dar ca la nivel de genom nuclear ele sunt clar
diferentiate. In cadrul aceluiasi grup se mai observa diferentierea a doua populatii: populatia
din Serbia care este evident izolatd genetic fata de restul populatiilor de O. pseudoarenaria si
populatia din Govajdia (judetul Hunedoara) care este situata Intr-o zona impadurita, la poalele
Carpatilor de Sud, si este evident de asemenea izolatd genetic. Restul populatiilor de O.
pseudoarenaria formeaza subgrupuri distincte. Totusi, in cazul populatiilor din Paulis (judetul
Hunedoara), Izvorul Crisului (judetul Salaj) si Suatu (judetul Cluj), valorile de bootstrap sunt
mari §i aratd izolarea genetica recentd a acestor populatii.

Analiza AMOVA pe baza matricei AFLP atunci cand nu se definesc grupuri aratd o
variatie interpopulationald de 63,68% (tabelul 2) ceea ce sugereaza existenta unor populatii
relativ distincte genetic care se pot grupa pe criterii taxonomice si/sau biogeografice. Acelasi
fapt este sustinut si de valoarea ridicata a indicelui Fst (0,63681). In cazul in care se definesc

trei grupuri (tabelul 3), unul compus din populatia de O. visianii, al doilea compus din
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populatiile de O. viridis si al treilea compus din populatiile de O. arenaria si O.
pseudoarenaria se obtine un procent de variatie intre grupuri de 51,95% ceea ce arata o buna
separare si definire a grupurilor. Si cresterea valorii indicelui Fst la 0,77651 sugereaza aceeasi
diferentiere clard a grupurilor. Atunci cand se definesc patru grupuri (tabelul 4), unul compus
din populatia de O. visianii, al doilea compus din populatiile de O. viridis, al treilea compus
din populatiile de O. arenaria si al patrulea compus din populatiile de O. pseudoarenaria se
obtine un procent de variatie intre grupuri usor mai scazut decat in cazul precedent (48,31%)
ceea ce sugereaza ca O. arenaria este delimitata de O. pseudoarenaria, dar aceasta delimitare
este relativ recenta comparativ cu delimitarea speciilor O. visianii si O. viridis fata de grupul
O. arenaria — O. pseudoarenaria. Concomitent se observa si o scadere a indicelui Fst
(0,72692), ceea ce arata aceeasi delimitare mai putin evidenta a speciei O. pseudoarenaria
fata de O. arenaria, comparativ cu diferentierea clard fata de celelalte specii precum O.
visianii si O. viridis.

Analiza PCO pe baza matricei AFLP (fig. 9) arata o delimitare puternica a speciei O.
visianii fata de restul speciilor, o delimitare clara dar nu asa puternica a speciei O. arenaria, 0
delimitare a speciei O. viridis in comun cu cele doua populatii de O. pseudoarenaria mai
divergente (cea din Serbia si cea din Govédjdia) si o grupare comuna a restului de populatii de
O. pseudoarenaria.

Asadar, majoritatea analizelor efectuate indica faptul ca cele doua specii, Onosma
arenaria si Onosma pseudoarenaria, reprezinta specii distincte dar relativ recent separate,
rezultat care confirma analizele palinologice si cariologice.

5.6. Concluzii la genul Onosma

Secventa ADNnr, ITS1, releva o usoara separare a taxonului O. arenaria de O.
pseudoarenaria pe baza unei singure modificari punctiforme.

Analiza secventelor provenite de la noud regiuni apartindnd genomului cloroplastic nu
releva nicio separare a celor doi taxoni.

Rezultatele analizei AFLP separa clar cei doi taxoni.

Pe baza acestor rezultate, adaugate la diferentierea cariologica si palinologica, reiese

ca cei doi taxoni reprezinta unitafi distincte desprinse relativ recent una de cealalta.

5.7. Rezultate la genul Eritrichium

Analiza secventierii

Pe baza secventei ITS1 de aproximativ 350 pb au fost construiti arbori prin metodele
ME (fig. 10), ML, NJ, UPGMA.
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Fig. 10. Dendrograma la genul Eritrichium, construita prin metoda ME pe baza secventei ITS1.

