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Introducere

Astragalus este genul cu cel mare numar de specii (ca. 2500 spp.) al angiospermelor.

Pe langd numarul mare de specii, diversitate genului se reflecta si prin numarul mare al
endemitelor locale Tn lume sau radiatia speciilor in Anzi sau Asia Centrala.

Flora Romaniei, de exemplu, contine trei specii endemice de Astragalus: A. peterfii Jav., A.
roemeri Simonk., si A. pseudopurpureus Gusul. Acestea sunt specii emblematice ale conservarii
naturii, ele avand distributii geografice restranse. Prima creste in habitate stepice ale Campiei
Transilvane, in timp ce ultimele doua cresc in habitate montane ale Carpatilor Orientali.

Explorarea finrudirilor acestor specii constituie obligatia studiilor botanice curente. Cu
ajutorul secventarii ADN-ului si a metodelor folosite pentru reconstructia arborilor filogenetici,
indeplinirea acestor necesitati pare relativ simpl. in general, cu cat speciile sunt mai strans
inrudite, cu atat mai mult se aseamana secventele lor. Diferitele metode utilizate pentru inferenta
filogenetica se bazeaza pe acest principiu. Un important aspect pe care astfel de studii il intalnesc
este esantionarea taxonilor. Ce specii din cele aprox. 2500 sa fie incluse? Tratarile taxonomice
anterioare bazate pe investigatii morfologice ori studii de filogenie moleculara anterioare pot
servi ca referinta in acest scop.

Interesul autorului in inferenta filogenetica a plantelor a aparut in timpul studiilor sale de
masterat si a fost influentat de cercetatorii Universitatii Babes-Bolyai si cei de ai Universitatii din
Debrecen. La finceputul studiilor de doctorat investigatiile lui aveau ca principalul obiect
reconstructia relatiilor filogenetice ale endemitului local Astragalus peterfii. intre timp, autorul a
extins prelevare taxonilor la toata Europa, in ceea ce priveste sectia taxonomica de care A. peterfii
apartine. Obiectivul final al studiilor sale de doctorat a devenit reconstructia filogeniei speciilor
europene de Astragalus apartinand sectiei Dissitiflori. In aceastd tezd cele mai importante

rezultate ale acestui studiu de trei ani sunt prezentate.



Consideratii teoretice

Inferenta inrudirii speciilor folosind secvente de ADN

De mai mult de doua decenii secventele ADN reprezintd sursa cea mai importanta de
informatie pentru stabilirea inrudirilor speciilor la diferite nivele taxonomice si acest fapt pare sa
nu se schimbe in viitor (Baldwin, 1992; Shaw et al., 2005). Un antecedent pentru acesta a fost
recunoasterea faptului ca variatia secventelor intre specii reflecta cu o certitudine mai buna
relatiile de finrudire ale acestora decat caracterele morfologice care inclind a fi foarte
homeoplastice datoritd convergentei evolutive (Downie et al., 2000; Richardson et al., 2000).
Autenticitatea lor e valabila Tn special in cazul markerilor filogenetici necodificatori care in general
nu sunt supusi selectiei, si de accea descriu cu o accuratete mai mare istoria speciilor (Kolarcik et
al., 2010).

Doi factori cheie aditionali au mai contribuit la popularitatea inferentei filogenetice bazata
pe secvente: obtinerea secventelor prin tehnici de rutina si dezvoltare metodelor computationale,
respectiv a algoritmilor.

Filogeniile au implicatii directe asupra clasificarii filogenetice: o clada a unui arbore este o
unitate filogenetica careia i se poate asocia un grad taxonomic daca clada respectiva e sustinuta si
morfologic (Chatrou et al., 2012). Un important considerent al acestei abordari este confidenta
statisticd a cladei. In general numai cladele bine sustinute statistic se iau in considerare. Pe de alt3
parte suportul statistic, rezolutia si continutul de specii al oricarei clade poate varia in functie de
metoda filogenetica aplicata sau cand markeri aditionali sunt inclusi in analize. De aceea, pe langa
suportul statistic si morfologic, congruenta si stabilitatea cladelor este de asemenea importanta
cand unei clade i se asociaza o unitate taxonomica.

La angiosperme rata substitutiei nucleotodice a genomului plastidial depdseste in general
de trei ori pe cea a genomului mitocondrial, in timp ce rata substitutiei nucleotodice a genomului
nuclear depdseste de 12-16 ori pe cea a genomului mitocondrial (Weng et al., 2012)), si
referintele incluse). Prin urmare, n contrast cu animalele, secventele mitocondriale beneficeaza
de mai putina importanta in filogenia moleculara a plantelor.

Markerii ADN plastidiali, chiar daca sunt mai putin variabili decat cei nucleari, prezinta
anumite avantaje fata de acestia. Ei in mod normal reflecta modul clasic (bifurcat) al speciatiei pe
un arbore filogenetic datorita trasaturii lor single-copy ceea ce asigura si inexistenta
recombinatiei. Un alt avantaj il constituie accesul la amorse universale (Xu et al., 2012). Acestea
fac acesti tipi de markeri ideali pentru testarea monofiliei (in special deasupra la nivelul speciilor)

chiar daca ei se mostenesc doar maternal.



Filogeniile bazate pe secvente plastidiale conduc insa frecvent la arbori bogati in politomii
din cauza variatiei lor insuficiente. Astfel de cazuri se explicd prin diversificatia recenta sau/si
rapida a respectivelor grupuri de plante sau prin utilizarea markerilor inadecvati.

Relatiile filogenetice, in special cele aproapiate de varfurile unui arbore filogenetic (la nivel
de specie), nu se pot dezvalui din plin cu markeri mosteniti uniparental atunci cand hibridarea,
introgresarea, transferul de genuri (precum si alte procese de output similar) au ajustat speciatia.

Hibridarea si alopoliploidizarea (hibridare urmata de poliploidizare) sunt cunoscute ca si
forte majore care au ajustat evolutia si speciatia plantelor (Grant, 1981; Soltis and Soltis, 2009).
Astfel de procese se pot identifica prin filogenii derivate cu markeri mosteniti biparental daca
copiile unei regiuni nucleare provenind din diferite specii parinte sunt regasite intr-un organism
hibrid si ele fiind suficient divergente inaintea hibridarii. Daca una dintre copii este omogenizata
fata de cealalta copie — un fenomen frecvent intalnit in cazul regiunii nrITS (‘internal transcribed
spacer’) al ADN-ului nuclear ribozomal — incongruentele dintre filogeniile bazate pe secvente
plastidiale respectiv nucleare incd mai pot servi ca dovada pentru hibridare sau eventual
alopoliploidizare. Incongruentele dintre filogeniile bazate pe secventele nucleare si cele
plastidiale (sau paralogia oricarui marker nuclear) poate fi insa cauzata si de ‘incomplete lineage
sorting’ (retinerea polimorfismului ancestral) si recombinare (Rieseberg and Brunsfeld, 1992; Xu
et al., 2012). Discriminarea speciatiei prin hibridare (reticulatie) de retentia polimorfismului
ancestral este de multe ori dificila si reprezinta o provocare pentru specialistii in domeniul
filogeniei (Wendel and Doyle, 1998; Willyard et al., 2009).

