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Rezumat

Complexul major de histocompatibilitate (MHC) este o regiune genomica relativ larga,
care se gaseste la toate speciile de vertebrate gnatostomate. Majoritatea genelor din aceasta
regiune sunt necesare pentru raspunsul imun si astfel sunt vitale pentru supravietuirea
organismului.

Functia proteinelor MHC este prezentarea peptidelor derivate din agenti patogeni
intra- si extracelulari. Proteinele MHC 11 sunt exprimate pe suprafata celulelor prezentatoare
de antigen, cum ar fi macrofagele, si functia lor principala este de a prezenta antigenele
extracelulare celulelor T-helper. Complexul matur MHC Il este compus dintr-un lant
peptidic alfa si beta care este codificat de genele MHC II A si B. Situsul de legare al
antigenelor (antigen binding site —ABS) al acestui complex de proteine heteromerice este
codificat de exonul 2 al genelor A si B. Aceste situsuri sunt adesea extrem de polimorfice si
arata semnele selectiei naturale. Teoriile care motiveaza variatia extrema a acestor situsuri
sunt: avantajul heterozigotilor, selectia dependenta de frecventa si de preferinta de
imperechere nealeatorie.

Deoarece aceste gene si in special situsurile de legare a antigenelor sunt atit de
variabile si joaca un rol-cheie in raspunsul imun al vertebratelor, acestea sunt adesea folosite
ca markeri moleculari pentru evaluarea structurii genetice a populatiilor. Populatiile cu o
variabilitate scazuta a genelor MHC, pot fi extrem de amenintate de infectii si / sau de efectele
consangvinizarii.

In cazul amfibienilor si reptilelor, in special la broaste si serpi, exista foarte putine
studii axate pe structura si variabilitatea genelor MHC. Multe specii de ofidieni si amfibieni
se confrunta cu un declin al populatiilor ca urmare a acestor boli infectioase emergente.
Evaluarea variatiei genetice a locilor MHC la speciile de reptile si amfibieni amenintate sau
pe cale de disparitie, este importanta pentru dezvoltarea strategiilor de conservare si de

management, care vizeaza mentinerea variabilitatii adaptive.



Proteina COI/COXI1 (citocromoxidaza c¢ subunitatea 1), subunitatea principala a
complexului de proteine citocromoxidaza c, este codificatd in mitocondrii si are functie
catalitica. Acesta este markerul cel mai popular pentru studiile de genetica populatiilor si de
filogeografie in regnul animal. Popularitatea sa a crescut si mai mult deoarece se pare ca
partitia. M1-M6 a genei COIl (Regiunea Folmer) este un instrument eficient pentru
identificarea speciilor de metazoare. Acesta este motivul pentru care acest fragment de gena a
devenit principala secventa de barcoding ADN. Codul de bare ADN poate servi ca mijloc de
acces la informatii taxonomice si ajuta la identificarea speciilor, precum si la evidentierea
acelor specii pentru care nu exista date disponibile. Acesta nu este un instrument complet
pentru o reconstructie filogenetica, dar prin completarea datelor COI cu alti markeri nucleari
sau mitocondriali, putem obtine informatii detaliate si exacte despre specii / filogenie,
filogeografie si structura populatiilor.

Prezentul studiu s-a axat pe identificarea, caracterizarea si aplicabilitatea a doua tipuri
diferite de markeri moleculari (MHC clasa IIB exon 2 si COI) la amfibieni si reptile. Speciile
studiate au fost urmatoarele: Rana dalmatina, Rana temporaria, Rana arvalis, Pelophylax
lessonae, Pelophylax kurtmuelleri, si Mesotriton alpestris - specii de amfibieni si Natrix

tessellata, Natrix natrix si Lacerta agilis - specii de reptile.

Introducere, date din literatura

1. Utilizarea genelor MHC in genetica populatiilor

Aceastd sectiune se ocupa cu structura moleculard, clasificarea si functia genelor
MHC, abordarile generale pentru izolarea acestor gene si utilizarea lor in genetica populatiilor.
Pentru studiile de genetica populatiilor cel mai relevant este exonul 2 al genei MHC clasa IIB.
Acest exon codifica canelura de legare a antigenelor in complexul MHC 11, in lantul de
proteina beta (Figura 1) si este situsul cel mai variabil in genomul speciilor de vertebrate
(Penn & Ilmonen 2005).
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Figura 1: Structura schematica a genelor si proteinelor MHC clasa Il.