Din cele 13 regiuni cloroplastice selectate s-a reusit amplificarea si secventierea doar a
noua regiuni: rpL16, trnG, trnL, rpl32-ndhF, psbD-trnT, trnD-E, trnT-L, rps16 si trnH-psbA,
cu o lungime concatenata de aproximativ 5800 nucleotide, care au fost utilizate pentru
constructia de arbori filogenetici. Arborii au fost construiti prin metodele ME (fig. 11), ML,

NJ, UPGMA.
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Fig. 11. Arbore de consens 50% la genul Eritrichium, construit prin metoda ME, pe baza secventelor rpL16,
trnG, trnL, rpsl6, rpl32-ndhF, psbD-trnT, trnD-E, trnT-L si trnH-psbA.

Analiza AFLP

Parametrii determinati cu scriptul AFLPdat: locii polimorfi, diversitatea genetica a lui

Nei si indicele de raritate sunt prezentati in tabelul 5.
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Tabelul 5. Proportia locilor polimorfi, diversitatea genetica si indicele de raritate pentru

populatiile genului Eritrichium.

Specia Populatia Proportia markerilor Diversitatea Indicele de
variabili genetica raritate (DW)

Eritrichium GH-EJ 0,3957 0,2228 25,7616
jankae C-EJ 0,5294 0,2852 24,0836
ALPI-EN 0,2459 0,1345 94,9871
PC-EN 0,3636 0,1903 42,2113
Eritrichium CZ-EN 0,4759 0,3172 18,4224
nanum CG-EN 0,3957 0,1803 62,1173
BO-EN 0,3689 0,1786 39,5904
Rei-EN 0,2566 0,1381 24,4530

Pe baza matricei AFLP a fost generat un arbore Neighbor Joining (fig. 12).
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Fig. 12. Dendrograma la genul Eritrichium, construita prin metoda NJ, pe baza matricei AFLP.
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Rezultatele AMOVA in cazul in care s-au definit doud grupuri, primul corespunzand

populatiilor de Eritrichium nanum din Alpi si al doilea corespunzand populatiilor din Carpati

de E. nanum si E. jankae, sunt

evidentiate in tabelul 6.

Tabelul 6. Rezultatele AMOVA cu definirea a doua grupuri la genul Eritrichium.

Sursa variatiei Procentul de variatie Fst
Intre grupuri 53,48
Intre populatiile din cadrul 9,60 0,63086
grupurilor
In cadrul populatiilor 36,91

In cazul in care se definesc trei grupuri, atdt pe criterii taxonomice cat si

biogeografice, primul grup continand populatiile de E. nanum din Alpi, al doilea grup

continand populatiile de E. nanum din Carpati si al treilea grup continand populatiile de E.

jankae, se obtin rezultatele prezentate in tabelul 7.

Tabelul 7. Rezultatele AMOVA cu definirea a trei grupuri la genul Eritrichium.

Sursa variatiei Procentul de variatie Fst
Intre grupuri 29,9
Intre populatiile din cadrul 15,4 0,42897
grupurilor
In cadrul populatiilor 54,7

Rezultatele analizei “Principal Coordinate” (PCO) pe baza matricei AFLP sunt

prezentate In figura 13.
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Fig. 13. Rezultate PCO la genul Eritrichium pe baza matricei AFLP (negru — populatiile de E. nanum si E.

jankae din Carpati, patrat albastru — populatiile de E. nanum din Alpi).
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5.8. Discutii la genul Eritrichium

Investigarea relatiilor filogenetice dintre Eritrichium nanum si Eritrichium jankae

Analiza secventei nucleare ITS1 nu indicd nicio separare intre taxonii Eritrichium
nanum si Eritrichium jankae, toate populatiile apartinand genului Eritrichium colectate din
Romania prezentand acelasi ribotip. in schimb, la acest nivel se observd o separatie certd
biogeografica intre populatiile colectate din Carpati si cele colectate din Alpii Elvetieni. Toate
metodele de construire ale arborilor ME (fig. 10), NJ, ML, UPGMA genereaza acelasi model
de separatie cu o valoare de bootstrap de 99 intre populatiile apartinand celor doud zone
geografice. Aceastd separatie de criterii biogeografice este mentinuta si la nivel de markeri
AFLP. Arborele NJ generat pe baza matricei AFLP (fig. 12) nu indica nicio separare intre
populatiile de Eritrichium din Romania, dar le separa pe acestea de populatiile din Elvetia cu
o valoare maxima de bootstrap.