n ciuda popularitétii in crestere a markerilor nucleari low/single-copy, regiunea nriTS este
inca unul din cei mai utilizati markeri filogenetici. Se compune din regiunile ITS1 si ITS2 legate
intre ele de gena pentru ARNr 5.8S (Calonje et al., 2008). ITS1 si ITS2 se transcriu in decursul
transcrierii ARN-ului dar se degradeaza dupa, de aceea pot fi considerati markeri nucleari neutrali.
Datorita numarului mare de copii in genom, lungimii relativ scurte si existentei amorselor
universale, amplificarea regiunii nrITS prin PCR e relativ simpld chiar si din probe ADN partial
degradate (de exemplu extrase din material de ierbar). Cu toate acestea, copiile ale acestui
marker nu sunt mereu omogenizate din deplin sau nu urmaresc cele doua genomuri in hibrizi
(Zimmer si Wen, 2012), si referintele incluse) datorita procesului evolutiei in conjugate (concerted

evolution) facand acest marker un instrument mai putin promitatoara decat genele nuclare low-

copy.



Prezentarea generala a genului Astragalus

Astragalus: o poveste de succes din punct de vedere al evolutiei

Genul Astragalus cuprinde in jur de 2,500 de specii fiind cel mai mare gen al
angiospermelor (Lock and Schrire, 2005). Majoritatea speciilor Astragalus sunt pereniale, altele
fiind si anuale. Speciile ale acestui gen sunt prezente pe aproape toate continentele (excluzand
Australia) si ocupa mai mult regiunile racoroase, aride si continentale ale emisferei nordice si ale
Americii de Sud (Lock and Schrire, 2005). Genul ajunge la cea mai mare diversitate in Asia centrala
si sud-estica (ca. 1500 specii), regiunea Sino-Himalaia (ca. 500 specii), partea vestica a Americii de
Nord (ca. 400-500 specii) si in Anzi in America de Sud (ca. 100 specii) (Kazempour Osaloo et al.,
2003). Astragalus este divers si in regiunile climatice tip mediteraneene in Europa de sud
(incluzand Asia Mica) si zona de coasta din vestul Americii de Nord.

Desi numarul de baza al cromozomilor este 2n=16 pentru Astragalus, numere mari de
cromozomi au fost raportate in studii citologice din toate partile arealului genului (Ledingham,
1960; Ledingham and Rever, 1963; Masoud et al., 2009). Aceasta sugereaza un rol important al
poliploidizarii in evolutia genului. Pe langa poliploidizarea, radiatia adaptativa la o scara globala
(Kazempour Osaloo et al., 2003) probabil a contribuit la numarul mare de specii si rata mare al
endemitelor in genul Astragalus. Un al treilea factor care poate avea un rol semnificativ in
diversificatia speciilor il constituie raritatea sau chiar absenta hibridarii (Liston, 1992; Judd et al.,
2008; Kazemi et al., 2009) in combinatie cu autogamia larg raspandita in gen (D. Podlech, personal
communication (2010)), ceea ce putea facilita izolarea speciilor. Deoarece hibridarea nu a fost
inca raportata pentru gen, putem presupune ca nici hibridarea nici alopoliploidizarea nu au
contribuit Tnca la speciatie in Astragalus. Aceste fenomene, au ajustat astfel, in profunzime

evolutia angiospermelor (Grant, 1981; Soltis and Soltis, 2009).

Sectia Dissitiflori a genului Astragalus cu referire speciala la speciile
europene

Sectia Dissitiflori este una din sectiile cu cel mai mare numar de specii (ca. 160 spp.) ale
genului Astragalus. Face parte din subgenul parafiletic Cercidothrix care cuprinde speciile cu
indumentum bifurcat (Ranjbar, 2004). Aceasta sectie a fost intemeiata de A. P. de Candolle Tn anul
1825. Mai tarziu (1868) Bunge a introdus acceasi sectie sub numele Xiphidium (Ranjbar, 2004).
Lectotipizare a fost indeplinitd de Podlech (1990). Prin urmare sectia o are pe A. varius ca specie
tip.

Principalul centru de speciatie al sectiei Dissitiflori se afla in muntii Asiei Centrale

(Goncharov et al., 1946), ins arealul sdu acoperd intreaga Eurasia (Ghahremani-Nejad, 2004). in
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Europa sectia prezintd a distributie disitinctd si cuprinde aprox. 50 de specii, in timp ce Flora
Romaniei cuprinde 7-8 taxoni (Ciocarlan, 2009). Diverse endemite locale europene de Astragalus
apartin acestei sectii, cum ar fi A. hispanicus Coss. ex Bunge in Spnia, A. aquilanus Anzal. si A.
vesicarius L. subsp. pastellianus Pollini (Arcang.) in Italia, A. peterfii Jav. in Romania, A.
tarchankuticus Boriss. Tn Ucraina. Sect. Dissitiflori e considerabil de diversa pe Peninsula Balcanica
si in Asia Mica.

Imaginile inflorescentei speciilor selectate apartinand sectiei sunt prezentate pe Fig. 3.

Relatiile de inrudire, fie morfologice, fie filogenetice, ale speciilor apartinand acestei sectii
nu au fost Tnca studiate. De altfel, taxonomia sectiei, in special din Europa, prezinta numeroase

neclaritati generate de nomenclatura controversata a unor specii.

Incertitudini taxonomice la speciile europene de Astragalus apartinand sectiei

Dissitiflori

Unul din grupurile de specii problematice ale sectiei din punct de vedere taxonomic il
constituie agregatul A. vesicarius L. care, conform celei mai recente circumscrieri incluzand
Europa, dar excluzand fosta Uniunea Sovietica, include trei subspecii: A. vesicarius L. subsp.
vesicarius (incl. A. albidus Waldst. & Kit.), A. vesicarius subsp. pastellianus si A. vesicarius subsp.
carniolicus (A. Kern.) Chater (Podlech, 2008). Dintre acestea A. vesicarius subsp. vesicarius are cea
mai vasta (insa disiuncta) distributie, din Peninsula lbercad pana in Ucraina, in timp ce A. vesicarius
subsp. pastellianus este endemic pentru Nord-estul Italiei si A. vesicarius subsp. carniolicus este
limitata la Italia Nord-estica, Croatia si Slovenia. Pe langa cele trei subspecii mentionate mai sus,
doi taxoni au fost afiliati repetat cu (ori chiar inclusi in) grupul vesicarius: A. pseudoglaucus Klokov
si A. tarchankitucus Boriss. A. pseudoglaucus este limitata la tarmul Nord-vestic al Marii Negre
(Bulgaria, Romania, Ucraina si probabil Republica Moldova), si A. tarchankuticus, creste exclusiv in
Crimeea, pe Peninsula Tarhankut, de unde a fost original descrisd (Borissova, 1951). in Flora
Europaea ele sunt tratate ca posibile subspecii al taxonului A. vesicarius (Chater, 1968). Mai
tarziu, combinatia noua de A. vesicarius subsp. pseudoglaucus (Klokov) Ciocarlan a fost introdusa
(Ciocarlan and Sarbu, 2001). Mai recent, A. tarchankuticus a fost sinonimizata cu A. albicaulis D.C.
n timp ce A. pseudoglaucus a fost sinonimizata cu A. vesicarius (Podlech, 2011), astfel confirmand

opinia lui Ciocérlan si Sarbu (2001) asupra acestui taxon bazata pe consideratii morfologice.
Problema originii si inrudirii al endemitului local Astragalus peterfii