Dupa modelul de la mamifere, la toate celelalte specii, complexul major de
histocompatibilitate este divizat in regiuni cuprinzand gene cu functii similare: clasa I, clasa a
I1-a si clasa a Ill-a, inclusiv regiunile extinse ale claselor | si II (Kelley et al 2005.). Numarul
de gene si prezenta acestora variaza de la o specie la alta.

Pentru a explica modul in care este mentinut polimorfismul prin selectie naturala la
genele MHC, au fost propuse mai multe ipoteze: avantajul heterozigotilor (overdominant
selection), selectia dependenta de frecventa, preferinta de imperechere nealeatorie, precum si
ipoteza evitarii consangvinizarii (Penn 2002).

Genele MHC au starnit interesul ecologilor, deoarece sunt extrem de polimorfe si sunt
relevante pentru multe Intrebari de ecologie si evolutie. Pentru cd sunt esentiale in
recunoasterea imuna a parazitilor, aceste gene sunt implicate in orice domeniu in care parazitii
joaca un rol. Studiile de fitness, de exprimare a caracterelor sexuale secundare si de alegere a
partenerului pot beneficia de cunostintele despre variatiile genelor MHC. Genele MHC sunt
potential importante in conservarea speciilor, iar diversitatea lor exceptionald ofera

perspective noi pentru a intelege structura si istoria genetica a populatiilor (Hedrick 2003).

2. Utilizarea genelor COI in filogenie, filogeografie si genetica populatiilor
Aceastd sectiune prezinta structura si functia genei citocromoxidaza subunitatea I,
abordarile pentru izolarea acestei gene si utilizarea ei in barcodingul ADN al speciilor de
animale, in filogenie si filogeografie. Studiile asociate cu Consortium for the Barcode of Life
(CBOL) folosesc de obicei, o secventa de 648 de baze ale genei COI, incepand de la capatul
5'. Variatiile intraspecifice in aceasta secventa sunt, in general, cu 10% mai putine decat

variatiile interspecifice iar insertiile sau deletiile sunt rare (Waugh 2007).



3. Genetica populatiilor
Aceasta sectiune prezinta si explicd termeni generali, metode si principii aplicate in

genetica populatiilor

4. Metode statistice tipice pentru genele MHC
Genele MHC sunt diferite de alte gene in ceea ce priveste selectia pozitiva care
actioneaza la nivelul situsurilor de legare a antigenelor. Prin urmare, analiza acestor secvente

are nevoie de anumite metode specifice, care sunt prezentate in aceasta sectiune.

5. Metode statistice tipice pentru filogenie si filogeografie cu markeri

mitocondriali
Aceastd sectiune se ocupa cu explicarea termenilor generali de filogenetica,
filogeografie, cu alegerea modelului cel mai corespunzator pentru analiza secventelor, si cu

descrierea de modele si metode analitice.

Proiecte de cercetare si rezultate

In aceastd sectiune sunt prezentate separat proiectele de cercetare. Pentru fiecare

proiect rezultatele cercetarii, metodele si discutiile sunt separate.

1. Identificarea partiala a exonului 2 din gena MHC |l B, la doua
specii de ofidieni: Natrix tessellata si Natrix natrix

Doi indivizi de Natrix tessellata (N. tesselatal si N. tesselata2) si un individ de Natrix
natrix au fost utilizati in acest studiu. Pentru a demonstra ca secventele noastre sunt intr-
adevar secvente MHC si pentru constructia arborelui filogenetic, am folosit secvente MHC
omoloage din NCBI. Pentru constructia amorselor am folosit doua secvente de M. corallinus
(FL589895.1 FL590235.1), deoarece alinierile cu secventele omoloage de la alte reptile au
generat putine regiuni conservate. Amorsele degenerate construite de noi, SnakeMHC F:
AGC GGG TGC GGT TCC TSS si SnakeMHC R: GTC CRC ATC CGS CTC CCC au dat un
produs lung de 113 bps, la temperatura de aliniere de 59° C.