Analiza secventelor cloroplastice prezinti o situatie oarecum diferitd. in cadrul
arborilor generati pe baza acestor regiuni (fig. 11) se mentine aceeasi separatie observata la
nivelul secventei nucleare ITS1 intre populatiile de Eritrichium colectate din Carpati si cele
colectate din Alpii Elvetieni, dar se mai observa o separatie intre populatiile de Eritrichium
colectate din Romania, populatia de Eritrichium colectata din Masivul Piatra Craiului
separandu-se de restul populatiilor din Roménia. Aceasta populatie are un haplotip
intermediar Intre cel existent la populatiile din Alpi si cel existent la populatiile din Carpati.

In ceea ce priveste proportia markerilor variabili si diversitatea genetica estimate pe
baza matricei AFLP (tabelul 5), intre populatiile de Eritrichium nanum si E. jankae nu se
observa diferente marcante. In cazul indicelui de raritate se observa o valoare mare (94,98)
pentru populatiile din Alpi, ceea ce indicd o divergenta a acestora fatd de populatiile din
Carpati, pe criterii biogeografice, dar nu se observa nicio separare a populatiilor de E. jankae
fata de cele de E. nanum.

In cadrul analizei AMOVA se observi o separatie clard intre grupul format de
populatiile din Alpi si cel format din populatiile din Carpati, mai mult de jumatate din variatie
(53,48%) datorandu-se componentei intergrupuri (tabelul 6). ldentic, cresterea indicelui Fst
de la 0,37392 atunci cand nu se definesc grupuri la 0,63086 cand sunt definite doud grupuri
(cel din Alpi si cel din Carpati), arata faptul ca cele doud grupuri sunt bine delimitate. Atunci
cand se realizeaza analiza AMOVA cu includerea unui grup format din cele doua populatii de
E. jankae (tabelul 7) se obtine o valoare mult mai mica a variantei dintre grupuri (29,9%)
decat in cazul precedent, ceea ce indica faptul ca grupurile nu sunt bine definite. Acelasi lucru

este sustinut si de scaderea valorii Fst de la 0,63086 la 0,42897.
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Analiza PCO (fig. 13) realizata pe baza matricei AFLP indica aceeasi separare intre
populatiile de Eritrichium din Alpi si restul populatiilor de Eritrichium din Carpati, nici in
acest caz populatiile de E. jankae nu se separa de restul populatiilor din Romania.

Toate analizele efectuate indica faptul ca taxonul E. jankae nu merita rangul de specie
dar nu isi meritd nici rangul de subspecie, cei doi taxoni nediferentiindu-se la nivel genetic.
Deoarece diferentierea morfologica intre cei doi taxoni existd, se impune posibilitatea
considerarii taxonului E. jankae drept un ecotip nediferentiat genetic al taxonului E. nanum.
Dezvoltarea indumentului alb argintiu lanat la nivelul inflorescentei si frunzelor, si care duce
la incetinirea evaporarii apei, poate fi o modificare aparuta ca raspuns la factorii de mediu, si
anume climatul secetos in care se gaseste E. jankae. Asadar, taxonul E. jankae poate
reprezenta doar un ecotip diferentiat morfologic dar nu si genetic al taxonului E. nanum.

5.9. Concluzii la genul Eritrichium

Rezultatele analizelor bazate pe ITS1, ADNcp si AFLP nu indica separarea taxonului
E. jankae de taxonul E. nanum, dar indica separarea biogeografica a populatiilor de E. nanum
din Alpi fatd de populatiile de E. nanum din Carpati, cu o exceptie reprezentata de populatia
de E. nanum din Muntii Piatra Craiului, care pe baza ADNcp are un haplotip intermediar intre
cele doua grupuri.