Fiind o specie emblematica de a conservare naturii din Romania, Astragalus peterfii Jav.
este un endemit local al Campiei Transilvane. A fost descoperita in anul 1916 de briologul Péterfi
Marton langa satul Suatu (jud. Cluj), fiind dedicata celui care a gasit-o, de catre autorul speciei
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Javorka Sandor. O rezervatie botanica a fost infiintata pentru protejarea speciei in anul 1932 pe
locul clasic al acesteia de catre profesorul Alexandru Borza. Pentru cateva deceni acest sit a ramas
singura ocurenta cunoscuta a speciei, iar in anul 1962 o a doua populatie a fost identificata la
cativa kilometri departare, langa satul Caianu (Badarau et al., 2000). Astragalus peterfii figureaza
pe o serie de liste rosii si Tn cadrul unor acorduri pentru conservarea biodiversitatii (Directiva
Habitate, Lista Rosie IUCN, Conventia din Berna si Lista Rosie Nationald a Romaniei). Este o specie
octoploida (2n=64) (Ledingham and Rever, 1963) a sectiei Dissitiflori (Podlech, 2008).

Problema originii si a afinitatilor lui A. peterfii a provocat o serie de ipoteze, derivate mai
mult din investigatii morfologice. Prima remarca pe acest subiect a fost facuta chiar de autorul
speciei. Dupa Javorka (1916), Astragalus peterfii este strans inrudita cu A. glaucus M. B., crescand
langa orasul Odessa (Ucraina). Studiind variabilitatea genetica a speciei folosind analize
biochimice, Borza (1998) a gasit un tipar al izoenzimelor sugerand o origine alopoloploida pentru
A. peterfii. El a mai comparat A. peterfii cu zece alte specii de Astragalus din Romania pe baza
polimorfismului proteinelor din seminte pentru a studia relatiile filogenetice dintre ele (Borza et
al., 1994). Niciuna dintre speciile studiate nu a fost dezvaluita ca fiind strans fnrudita cu A.
peterfii, rezultat asteptat, deoarece niciuna dintre taxonii investigati nu apartinea sectiei
Dissitiflori. Panzaru (2006) a avansat o noua teorie referitoare la taxonomia speciei, sustinand ca
Astragalus peterfii este de fapt sinonimul taxonului A. vesicarius subsp. pastellianus, endemitul
local Nord-Italian.

Consideratiile anterioare confirma interesul general Tn problema originii si a inrudirilor speciei A.
peterfii.

Studiul literaturii taxonomice sugereaza prezenta unui posibilul complex de specie in sectia
Dissitiflori a genului Astragalus incluzand probabil A. pseudoglaucus, A. tarchankuticus, A. peterfii
si membrii ai agregatului A. vesicarius. Lamurirea complexelor de specii este de obicei dificila si
necesitad integrarea informatiilor din diferite surse, de ex. genomul plastidial si cel nuclear, sau
morfometrie.

Studiile de filogenie moleculara asupra genului Astragalus din ultimele doua decenii au
avut ca obiectiv circumscrierea genului, incluzand studiile exploratoare care au reconstruit
afinitatiile principale a genului si relatiile intersectionale (Wojciechowski et al., 1993;
Wojciechowski et al., 1999; Kazempour Osaloo et al., 2003, 2005; Wojciechowski, 2005; Kazemi et
al., 2009; Zhang et al., 2009). Aceste studii initiale ajuta la intelegerea relatiilor filogenetice la un
nivel profund, exemplificat de exemplu prin studiul lui Rihai et al. (2011) care a vizat reconstructia
filogeniei sectiei Caprini al genului Astragalus. Aceasta tendinta a fost mentinuta de Javanmardi et

al. (2012) ai carui studiu avea ca scop reconstructia filogeniei sectiei Alopecuroidei al genului



Astragalus. Prezenta teza incearca sa-si continue si ea sus-numita directie prin tentativa de a

reconstrui filogenia speciilor (europene) de Astragalus apartinand sectiei Dissitiflori.

Fig. 3. Imaginile inflorescentei taxonilor selectati apartinand sectiei Dissitiflori a genului Astragalus.
1 - A. peterfii, 2 - A. pseudoglaucus, 3A - A. vesicarius subsp. albidus, 3B - A. vesicarius subsp.
pastellianus, 4 - A. varius, 5 - A. tarchankuticus, 6 - A. pallescens, 7 - A. ucrainicus, 8 - A. subuliformis, 9 -
A. asper. (Fotografii facute de Bartha Laszl6 cu exceptia celei de A. peterfii facuta de Molnar V. Attila)
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Principalele obiective ale tezei:

e gisirea sau dezvoltarea de markeri moleculari pentru genul Astragalus suficient de
variabili pentru rezolvarea inrudirilor speciilor la nivel de sectie.

e avansarea unei prime ipoteze filogenetice pentru speciile europene de Astragalus

apartinand sectiei Dissitiflori bazata pe secvente plastidiale.

estimarea diversificatiei sectiei din Europa Tn timp.

examinarea existentei speciatiei reticulate in sectie/gen utilizind markeri molecular

nucleari.

explorarea rudelor endemitului local A. peterfii.

lamurirea/decelarea unui complex probabil de specii cu ajutorul filogeniei de plastida,

date de secventa nucleara si morfometrie multivariata.
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Material si metode

Esantionarea taxonilor

Planul de esantionare al taxonilor a vizat includerea a cator mai multori taxoni europeni
apartinand sectiei Dissitiflori. Pentru a crea un ‘cadru filogenetic’ mai bun a fost necesara
includerea unor specii din Asia (Asia Mica, Caucaz, Asia Centrald). Pentru selectarea taxonilor au
fost urmate clasificarile lui Podlech (2008, 2011) si a lui Sytin (2009). Au mai fost incluse doua
specii (A. reduncus si A. subarcuatus) care apartin unei sectii strans inrudite cu sect. Dissitiflori,
cea Erioceras. Pentru selectarea outgrupurilor s-au luat in considerare studiile anterioare de
filogenie moleculara asupra genului Astragalus, cele ale lui Kazempour Osaloo et al. (2003, 2005).
Conform acestor studii, una din speciile strans inrudite cu sectia Dissitiflori este A. dolichophyllus
Pall. (sect. Trachycercis), iar una din speciile Tnrudite la distanta de sect. Dissitiflori o constituie A.
glycyphyllos L. (sect. Glycyphyllus). Datorita accesului la materialul vegetal al ambelor specii,

acestea au fost selectate pentru outgroupuri.