In cazul celor 20 de clone de N. tessellata, de la 2 indivizi am gasit doar 2 alele (N.
tessellata 1 si N. tessellata 2). In cazul individului de N. natrix am gasit 4 alele (clonel-4).

Arborele filogenetic indica faptul ca secventele noastre de MHC nu pot fi utilizate pentru



distingerea intre specii. Clonele de N. natrix clona 1 si clona 3 se grupeaza impreuna cu N.
tessellata 1, in timp ce N. natrix clona 2 si clona 4 se grupeaza, impreuna cu N. tessellata 2,
si cu secventele M. corallinus. Rezultatele noastre indica prezenta de trans-species
polimorfism, un fenomen in care aceleasi alele sunt pastrate in diferite specii de-a lungul
evolutiei (Klein et al. 1998). Este important de retinut faptul ca secventele MHC de la sarpe se
grupeaza impreuna cu secventele de mamifere si nu cu restul speciilor de reptile, care par a fi

mai aproape de secventele de MHC de pasare (Fig. 2).
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Figura 2: Arborele filogenetic al secventelor MHC clasa Il B-exon 2, dupa metoda Maximum Likelihood.



2. Identificarea si caracterizarea alelelor MHC Il B la trei specii

de amfibieni din familia Ranidae

Interesul in monitorizarea populatiilor de amfibieni este in crestere din cauza aparitiei
unor boli infectioase cauzate de Batrachochytrium dendrobatidis (BD) (Berger et al. 1998) si
de ranavirus (ES) (Granoff 1989). Multe specii de broaste europene se confrunta cu un declin
al populatiilor ca urmare a acestor boli infectioase emergente (de exemplu, Pelophylax
esculentus klepton; Wood et al 2009 si Rana temporaria, Teacher et al 2010).

Scopul studiului de fata a fost de a identifica si de a caracteriza exonul 2 din gena
MHC Il B la trei specii europene de Ranidae: broasca de mlastina (Rana arvalis), Pelophylax
kurtmuelleri si broasca mica de lac (Pelophylax lessonae). Scopul nostru a fost de a construi
si de a optimiza amorse care pot fi folosite pentru analizarea structurii populatiilor si pentru
analizarea filogeografiei acestor specii de Ranidae.

Am folosit tesutul unor specimene conservate in etanol: R. arvalis (n = 3), P.
kurtmuelleri (n = 2), R. temporaria (n = 2) si P. lessonae (n = 2). P. kurtmuelleri este dificil
sa se distingd de R. ridibunda, astfel am testat cele doua exemplare cu amorsele universale
16Sar si 16Sbr (Palumbi 1996). Am folosit o pereche de amorse degenerate (MHC-F si MHC-
5R), dezvoltata de Hauswaldt et al. (2007) pentru a amplifica un fragment de 235 bps (cu
amorsele inculse) la speciile R. arvalis si R. temporaria. Prin utilizarea secventelor de R.
pipiens, R. sylvatica, R. palustris, R. warszewitschii, R. yavapaiensis si R. catesbeiana din
baza de date NCBI, am realizat o pereche de amorse degenerate pentru a amplifica exonul 2.
Secventele acestor amorse erau: RanaF 5'-CAG TGT TAT TAC CGG AAC GGG ACG-3 "si
RanaR2: 5-TTT SMG STC TAT GGC TGY AGG-3". Lungimea estimata a produsului a fost
de 243 de baze (cu amorsele incluse).

In total au fost izolate 13 alele MHC Il B-exon 2 din ADN-ul genomic al celor trei
specii de Ranidae. Secventele alelelor au aratat similitudine semnificativa cu secventele altor
specii de amfibieni din GenBank (BLAST e-value mai mic decat 2.4e-48). Cele 2 secvente R.
temporaria au fost folosite numai in construirea arborelui filogenetic, deoarece aceastd
secventd la R. temporaria a fost deja caracterizata (Zeisset si Beebee 2009), dar alelele
identificate de noi au fost mai lungi si nu identice cu cele prezente in NCBI.

La R. arvalis, din cei 61 de aminoacizi ai secventei au existat 12 pozitii variabile intre
cele opt alele aliniate. Opt dintre aceste situsuri variabile au facut parte din ABS (situs de

legare a antigenelor, antigen binding site) dupa modelul lui Tong et al. (2006).