Niciuna dintre analizele efectuate nu indica separarea taxonului E. jankae de taxonul
E. nanum, ci releva faptul ca cei doi taxoni sunt identici din punct de vedere genetic.

Pe baza rezultatelor obtinute, E. jankae reprezintd, cel mai probabil, un ecotip

nediferentiat genetic al taxonului E. nanum.

5.10. Rezultate la specia Primula leucophylla

Analiza secventierii

Secventele provenite de la trei markeri moleculari: rpL16, psbD-trnT si trnH-psbA, cu
lungimea concatenata de aproximativ 2700 nucleotide, au fost utilizate pentru constructia de
arbori prin metodele ME (fig. 14), ML, NJ, UPGMA.

Analiza AFLP
Parametrii determinati cu scriptul AFLPdat: locii polimorfi, diversitatea genetica a lui

Nei si indicele de raritate sunt prezentati in tabelul 8.
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Fig. 14. Dendrograma la genul Primula, construita prin metoda ME, pe baza secventelor rpL16, psbD-trnT si
trnH-psbA.

Tabelul 8. Proportia locilor polimorfi, diversitatea genetica si indicele de raritate pentru

populatiile genului Primula.

Specia Populatia Proportia markerilor Diversitatea Indicele de
variabili genetica raritate (DW)
Ap-PE 0,1630 0,0781 18,4976
Fg-PE 0,1545 0,0746 25,3190
Pos-PE 0,2489 0,1270 58,5491
Pcra-PE 0,1888 0,0892 20,7056
Roc-PE 0,2060 0,0987 17,1952
Primula elatior Rot-PE 0,1673 0,0815 14,0721
Cear-PE 0,1931 0,0969 11,6968
Tatr-Kob-PE 0,2017 0,0978 21,5133
Tatr-Pol-PE 0,2060 0,0995 20,0620
Tatr-Lil-PE 0,2017 0,1101 21,0011
Alp-Pass-PE 0,1416 0,0695 19,3688
Jul-PE 0,0944 0,0429 17,8315
Alp-Alt-PE 0,1373 0,0660 16,3522
Alp-Gross-PE 0,2017 0,1021 17,0290
Ciuc-PL 0,1759 0,0866 21,8210
Primula Gho-PL 0,1330 0,0652 14,7325
leucophylla Clp-PL 0,0472 0,0472 3,7617
Clt-PL 0,1201 0,0575 15,6667
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Pe baza matricei AFLP a fost generat un arbore Neighbor Joining (fig. 15).
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Fig. 15. Dendrograma la genul Primula, construitd prin metoda NJ, pe baza matricei AFLP.

Rezultatele AMOVA obtinute in cazul cand nu se defineste niciun grup sunt trecute in

tabelul 9.

Tabelul 9. Rezultatele AMOVA fara definirea grupurilor la genul Primula.

Sursa variatiei Procentul de variatie Fst
Intre populatii 44,67 0,44669
In cadrul populatiilor 55,33

In cazul in care s-au definit doua grupuri pe criterii taxonomice, primul corespunzand

populatiilor de Primula elatior si al doilea corespunzand populatiilor de Primula leucophylla,

s-au obtinut rezultatele evidentiate in tabelul 10.

Tabelul 10. Rezultatele AMOVA cu definirea a doua grupuri pe criterii taxonomice la genul

Primula.
Sursa variatiei Procentul de variatie Fst
Intre grupuri 14,94951
Intre populatiile din cadrul grupurilor 35,20986 0,50159
In cadrul populatiilor 49,84062

In cazul in care s-au definit trei grupuri pe criterii biogeografice, primul corespunzand

populatiilor de Primula elatior din Alpi, al doilea corespunzand populatiilor de P. elatior din
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Tatra si al treilea corespunzand restului de populatii de Primula din Carpatii de S-E, s-au

obtinut rezultatele evidentiate in tabelul 11.