Materialul vegetal si extractia ADN-ului

Pentru extractia ADN-ului genomic am folosit atat material provenind din ierbare cat si
material proaspit colectat. in ultimul caz, frunzele au fost uscate si stocate in silicagel pani la
momentul extragerii. In cazul unei probe de Astragalus vesicarius subsp. pastellianus , ADN-ul a
fost comandat din banca ADN (Botanical Garden, Berlin-Dahlem). Pentru extractia ADN-ului am

folosit kitul ZR Plant/Seed DNA Kit (Zymo Research).

Dezvoltarea si selectia markerilor moleculari

Selectia markerilor plastidiali a fost precedata de testarea a cinci regiuni candidate (ndhF-
rpl32, rpl32-trnL, trnH-psbA, accD-psal and petA-psbl) folosind amorsele regasite de la Shaw et al.
(2007). Amplificarea si secventarea regiunelor trnH-psbA, accD-psal and petA-psb) s-a reusit cu
amorsele regasite din literatura. Amplificarea markerilor ndhF-rpl32 and rpl32-trnL s-a efectuat cu
o eficienta foarte scazutd, insa suficienta pentru conceperea unor amorse noi tip forward si
reverse pentru aceste doud regiuni. in plus, fatd de cele cinci regiuni mentionate pand acum, au
mai fost concepute amorse noi specifice familiei Fabaceae pentru o portiune de aprox. 1.5 kb de
la sfarsitul 3’ a regiunii plastidiale ycfl (hypothetical open reading frame 1) pe baza secventelor

ycfl de Cicer L., Glycine L., Medicago L. and Phaseolus L. ycf1 regasite in GenBank.
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Dintre cele sase regiuni testate ycfl, ndhF-rpl32 si rpl32-trnL au parut a fi cele mai variabile,
prin urmare ele au fost alese pentru investigatii urmatoare.

n ceea ce priveste markerii nucleari, am inceput s& lucrez cu regiunea populard nrITS si am
fncercat sa dezvolt un marker nuclear tip single/low-copy pentru genul Astragalus. Acesta a fost
regiunea LEAFY (LFY) care s-a demonstrat a fi singly-copy in studii anterioare la diferite grupe de
plante (Zimmer and Wen, 2012), si referintele incluse). Trasatura single-copy a markerului LFY a
fost testata pentru cateva specii diploide (A. hispanicus, A. varius, A. vesicarius subsp. albidus).
Dupa primele reactii PCR, secventari si clonari, a rezultat ca acest marker nu este single-copy in
genul Astragalus: trei copii/paraloage au fost identificate in cazul celor trei specii mentionate mai
sus. Prin urmare, utilizarea acestui marker a fost omisa din investigatii urmatoare.

Au fost analizati markerii plastidiali ADN provenind de la cate un specimen pentru fiecare
specie, in timp ce regiunea nriTS a fost esantionata de la cel putin doua specimene per specie.
Datele ADN plastidiale au fost suplimentate cu date ADN nucleare provenind de la specii cu

taxonomie incertd sau pozitie filogenetica necunoscuta (vezi sectiunea Consideratii teoretice).

Clonarea si secventarea

Secventarea directa a regiunii nriITS a relevat peak-uri duble clar vizibile pentru majoritatea
probelor sugerand astfel prezenta a mai multor tipuri de seventa in individul respectiv. Pentru a
detecta variabilitatea intra-individuala a regiunii nrITS, s-a realizat clonarea folosind kitul pGEM-T
Vector System | (Promega) pentru ligare si kitul GenelET Plasmid Miniprep Kit (Fermentas) pentru
izolarea ADN-ului plazmidial. Regiunea nrITS a fost clonata din 23 probe apartinand a 21 populatii
(12 taxoni) cu o medie de 7.8+2.5 secvente clonate per specimen.

Toate secventarile ADN au fost efectuate la Macrogen Inc. (Coreea de Sud).

Analize filogenetice
Alinierea secventelor ADN

Secventele ndhF-rpl32, rpl32-trnL si clonele nrITS au fost exportate direct din
cromatograme in fisiere de format FASTA folosind ChromasLite v.2.01 (Technelysium Pty).
Fragmentele ycfl ale aceleiasi probe taxonomice (obtinute cu diferite amorese interne de
secventare) au fost asamblate utilizand BioEdit (Hall, 1999).

Secventele au fost aliniate in MEGAS (Tamura et al., 2011) pe baza algoritmului ClustalW
urmat de editdri manuale in cazul regiunilor ADN plastidiale. Tn cazul ycf1, pe parcursul corectiilor

manuale ale alinierii, pozitile codon au fost luate in considerare. Translatia pentru aceasta
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regiune a fost realizatd in MEGAS folosind codul plastidului plantei si a condus la o aliniere
necontindnd codoni STOP.
Secventele nrITS clonate care au prezentat deletii neasteptat de lungi si/sau multe mutatii

punctiforme au fost clasificate ca pseudogene si excluse din analizele urmatoare.
Reconstructia arborilor filogenetici pe baza secventelor plastidiale

Pentru o mai simpla abordare, matricile plastidiale separate au fost analizate doar pe baza
criteriului parcimoniei cu scopul de a intelege capacitatea de rezolvare a acestor markeri si de a
releva posibilele semnalele conflictuale dintre acestea. Prin urmare, topologiile arborilor strict
consensus derivate din analiza PM matricilor plastidiale separate au fost in primul rand
comparate. Strategia a constat in aplicarea diferitelor metode de reconstructie (parcimonie
maxima (PM), inferenta Bayesiana (IB) si maximum likelihood (ML)) doar pentru un set final
combinat care exclude speciile cu pozitii puternic contrastante intre arborii strict consensus a
regiunilor plastidiale separate (cu sau fara suport statistic).

MrModeltest v2. (Nylander, 2004) a fost utilizat pentru selectarea modelelor de substitutie
a nucleotidelor pentru cele trei regiuni ADN folosind criteriul AIC. Analiza Bayesiana a fost facuta
pe un set partitionat cu modele de substitutie a nucleotidelor date in Tabelul 5, constand in doua
analize simultane de 10.000.000 generatii de Monte Carlo Markov lanturi, salvand fiecare al
10.000 arbore intr-un fisier. Fiecare analiza a folosit 4 lanturi simultane (unul rece si altele trei
incalzite la un parametru de incilzire de 0.2). Phylograma consens Majority Rule de 50% a fost
generata in MrBayes folosind 25% ca burn-in.

Analiza parcimoniei maxime s-a realizat Tn PAUP* si a fost bazatd pe cautarea euristica
utilizand 1000 de aditii aleatorii de secvente replicate si cu setarile ‘tree bisection-reconnection
(TBR) branch swapping’ si cu optiunea ‘MULTREES’ activa, ‘MAXTREES’ setata la 50.000 si o limita
de 10 arbori retinuti pentru fiecare replica. Caracterele au fost tratate egal iar bresele au fost
tratate ca informatii lipsa. Suportul statistic al nodurilor arborilor a fost evaluata pe baza metodei
Bootstrapp; 1000 pseudo-replici au fost realizate in PAUP* cu MAXTREES (re-)setata la 1000 si cu
retinerea unui arbore per replica.