Rata mutationala nonsinonima a fost semnificativ mai mare decit rata mutationala
sinonima in pozitiile ABS, un rezultat care indica selectie pozitiva actionand pe aceste situsuri
(Tabelul 1). In schimb, rata mutationald nonsinonima nu a fost mai mare decat rata de mutatii

sinonime in pozitiile non-ABS.

Tabel 1: Estimarile ratelor mutationale nonsinonime (dy) si sinonime (ds) ale alelelor de MHC clasa 1l B exon 2,

la doud specii de broaste.

Sites N ds dN dN'ds P

R. arvalis ABS 8 0.015+0.014 | 0.154+0.009 | 0.139+0.043 0.003
R. arvalis Non-ABS 8 0.032+0.016 | 0.01+0.005 -0.022 +£0.017 1.0
P. lessonae ABS 4 0.324+0.280 | 0.431 £0.214 | 0.107+£0.333 0.375
P. lessonae Non-ABS | 4 0.334+0.121 | 0.199+0.041 | -0.135+0.134 1.0

Pentru P. kurtmuelleri am gasit doar o singura alela. La a treia specie, P. lessonae, am
gasit 30 pozitii variabile de aminoacizi, cu sapte dintre ele apartinand de ABS-urile definite
de Tong et al. (2006) iar 23 sunt in regiunea non-ABS. La P. lessonae nu am gasit o dovada
semnificativa de selectie pozitiva in pozitiile ABS (Tabelul 1).

Analiza filogenetica moleculara a indicat alele comune fintre specii: trans-species
polimorfism (Fig. 3). Alelele de R. arvalis au format un grup bine definit, dar doua alele de P.
lessonae s-au grupat impreuna cu secventa de R. kurtmuelleri cu sprijin bootsrap foarte mare.
Celelalte doua alele de P. lessonae au format un grup separat care a fost mult mai strans legat
de speciile din America de Nord. Surprinzitor, alelele de R. temporaria s-au grupat impreuna
cu secventele speciilor din America de Nord, desi nodul de separare intre R. temporaria
speciile de Rana din America si R. arvalis a avut sprijin redus.

Deducem ca R. arvalis are cel putin doi loci MHC Il B pentru ca am recuperat patru
alele unice de la un singur individ. De asemenea presupunem ca P. lessonae are cel putin doi
loci, pentru cd diferentele de aminoacizi intre cele doua grupuri de alele sunt atat de mari incat

este probabil ca acestea reprezintd doi loci diferiti.
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Figura 3. Relatiile filogenetice intre secventele MHC clasa 1I1B exon 2 la amfibieni. Arborele a fost generat

dupa metoda maximum likelihood. Ambystoma mexicanum a fost folosit ca un outgroup si valorile bootstrap

(1000 replicate) sunt afisate pentru nodurile care au primit sprijin mai mare de 60%. Codurile GenBank sunt in

paranteza.
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3. Identificarea secventelor partiale de COIl la doua specii de

amfibieni strans inrudite, Rana dalmatina si Rana temporaria

In acest studiu vom prezenta secventele partiale de COIl ale celor doud specii precum
si analiza relatiilor filogenetice intre aceste secvente si secventele altor specii de Rana
disponibile in baza de date NCBI. Pentru a confirma identificarea speciilor bazata pe caractere
morfologice am analizat de asemenea o secventa a genei 16S rARN ale speciilor respective.

Doi indivizi de Rana dalmatina (dalmatinal si dalmatina2) si de Rana temporaria
(temporarial si temporaria2) au fost folositi in acest studiu.

Am folosit amoresele universale 16Sar si 16Sbr (Palumbi 1996) pentru a amplifica 0
secventa de aproximativ 590 bps din gena mitocondriala 16S rARN.

Pentru a obtine secventa partiala de COl am folosit amorsele degenerate V1F si VIR
publicate de catre Smith et al (2008). Initial, un fragment de 710 bps a fost amplificat pe
ADN-ul genomic la individul dalmatinal. Bazat pe produsul acestui PCR am conceput
amorsele specifice:

RanaCOIF: STTCTCTACTAACCACAAAGACATTGG 3 "si
RanaCOIR: 5 TAGACTTCTGGGTGGCCGAAAAATCA 3"

Lungimile secventelor obtinute dupa secventializarea directda cu RanaCOIF au fost in
jur de 640 bps.