Tabelul 11. Rezultatele AMOVA cu definirea a trei grupuri pe criterii biogeografice la genul

Primula.
Sursa variatiei Procentul de variatie Fst
Intre grupuri 18,73280
Intre populatiile din cadrul grupurilor 30,21576 0,48949
In cadrul populatiilor 51,05144

In cazul in care s-au definit patru grupuri atat pe criterii taxonomice cat §i pe criterii

biogeografice, primul corespunzand populatiilor de Primula elatior din Alpi, al doilea
corespunzand populatiilor de P. elatior din Tatra, al treilea corespunzand populatiilor de P.
elatior din Carpatii de S-E si al patrulea corespunzand populatiilor de Primula leucophylla, s-
au obtinut rezultatele evidentiate in tabelul 12.

Tabelul 12. Rezultatele AMOVA cu definirea a patru grupuri pe criterii biogeografice si

taxonomice la genul Primula.

Sursa variatiei Procentul de variatie Fst
Intre grupuri 21,79270
Intre populatiile din cadrul 25,79792 0,47591
grupurilor
In cadrul populatiilor 52,40938

Analiza “Principal Coordinate” (PCO) s-a realizat pe baza matricei AFLP. Cand se

utilizeaza indicele euclidean se obtin rezultatele prezentate in figura 16 - stinga, iar cand se

utilizeaza indicele Simpson se obtin rezultatele prezentate in figura 16 - dreapta.
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Fig. 16. Rezultate PCO pe baza indicelui euclidean (stanga) si pe baza indicelui Simpson (dreapta) la genul

Primula pe baza matricei AFLP (negru - populatiile de P. elatior din Carpatii de S-E, cruce albastra - populatiile

de P. elatior din Tatra, patrat albastru - populatiile de P. leucophylla, romb verde - populatiile de P. elatior din

Alpi).
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5.11. Discutii la specia Primula leucophylla

Investigarea relatiilor filogenetice dintre Primula elatior si Primula leucophylla

In ceea ce priveste proportia locilor polimorfi si diversitatea genetica (tabelul 8) nu se
observa nicio separare a P. leucophylla de P. elatior. Valorile obtinute pentru P. leucophylla
sunt destul de scazute dar, totusi, existd populatii de P. elatior precum cea din Alpi, Soca
Valley, care prezinta valori si mai scazute. Indicele de raritate are valori medii, nu arata nicio
izolare pentru populatiile de P. leucophylla fata de cele apartinand speciei P. elatior.

Analiza Neighbor-Joining (fig. 15) prezinta o structurare a populatiilor de P.
leucophylla, dar aceasta grupare nu este sustinuta prin valori de bootstrap mentionabile.

Analiza PCO a matricei AFLP releva o grupare pe criterii biogeografice si nu pe
criterii taxonomice. Astfel, populatiile de P. elatior din Alpi se separd de restul populatiilor
din Carpati (fig. 16). Utilizand indicele Simpson la analiza PCO (fig. 16 - dreapta) se observa
0 usoara separare a taxonului P. leucophylla in cadrul grupului din Carpati.

Analizele AMOVA bazate pe matricea AFLP fara definirea vreunui grup (tabelul 9)
aratd o variatie mare intrapopulationala (55,33%) si o variatie mica interpopulationald, ceea ce
indica faptul ca majoritatea sau chiar toate populatiile utilizate in studiu sunt destul de slab
separate intre ele si sunt uniforme din punct de vedere genetic. Separatia moderatd a
populatiilor este sustinuta si de valoarea Fst de 0,44669. Atunci cand se face o asamblare pe
criterii taxonomice, P. elatior vs P. leucophylla (tabelul 10), se observa ca variatia dintre cele
doud grupuri este scazuta (14,94%), ceea ce indica cd grupurile nu sunt bine conturate. Cel
mai mare procent de variatic (49,84%) se datoreaza tot componentei intrapopulationale.
Atunci cand se realizeaza o asamblare in grupuri pe baza unor criterii geografice (tabelul 11),
se observa cd procentul de variatie dintre grupuri creste usor (18,73%) sugerand faptul ca
grupurile sunt mai bine definite, dar procentul de variatie cel mai mare se datoreaza tot
componentei intrapopulationale (51,05%). Cea mai bund conturare a grupurilor se obtine
atunci cand se realizeaza o asamblare atat pe criterii geografice cat si taxonomice (tabelul 12).
In acest caz, cresterea procentului de variatie dintre grupuri la valoarea de 21,79% indica
existenta unei slabe separari a taxonului P. leucophylla de specia P. elatior.