Analiza maximum likelihood s-a bazat pe RAXML (Stamatakis, 2006) folosind RAXML GUI
versiunea 1.2 (Silvestro and Michalak, 2011) utilizand modelul GTR + I a evolutiei secventelor.

Toate cautarile euristice si analizele Bayesiene au fost realizate pe University of Oslo
Bioportal (https://www.bioportal.uio.no/). Arborii filogenetici au fost vizualizati si editati in

TrieeView (Page, 1996), versiunea FigTree 1.3.1 (A. Rambaut; http://tree.bio.ed.ac.uk

/software/figtree/), MrEnt (Zuccon and Zuccon, 2006) si CorelDRAW X3.
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Analiza retelelor nriTS

Datoritd numarului mare de clone si prezentei paraloagelor nrIiTS divergente in unele
probe, s-au abordat prioritar retelele filogenetice in analiza nrITS inaintea arborilor filogenetici.

Programul Collapse v.1.2 (Posada, 2006) a fost folosit pentru definirea tipurilor unice de
secvente (ribotipuri) in setul nrITS si pentru evaluarea distributiei acestor ribotipuri in si intre
indivizi. Tipurile unice de ribotipuri definite au fost mai apoi incluse in analiza parcimoniei retelei.

Analiza distance network (split graphs) a fost facuta pentru matricea ribotipurilor cu scopul
de a contura posibilele grupari din setul nrITS si pentru a evalua increderea in grupari folosind
Bootstrapping cu 1000 de replicatii. Reteaua filogenetica construitad in acest scop a fost bazata pe
algoritmul NeighborNet (NN)(Bryant and Moulton, 2004) asa cum a fost implementat in SplitsTree
v.4.10 (Huson and Bryant, 2006) folosind distante necorectate pairwise (p), excluzand caracterele

constante si irelevante (non-informative).

Rezultate

Succesul secventarii si alinierea secventelor
Regiunile plastidiale ycf1, ndhF-rpl32 si rpl32-trnL

Amplificarea si secventarea ycfl a fost facutd cu succes in cazul fiecarei (47) specii tinta
Astragalus plus Oxytropis pilosa. Regiunea ycfl flancatd de amorsele de amplificare a fost
complet recuperata prin asamblarea fragmentelor obtinute prin secventarea interna a primerilor
care apartineau aceleasi probei taxonomice. Lungimea regiunii asamblate a variat de la 1460 de
perechi de baze (A. argyroides) la 1517 perechi de baze (A. zingeri).

Amplificarea ndhF-rp/32 si rp/32-trnL a esuat in cazul mai multor, in principal probe de la
ierbar, conducand la un numar maxim de 11 secvente lipsa in cazul rp/32-trnL. Caracteristicile
secventelor regiunilor plastidiale si evaluarile cautarilor euristice PM sunt prezentate pe scurt in

Tabelul 5.
nriTS

Matricea originala nrITS aliniata continea 181 secvente, 598 caractere si 56 situri
nucleotidice variabile. Programul Collapse a recuperat 54 ribotipuri unice din cele 181 de clone

nriTS.
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Table 5. Caracteristicile secventelor si evaluarea cautarilor euristice a setului de plastid

ycfl ndhF-rpl32 rpl32-trnL combinate

lungimea secventei 1460-1517 630-704 738-809 -
lungimea alinierii 1553 803 915 3271
nr. de secvente lipsa 0 7 11 18

nr. de situri variabile 128 51 45 159

nr. de situri informative parcimonic 45 11 9 65

nr. arborilor cei mai parcimoniosi - - - 27559
lungimea arborelui - - - 276

cl - - - 0.8696
RI - - - 0.9130
modelul evolutiv al secventelor (sub AIC) GTR+G+l GTR GTR GTR+G+I/GTR/GTR
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Reconstructia arborilor filogenetici bazata pe secventele plastidiale

Cautarea euristica a setului de date plastidiale combinat si complet, conform criteriului
parcimoniei a furnizat 27559 arbori egali parcimonic cu 276 pasi in lungime. Cladele A si B (
revelate deja de analizele anterioare a matricilor de date separate) au fost recuperate cu un
procentaj Bootstrap mare (87% si respectiv 96%). Includerea/excluderea A. medius, A. reduncus si
A. ucrainicus in clada A nu a fost consistenta pe parcursul analizelor parcimonice a datelor
plastidiale separate. Pentru acest arbore, totusi, aceste specii sunt ferm excluse din foarte bine
confirmata clada A. Cladele A si B impreund cu o a treia clada (cuprinzand A. fissuralis, A.
subuliformis si A. ucrainicus) plus trei specii aditionale (A. balkaricus, A. medius si A. reduncus)
apartin unei politomii bazele nesustinute statistic. Aceasta politomie este sora cu A. argyroides
care insasi se ramificd dupa A. dolichophyllus si prin urmare A. argyroides constituie prima
genealogie divergenta a speciei Dissitiflori. Clada A se ramifica in mai multe subclade unele dintre
ele fiind denumite intr-o maniera succesiva (de exemplu cladele A, A1, Al1.1). Clada B nu fost
rezolvata la fel de bine precum clada A.

in ambele clade A si B existd numeroase relatii surprinzitoare ce meritd a fi mentionate.
Astragalus subarcuatus (clasificata traditional in sect. Erioceras) a fos dedusa cu o incredere
statistica Thalta (BS=94%) ca sora cu A. temirensis. Alt taxon Erioceras (A. reduncus) este parte a
anterior mentionatei politomii bazale.

Cea mai surprinzatoare relatie din clada B consta in relatia de inrudire puternic sustinuta
(BS=91) a celor doua specii (fiind egal cu clada B1).

Examinarea atentd a cladelor (si a distributiei speciilor) a dus la recunoasterea faptului ca
cladele A, B si B1 indica a larga structura geografica: clada A are o distributie predominant Est
Europeana ('clada estica') in timp ce clada B (excluzdnd clada B1) are o distributie majoritar
Mediterraneana ('clada sud-vesticd'), iar clada B1 este clar limitatd la Europa de Est si Asia.

Topologia filogramei consens derivata din analiza Bayesiana este larg congruenta cu cea a
arborelui PM strict consensus. Cladele A, B si B1 sunt puternic consistente in ceea ce priveste
arborii parcimoniei si analizei Bayesiene din punctul de vedere al continutului speciei si a
suportului statistic al Tnrudirilor intrinseci. Ramura lunga a arborelui Bayesian ce o duce la

politomia cladei B is este evident mult mai lunga fata de restul ramificatiilor interne ale arborelui.
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A. glycyphyllos A. glycyphyllos
A. dolichophyllus A. dolichophyllus
A. argyroides A. argyroides
A. balkaricus A. balkaricus
A. reduncus A. reduncus
100 A. medius A. medius
100
BS=87
—A. fissuralis 0.95 A. fissuralis
- 95 A. subuliformis 1.00 A. subuliformis
I_:A. ucrainicus A. ucrainicus

Fig. 9. Compararea schematica a topologiilor parcimoniei maxime si a celei Bayesiene. Numerele
adiacente ramurilor/cladelor reprezintd procentajul Bootstrap si valorile probabilitatii posterioare
Bayesiane. Speciile cuprinse si inrudirile dintre acestea in cadrul cladelor A, B si B1 sunt prezentate in
amanunt in teza de doctorat ele fiind confidentiale.

Network analysis of nrITS sequences

Analiza NeighborNet a ribotipurilor (Fig. 13) a indicat o evolutie ’‘non-tree-like’ a
secventelor indicand ca procese evolutionare mai complexe au actionat. Sapte grupuri pot fi
separate in retea (denumite de la A la G), care corespund cu gruparile delimitate in reteaua TCS.
Astfel, continutul secventelor gruparilor din retelele TCS si NeighborNet au corespuns.

Valorile Bootstrap au fost mari (BS=89-100%) pentru cinci din cele 7 grupuri si joase pentru
grupurile de ribotipuri E (BS=64%) si (BS=66%).

Grupul A a fost cel mai segregat din punct de vedere topologic in graficele split
NeighborNet si cel mai sustinut din punct de vedere statistic (BS=100%) dintre toate gruparile.

Secventele nrITS obtinute de la A. asper, A. ucrainicus si A. vesicarius au apartinut fiecare

unui singur grup de ribotip (C, G, si respectiv E), in timp ce secventele celorlalte 5 specii s-au
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grupat in 2-4 grupuri diferite. Astragalus peterfii contine cel mai mare numar de grupuri de
ribotipuri identificate; cu toate acestea, un numar incomparabil mai mare de clone a fost
secventat in cazul acestei specii.

Numarul speciilor diferite care au in comun un grup de ribotip au variat de la doua la patru.
Secventele din grupurile de ribotipuri C si F au apartinut exclusiv unei specii (A. asper, si respectiv
A. varius) in timp ce restul grupurilor de ribotip au fost comune pentru specii diferite. Interesant
de mentionat, este ca grupurile A si B sunt grupurile de ribotip dominante a A. pallescens, A.
peterfii si A. pseudoglaucus.

Frecventa secventelor nriITS apartinand unui grup dat de ribotip Tn cadrul speciei a indicat
diferente considerabile. Unele grupuri au fost mai caracteristice pentru anumite specii prin
includerea mai multor secvente din specia respectiva, de exemplu grupul de ribotip E cuprinde

secventele recuperate in special de la A. vesicarius (grupul de ribotip ‘specific vesicarius’).
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Fig. 13. Reteaua filogenetica bazata pe analiza NeighborNet a ribotipurilor. Secventele au fost
grupate pe baza similaritatii genetice si sunt redate cu majuscule de la A la G. Valorile reprezinta
procentajele Bootstrap a 1000 replicatii Bootstrap.
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Discutii

Filogenia speciilor Astragalus apartinand sectiei Dissitiflori din
Europa: implicatii biogeografice si estimarea diversificarii de-a
lungul timpului

Prima ipoteza filogenetica plastidiala pentru speciile Europene ale genului Astragalus sect.
Dissitiflori s-a bazat pe o esantionare comprehensiva si a relevat mai multe aspecte neasteptate
ale diversificarii acestui grup. Structura geografica larga dezvaluita pentru cladele A, B si B1 a
indicat trei mari patternuri biogeografice pentru aceasta sectie: o distributie majora Est
europeand si asiatica reprezentata de clada A, o distributie majoritar mediterraneana (care se
extinde pana in Europa Central-Vestica si in Caucaz) reprezentata de clada B (exclzand clada B1) si
o minora ramificatie a cladei B (clada B1) reprezentand distributia Est europeana si asiatica a celor
doua specii surori. Initial a fost tentantd avansarea ipotezei unei diversificatii mai timpurii pentru
clada A spre deosebire de clada B, si a unei diversificatii mai rapide a cladei B comparate cu clada
A. Argumentele acestei ipoteze sunt urmatoarele: rezolutia mai mare (cu Tnrudiri mai puternic
sustinute) a cladei A comparate cu politomia nerezolvatd a cladei B si ramura lunga ducand la
clada B comparatda cu ramurile interne scurte ale cladei A (reflectate de ex. de filograma
maximum likelihood a secventelor plastidiale).

Politomiile (lipsa rezolutiei) arborilor filogenetici (in special la noduri adanci) sunt in general
privite drept consecinte a speciatiei rapide, utilizarea markerilor inadecvati (insuficient variabili)
sau conflicte de caractere date de speciatia multifurcats (Riggins and Seigler, 2012). Tn cazul cladei
B, speciatia multifurcatd este exclusa deoarece markerii plastidiali apartin aceluiasi grup de
linkeage si este foarte posibil sa Tmpartaseascd aceeasi istorie filogenetica. Combinatia a trei
markeri plastidiali folositi a fost eficientd pentru o clada (A) dar nepotrivita pentru cealalta clada
(B) a unui moderat de mare grup taxonomic. Aceasta implica o mai rapida speciatie a speciilor din
clada B comparata cu speciile din clada A sau eterogenitatea in rata de substitutie a nucleotidelor
specifica cladelor, un fenomen intélnit la plante (Weng et al., 2012). Caracteristica in general mai
putin rezolvatd a cladei B se datoreazd de fapt divergentei (variatiei) secventelor din aceasta
clada, fapt confirmat de asemenea de analiza pairwise a distantelor intre secvente. Distantele
pairwise — calculate Tn Mega 5.0 cu modelul Maximum Composite Likelihood — au variat intre
0.001-0.005 (medie generald 0.003) in cazul cladei B, pe cand in cazul cladei A aceasta valoare s-a
nscris intre 0.001-0.012 (media generala 0.005).

n final, un cadru temporal mai restrans in care clada B e posibil si se fi divergat nu a fost
confirmat de analiza ceasului molecular. Conform uneia dintre cronogramele rezultate
diversificarea ambelor clade a avut loc in Pleistocen. Tn cadrul cladei B varsta cea mai tanara

21



(crown) a fost data cladei B1 (aproximativ 500.000 ani), in concordanta cu ipotetizata ramificare

'secundara' a cladei B conform diversificarii a doua specii din Europa de Est/Asia.