Analiza de secvente cloroplastice prezintd in cazul arborilor generati prin metodele
ME (fig. 14), ML, NJ si UPGMA aproximativ aceeasi grupare. In cadrul grupului format din
populatiile de P. elatior si P. leucophylla se disting clar anumite populatii de P. elatior:
populatiile din Postivaru, din Fagiras, din Cearcinu si din Piatra Craiului. In cadrul
subgrupului format din restul populatiilor, se distinge sub-subgrupul P. leucophylla care

cuprinde toate populatiile apartindnd acestui taxon, dar acest sub-subgrup este mai slab
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separat de majoritatea populatiilor din grupul P. elatior decat unele populatii subalpine
calcifile de P. elatior din Carpatii de S-E.

Diferentierea genetica pe baza analizei AFLP si a datelor ADNcp intre P. elatior si P.
leucophylla este slaba. Delimitarea taxonului P. leucophylla drept o unitate taxonomica
distincta nu este sustinuta de rezultatul niciunei analize. Rezultatele studiului indica mai mult
posibilitatea ca P. leucophylla sa fie un ecotip al P. elatior. Dezvoltarea indumentului care
incetineste evaporarea apei din frunze poate fi o modificare aparutd ca raspuns la factorii de
mediu, si anume climatul secetos in care se gaseste P. leucophylla.

P. leucophylla, fiind intalnita etajul montan superior-subalpin si in pajistile subalpine,
este separata ecologic la nivel altitudinal de P. elatior s. str. care are o distributie larga in
cadrul Carpatilor de S-E dar in etajul submontan-montan (Ciocarlan, 2009). Deoarece este un
taxon marginal ecologic, P. leucophylla este separata si din punct de vedere fenologic de P.
elatior s. str., acesta separare fenologica putand duce la o limitare a fluxului genetic dintre cei
doi taxoni ceea ce duce in timp la o diferentiere in structura genetica.

5.12. Concluzii la specia Primula leucophylla

Nici analiza AFLP nici analiza ADNcp nu sustin delimitarea taxonului P. leucophylla
ca o unitate taxonomica distincta de P. elatior.

Rezultatele studiului sugereaza ca P. leucophylla ar reprezenta un ecotip adaptat la
conditiile de clima secetoasa al speciei P. elatior.

Ecotipul P. leucophylla datorita izoldrii ecologice si fenologice se afla in stadiul de

diferentiere fata de specia P. elatior.

5.13. Rezultate la specia Primula intricata

Analiza secventierii

Secventele provenite de la trei markeri moleculari: ITS1, trnL si trnH-psbA, cu
lungimea concatenata de aproximativ 1200 nucleotide, au fost utilizate pentru constructia de

arbori prin metodele ME (fig. 17), ML, NJ, UPGMA.
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Fig. 17. Dendrograma la Primula intricata, construita prin metoda ME, pe baza secventelor ITS1, trnL si trnH-
psbA.

Analiza AFLP
Pe baza matricei AFLP a fost generat un arbore Neighbor Joining (fig. 18).
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Fig. 18. Dendrograma la Primula intricata, construita prin metoda NJ, pe baza matricei AFLP.
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Cu ajutorul scriptului in platforma R, AFLPdat, s-au determinat proportia locilor

polimorfi, diversitatea genetica a lui Nei si indicele de raritate (tabelul 13).

Tabelul 13. Proportia locilor polimorfi, diversitatea genetica si indicele de raritate pentru

populatiile genului Primula, utilizate in studiul speciei Primula intricata.