Statutul non-monofiletic al sectiilor Dissitiflori si Erioceras

Ambele specii ale sect. Erioceras, selectate initial pentru outgroup, sunt inserate Tn sect.
Dissitiflori determinand caracterul non-monofiletic (parafiletic) al celei din urma. Astragalus
subarcuatus este profund inserata in clada A si a fost rezolvata cu un mare suport statistic (MP
BS=94%, Bl PP=1.00, ML BS=98%) ca sora a A. temirensis, in timp ce A. reduncuse este printre cele
mai devreme derivate specii a filogeniilor plastidiale, ramificate mai tarziu decat specii Dissitiflori
(e.g. A. argyroides si A. balkaricus) pe baza filogramei maximum likelihood. Cu scopul de a obtine
monofilia sect. Dissitiflori, ambele specii trebuie transferate in aceasta sectie. Dar investigatii mai
comprehensive sunt necesare pentru delimitarea acestor sectii inainte de a se realiza redefinirea
lor. Mai multe specii din centrul de diversificare a sectiei Dissitiflori trebuie incluse si sectia
Erioceras trebuie de asemenea esantionata mai detaliat.

n cazul unei eventuale redefiniri a sect. Dissitiflori, trebuie luatd in considerare diferitele
alternative ce conduc la o sectie mai larg vs. mai restrans definita. O abordarea mai larga ar
implica includerea speciilor de Erioceras taxa, in timp ce divizarea sectiei recunoscute actual n
sectii/subsectii ar implica asociatii taxonomice, de exemplu foarte compactei clade B. Urméand
monofilia, diagnosticabilitatea morfologica este un important criteriu auxiliar pentru clasificarea
grupurilor (Chatrou et al., 2012). Astfel pana la identificarea unui caracter morfologic sau unei
combinatii de caractere care sa sustina aceasta clada, orice Tncercdri de a-i acorda un pozitie
taxonomica cladei B nu are fundament. Pe de alta parte, deciziile taxonomice nu ar trebui luate
exclusiv pe baza filogeneniilor plastidiale. Crearea unei filogenii fundamentale bazate pe cel putin
un marker nuclear low-copy este foarte recomandata.

Urmarirea unor caractere morfologice pe clada B nu a dus la recunoasterea a cel putin unui
caracter constant care s3 poata servi ca sinapomorfie pentru aceasta clada in comparatiile
membrilor cu, de exemplu speciile cladei A. Ca un pas urmator, asfel de caractere aditionale
(calitative) morfo-anatomice, care sunt considerate a nu fi influentate de factorii environmentali,
ar trebui investigate. Micromorfologia polenului intruneste acest criteriu si este recomandat in

studiul comparatic al speciilor cuprinse in cladele A si B.
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Fig. 17. Fotografii a foliolelor speciilor selectate a sect. Erioceras (1 - A. reduncus; 2 - A. subarcuatus) si
sect. Dissitiflori (3 - A. temirensis; 4 - A. pseudoglaucus; 5 - A. vesicarius; si A. peterfii) pentru a evidentia
diferentele de caractere in indumentum dintre cele doua sectii.

Speciatie reticulata si evolutia incompleta conjugata a nrITS-ului
in Astragalus sectia Dissitiflori

Tn ciuda contributiilor majore in filogenia Astragalus si genului sord Oxytropis, bazaté partial
sau total pe nriTS, studiile (Wojciechowski et al., 1999; Jorgensen et al., 2003; Kazempour Osaloo
et al., 2003, 2005; Wojciechowski, 2005; Kazemi et al., 2009; Archambault and Strémvik, 2012),
nu raporteaza clonarea acestui marker. Astfel, prezentul studiu poate fi considerat ca prima
lucrare ce prezintd paralogie serioasa a regiunii nriTS intr-un grup Astragalus folosind clonare
extensiva. Scherson et al. (2005) a investigat noi regiuni nucleare pentru reconstructia filogeniei la
nivele taxonomice joase Tn Astragalus din Lumea Noua. Au confirmat prin clonare, prezenta unor
diferite copii a doua regiuni nucleare (ARG10 si FENR) si SNPs in locusul nuclear tRALS in unele

specii Astragalus din America. Acest tipar a fost interpretat totusi, ca o consecintda a
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evenimentelor de duplicatie, si prezenta aleleor la regiunile date, fara semnificatie filogenetica.
Prin urmare, interpretarea noastra a prezentei paralogiei in nrITS in Astragalus este prima care ia
in considerare reticulatia ca o posibild sursa a paralogiei. Mai mult, structura reticulata a nrITS in
poliploizii A. pallescens (2n=32 (Philippov et al., 2008)), A. peterfii (2n=64 (Ledingham and Rever,
1963)) si A. pseudoglaucus (2n=64 (Pavlova and Kozhuharov (1993), under A. glaucus)) este
sugestiva pentru originea lor alopoliploida. Astfel, alopoliploidia la Astragalus este pentru prima
data avansata ca ipoteza bazata pe informatiile moleculare.

Structura reticulata a setului de date nrITS sugereaza puternic ca procesele evolutionare
diferite de ramificatii dihotomice au avut loc in sectia Dissitiflori. Persistenta simultana a
grupurilor dominante de ribotipuri A si B ntr-un singur genom indicd evolutia incomplet
conjugata (Campbell et al., 1997) a nriITS. Copiile A si B pot persista in posibilii parentali sau in
descendentii lor formand un grup unic de ribotip (un singur grup per specie, conform conceptului
actual). Evolutia intarziatd sau incomplet conjugata a fost indelung cunoscuta la alte grupuri de
plante (ambele cu diploide sau poliploide). Exemple clasice ale evolutiei incomplet conjugate n
ceea ce priveste ADN ribozomal nuclear includ Amelanchier (Campbell et al., 1997), Arabidopsis
suecica (O'Kane et al., 1996), Brassica napus (Bennett and Smith, 1991), Paeonia (Sang et al.,
1995) dar noi cazuri sunt in continuare descoperite si se pare ca omogenizarea incompleta a nrITS
este regula mai curdnd decat exceptia (Liu et al., 2006). Factori precum prezenta array-urilor
diferite de nrITS la diferiti cromozomi (de exemplu datoritd alopoliploidiei), reproducerea
asexuata, si habitatul peren (Sang et al., 1995; Campbell et al., 1997) pot promova sustinerea

polimorfismului nrITS (de exemplu prin mitigarea crossing over-ului (Hillis et al., 1991)).

Originea si inrudirile la A. peterfii

Rezultatele prezentului studiu sugereaza o origine alopoliploidda a Astragalus peterfii
datorita prezentei a patru grupuri de ribotipuri distincte nrITS in genomul acestei specii
octoploide care este slab compatibil cu o origine exclusiv autopoliploidd. In ceea ce priveste
inrudirile moleculare filogenetice, filogenia plastidiala a plasat A. peterfii cu A. pallescens si A.
tarchankuticus. Din aceste doud specii, totusi, doar A. pallescens mpartaseste grupurile
dominantede ribotipuri nrITS (tip A si B) cu A. peterfii, si mai mult, cu un aparent similar raport.
Analiza multipla discriminanta a 14 caractere cantitative morfologice ale plantelor colectate de pe
teren, totusi, a relevat suprapunere substantiala morfologica intre A. peterfii si A. pallescens, si o
distinctie completa intre A. peterfii si A. pseudoglaucus, si A. peterfii vs. A. tarchankuticus.
Considerand cele trei tipuri de informatii date mai sus, se poate concluziona ca din setul de
taxoni studiati, A. pallescens este cea mai apropiata ruda a A. peterfii. Pentru crearea unei ipoteze

mai puternice pentru inrudirile filogenetice a A. peterfii este necesara folosirea genelor nucleare
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low-copy, care sunt mai putin susceptibile de a avea o evolutie conjugata (Zimmer et al., 1980;

Hillis et al., 1991).

Implicatii taxonomice pentru specii selectate din sect. Dissitiflori

Distributia grupurilor de ribotipuri specifice in cadrul speciilor, in legatura cu filogenia
plastidiala si informatiile derivate din analiza morfometriei multivariate, permit formularea unor
concluzii asupra taxonomiei acelor specii pentru care incertitudinile taxonomice au fost
evidentiate in capitolul Introducere. De exemplu, toate secventele nriTS a A. vesicarius apartin
grupului de ribotipuri E, secventele nriTS a A. pseudoglaucus si A. pallescens sunt regasite in
principal in cadrul grupurilor A si B, ultimele doua specii difera in ceea ce priveste plasarea in
filogenia plastidiala si sunt degregate prin analiza morfometrica multivariata.

Sinonimizarea speciei A. peterfii cu taxonul A. vesicarius subsp. pastellianus este nu este
sustinuta nici de plastida, nici de secventele de nrITS. Aceasta, totusi, nu infirma faptul ca A.
vesicarius a putut contribui la formarea speciei de interes deoarece grupul de ribotipuri E (intr-o
mica masura) a fost recuperat de asemenea de la A. peterfii.

Situatia este oarecum similara in cazul taxonilor A. pseudoglaucus si A. tarchankuticus. A.
pseudoglaucus a fost sinonimizat cu A. vesicarius de Ciocarlan si Sarbu (2001) si Podlech (2011).
Dupa parerea mea, includerea taxonului A. pseudoglaucus in A. vesicarius este inseldtoare si
infirmata de secventele nrITS. Cu toate acestea, A. vesicarius poate fi implicata in formarea
speciei avand rolul de donor de plastid ADN. Diferenta semnificativa intre A. pseudolaucus si A.
vesicarius cu privire la structura nriTS si pozitia filogenetica este compensata de suprapunerea lor
in morfologie care sustine diversitatea genetica ascunsa in acest grup taxonomic.

Independenta taxonomica a taxonului A. tarchankuticus este de asemenea sprijinta in ceea
ce priveste A. albicualis cu care a fost sinonimizat (Podlech, 2011). Cele doua probe de A.
tarchankuticus au o secventa nriTS clonata in grupul de ribotipuri E si au majoritatea secventelor
nriTS in grupul G. Contrar acesteia, secventele nriITS ale celor doua probe A. tarchankuticus sunt
grupate majoritar in grupurile A si D intr-un raport similar.

O alta consecinta a diferentierii grupurilor de ribotipuri este confirmarea moleculara a
complexului de specii din sectia Dissitiflori, format din A. pallescens, A. peterfii, A. pseudoglaucus,
si A. tarchankuticus. Toate aceste specii au grupul de ribotipuri A ca presupus ‘miez’ al array-urilor

nrITS si sunt cunoscute ca poliploizi cu exceptia A. tarchankuticus.
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Importanta utilizarii combinate ale secventelor ycf1, ndhF-rpl32 si
rpl32-trnL in filogenia speciilor de Astragalus

in prezentul studiu, regiunile plastidiale ycfl, ndhF-rp/32 si rp/32-trnL au fost folosite la
filogenia Astragalus pentru prima data. Scopul principal al folosirii acestor markeri a fost inferenta
relatiilor de inrudire exclusiv la nivele taxonomice reduse (de exemplu la nivel intrasectie). Prin
urmare, variabilitatea lor este greu comparabila cu cea a markerilor plastidiali deja folositi la
nivele taxonomice mai inalte (de exemplu la nivele generice ori inter-sectionale) in filogenia
Astragalus: trnL intron (Wojciechowski et al., 1999), ndhF gene (Kazempour Osaloo et al., 2003),
trnL-F region (Kazemi et al., 2009). Comparatia recent realizata de Dong et al. (2012) intre 23 de
regiuni plastidiale (printre altele, ycf1 si rp/32-trnL, dar omitand ndhF-rp/32) a determinat ycfl ca
cel mai variabil, urmat de trnK si rp/32-trnL, confirmand astfel potentialul acestor regiuni in
inferenta filogenetica la plante.

n ciuda faptului cd ycfl+ndhF-rpl32+rpl32-trnL nu au putut decela speciile clar divergente
precum A. tarchankuticus de A. peterfii, au fost suficient de variabili pentru a delimita o serie de
clade bine sustinute din sectia Dissitiflori (vezi capitolul Rezultate) si chiar in complexul
recunoscut de specii. In opinia noastrd, cele trei regiuni plastidiale folosite n acest studiu prezinta

potential pentru studii filogenetice in Astragalus, cum ar fi delimitarile sectiilor.
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Concluzii

e Analiza filogenetica combinata a trei regiuni plastidiale esantionate in speciile europene
de Astragalus apartindnd sectiei Dissitiflori a furnizat o rezolutie suficienta pentru
deducerea concluziilor ferme referitoare la diversificatia acestui grup taxonomic in

Europa.

e Trasatura cea mai importanta a filogeniei o constituie o ramificatie evolutivd ancestrala
rezultand in doua clade principale (A si B). Apartenenta speciilor la cladele A, B si B1 este
congruentad cu distributia lor geografica: clada A reflecta inrudirea unor specii distibuite
mai mult in Europa de Est si Asia; clada B (exclusiv clada B1) reprezinta inrudirea unor
specii de distributie predominant mediteraneeand, in timp ce clada B1 (a ramificatie
secundara a cladei B) reprezintd inrudirea surprinzitoare a doua specii, ambele cu o

distributie contrasta de Europa de Est si Asia.

e Incongruenta intre filogenia plastidiald si pozitia filogenetica a speciilor apartinand
taxonului A. vesicarius s.l. pe arborele filogenetic bazat pe secvente nrITS sugereaza ca

cladele A si B au interactionat in trecut sub forma hibridarii.

e Sectia Dissitiflori nu e monofiletica pentru ca cele doua specii incluse din sect. Erioceras

sunt Tnserate in filogenia sectiei Dissitiflori.

e Structura reticulatd a markerului nriTS intr-un grup de specii poliploide cu istorie
controversata a nomenclaturii lor (A. peterfii, A. pallescens, A. pseudoglaucus, A.
tarchankuticus) sustine originea lor alopoliploida. Structura reticulatd a markerului nriTS a
fost dezvaluita pentru prima data la genul Astragalus in cadrul acestei teze de doctorat,
iar paralogia unui marker nuclear a fost explicata prin hibridare din trecut pentru prima

data aici.

e Diferentierea grupelor ribotipurilor in combinatie cu filogenia de plastidad si analiza
multivariata a caracterelor morfologice s-au dovedit in combinatie a fi o unealta utild in
justificarea independentei taxonomice a unor specii cu statut taxonomic incert in sectia

Dissitiflori a genului Astragalus.
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