Specia Populatia Proportia Diversitatea Indicele de
markerilor genetica raritate
variabili (DW)
Ap-PE 0,2356 0,1133 32,6641
Fg-PE 0,2101 0,1031 54,4281
Primula elatior Tatr-Kob-PE 0,2675 0,1324 63,3665
Jul-PE 0,1337 0,0611 27,9473
Alp-Gross-PE 0,29298 0,1490 32,3495
Primula leucophylla Clt-PL 0,1401 0,0700 26,6714
Primula intricata Alp-Pass-Pl 0,1337 0,0687 167,1520

Rezultatele AMOVA obtinute in cazul cand nu se defineste niciun grup sunt

prezentate in tabelul 14.

Tabelul 14. Rezultatele AMOVA fara definirea grupurilor la populatiile genului Primula,

utilizate in studiul speciei Primula intricata.

Sursa variatiei Procentul de variatie Fst
Intre populatii 67,7 0,67701
In cadrul populatiilor 32,3

In cazul in care s-au definit doua grupuri pe criterii taxonomice, primul corespunzand
populatiilor de Primula elatior si Primula leucophylla si al doilea corespunzand populatiei de

Primula intricata, s-au obtinut rezultatele evidentiate in tabelul 15.

Tabelul 15. Rezultatele AMOVA cu definirea a doua grupuri pe criterii taxonomice la

populatiile genului Primula, utilizate in studiul speciei Primula intricata.

Sursa variatiei Procentul de variatie Fst
Intre grupuri 58,93
Intre populatiile din cadrul 22,36 0,81298
grupurilor
In cadrul populatiilor 18,71

In cazul in care s-au definit trei grupuri pe criterii taxonomice, primul corespunzind
populatiilor de Primula elatior, al doilea corespunzand populatiei de Primula intricata si al
treilea corespunzand populatiei de Primula leucophylla s-au obtinut rezultatele evidentiate in
tabelul 16.
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Tabelul 16. Rezultatele AMOVA cu definirea a trei grupuri pe criterii taxonomice la

populatiile genului Primula, utilizate in studiul speciei Primula intricata.

Sursa variatiei Procentul de variatie Fsr
Intre grupuri 43,92
Intre populatiile din cadrul 30,53 0,74457
grupurilor
In cadrul populatiilor 25,55

Analiza “Principal Coordinate” (PCO) s-a realizat de asemenea pe baza matricei
AFLP utilizand indicele Simpson (fig. 19).
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Fig. 19. Rezultate PCO pe baza indicelui Simpson pentru populatiile genului Primula, utilizate in studiul speciei

Primula intricata pe baza matricei AFLP (negru - populatiile de P. elatior din Carpati, patrat mov - populatiile

de P. elatior din Alpi, triunghi albastru - populatia de P. leucophylla, romb verde - populatia de P. intricata din

Alpi).

5.14. Discutii la specia Primula intricata

Investigarea relatiilor filogenetice dintre Primula elatior si Primula intricata

Rezultatele analizei AMOVA cand nu se definesc grupuri (tabelul 14) indica faptul ca

cea mai mare variatie se intlneste intre populatii (67,7%). Acest fapt sugereaza existenta unor

populatii diverse unele de celelalte care pot fi usor separate in grupuri. Valoarea mare a

indicelui Fsr (0,67701) confirma acelasi fapt. Variatia intrapopulationala de 32,3% indica o

relativa uniformitate in cadrul populatiilor. In cazul in care se definesc trei grupuri: P. elatior,

P. leucophylla si P. intricata (tabelul 16), cea mai mare cantitate de variatie genetica se

datoreaza componentei intergrupuri (43,92%) ceea ce sugereaza ca grupurile sunt bine

diferentiate intre ele, cu un flux genetic scazut intre ele. Variatia dintre populatiile din cadrul

grupurilor este de asemenea crescuta, indicand acelasi fapt. De asemenea, cresterea valorii
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indicelui Fst la 0,81298 reconfirmd acelasi pattern. Rezultatul obtinut poate fi datorat si
distantei mari dintre punctele de colectare ale populatiilor, asadar ca pentru a avea certitudine
in ceea ce priveste diferentierea grupurilor, s-a realizat inca o analiza AMOVA cu doua
grupuri: P. elatior impreuna cu P. leucophylla si separat P. intricata (tabelul 15). Rezultatul
aratd clar faptul cd mai mult de jumatate din variatia genetica (58,93%) este explicata prin
componenta variatiei dintre grupuri. Rezultatul sustine clar separatia P. intricata fata de P.
elatior, mai mult decat este sustinuta separatia P. leucophylla fata de P. elatior, rezultatul
variatiei genetice dintre grupuri la definirea celor trei grupuri fiind mai mic decat 1n acest caz.
Concomitent, se inregistreaza si scaderea valorii indicelui Fst la 0,74457, ceea ce confirma
acelasi fapt. Asadar grupul constituit din P. intricata este un grup compact, bine format,
sugerand existenta unei specii distincte.

Analiza PCO (fig. 19) a matricei AFLP arata clar separarea P. intricata fatd de grupul
constituit din P. elatior si P. leucophylla. Aceasta separatie nu este o separatie pe criterii
geografice, populatiile de P. elatior din Alpi nu se grupeaza cu populatia de P. intricata din
Alpi, c¢i mai degraba se grupeaza cu P. leucophylla in cadrul unui grup P. elatior - P.
leucophylla.

Arborele generat prin metoda NJ (fig. 18) pe baza matricei AFLP aratd o separatie
clarda cu o valoare de bootstrap maxima a doua filogrupuri. Primul grup este constituit din
populatia de P. intricata din Alpi si al doilea este constituit din populatiile de P. elatior si P,
leucophylla. Populatia din Alpi de P. intricata este clar diferentiata de restul populatiilor de
Primula atat prin valoarea maxima de bootstrap dar mai ales prin lungimea ramurilor
arborelui NJ.

Rezultatele analizei diversitatii genetice si a proportiei markerilor variabili (tabelul 13)
indicd populatia de P. intricata ca fiind printre cele mai parcimonioase. In general,
diversitatea genetica este scazuta in cadrul populatiilor mici si izolate ca o consecintd a unor
procese precum driftul genetic, bootleneck-ul, consangvinizarea si efectul fondatorului
(Wright, 1931; Nei, 1975; Young si colab., 1996). Indicele de raritate (DW) este o masura a
divergentei si exprima numarul de markeri privati, iar in cazul speciei P. intricata aceasta
valoare este maxima (167,1520), ceea ce o diferentiaza inca o data de grupul P. elatior.

Arborii generati prin analiza de secvente (fig. 17) indica faptul ca cele doua populatii
de P. intricata nu fac parte din grupul P. elatior. In functie de metoda utilizata, specia P.
intricata se grupeaza fie intr-un grup comun cu specia P. acaulis, fie se grupeaza mai apropiat
de P. elatior decat de P. acaulis sau P. veris, dar totusi, ea nu este inclusa in grupul alcatuit de

P. elatior si P. leucophylla. Secventele apartinand populatiilor de P. intricata sunt foarte
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divergente fata de cele apartinand grupului P. elatior, din lungimea concatenata de 1200 de
nucleotide a celor trei markeri, peste 200 de situri informative se gasesc intre P. intricata si
grupul P. elatior. Cele doua populatii de P. intricata, cea din Alpi si cea din Carpati, difera
intre ele prin noud modificari punctiforme, fapt explicabil prin distanta geografica dintre
punctele de colectare a celor doud populatii, care in plus mai fac parte din doud lanturi
muntoase cu o structurd geologica si cu o istorie glaciara diferite.

5.15. Concluzii la specia Primula intricata

Rezultatele tuturor metodelor abordate si analizelor efectuate sunt convergente si
sustin separarea P. intricata de grupul P. elatior.

Pe baza rezultatelor, studiul prezent considera ca este necesara acordarea statutului de
specie independenta fara legaturi de subordonare taxonomica fata de P. elatior, speciei P.

intricata.
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