Bazandu-ne pe alinierea secventelor obtinute de R. temporaria, R. dalmatina si a
secventelor omoloage de COl ale altor specii de Rana am construit arborele filogenetic, dupa
metoda maximum likelihood (Fig. 4).

Arborele COI prezintd o topologie similara cu cel obtinut din secventele de16S rARN
in ceea ce priveste pozitia secventelor de R. dalmatina si R. temporaria. in cazul arborelui de
16S rRNA R. pyrenaica se dovedeste a fi mai strans legat de R. temporaria decat de R.
dalmatina. Separarea este clara intre speciile europene (R. dalmatina R. pyrenaica si R.
temporaria) si speciile din America de Nord in cazul ambilor markeri moleculari.

Dupa cunostiinta noastrd acesta este primul raport al secventelor de COIl la Rana
temporaria si Rana dalmatina. Amorsele specifice, dezvoltate pentru secventializarea directa

ar trebui sa faciliteze o evaluare rapida a variabilitatii populatiilor de Rana.
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gq R. temporaria 1
53 R. temporaria 2
B5 L R. pyrenaica EU746402.1

|R. dalmatina 1
7 1001 R. dalmatina 2

gq| R. catesbeiana EF525855.1

4{ R. catesbeiana EF525856.1

R. clamitans EF525864.1
?‘- R. clamitans EF525869.1

R. septentrionalis EF525893.1

493L R. septentrionalis EF525896.1
R. pipiens EF525888.1
= — R syhatica EF525901.1

EEL R. sylvatica EF525903.1
A. laterale EF525709.1

72 =1

—
0.05

Figura 4: Arborele filogenetic dupd metoda maximum likelihood al secventelor de COIl la speciile de Rana.
Valorile bootstrap sunt afigate in stdnga nodurilor.

4. Filogeografie bazata pe COI si variabilitate genetica

intraspecifica a populatiilor de Rana dalmatina in jurul Carpatilor

Regiunile cele mai bine cunoscute ca refugii glaciare pentru animale si diferite specii
de plante sunt peninsulele mediteraneene si Caucazul (Taberlet et al. 1998). Cu toate acestea,
se pare ca unele specii au supravietuit perioadelor glaciare recente in refugii criptice, mai spre
nord ca si in cazul speciei R. arvalis, care aratd o mare diversitate in Bazinul Carpatic (Babik
et al. 2004). Refugiu local a fost identificat, cu haplotipuri distincte si pentru R. temporaria,
in sud-vestul Irlandei (Teacher et al. 2009). Avand in vedere prezenta unor refugii criptice
pentru Rana temporaria si Rana arvalis si in afara peninsulelor mediteraneene, am cautat
posibile refugii criptice pentru specia Rana dalmatina in jurul Muntilor Carpati si Podisul
Transilvaniei. Pe baza genei de COI, care este de asemenea, utilizat pentru barcodingul ADN
al speciilor metazoare (Smith et al 2008) am incercat sa elucidam variabilitatea genetica a

populatiilor de R. dalmatina in Romania.
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Specimenele au fost colectate din 7 regiuni geografice din Romania (Imagine 1).
Regiunile au fost marcate cu litere de la A la G. Probele care fac parte din regiunea A (n = 31)
au fost colectate din Podisul Transilvaniei, si sunt considerate o0 metapopulatie, deoarece nu
exista nici 0 bariera geografica considerabila care ar putea imparti populatiile. Regiunea B
este la vest de Muntii Apuseni si sud de raul Cris, cu un numar de probe n = 5. Regiunea
marcatd cu C a fost langa partea de sud-est a Dunarii, cu n = 5 probe. Regiunea D a fost
delimitata la est de valea raului Olt si la nord de Carpatii Meridionali cu un numar de probe n
= 6. Regiunea E include zona din sud-estul Carpatilor cu o dimensiune a esantionului n = 6.
Din regiunea marcata cu F, in imediata apropiere a raului Siret am putut colecta doar n = 2
exemplare. Regiunea marcati cu G reprezinta platoul din Dobrogea, cu n = 7 probe. In afari
de cele 62 de probe din Romania am analizat secvente din probele primite din alte parti ale
Europei: n = 1 proba din Spania (nord-vest de Pirinei), n = 2 probe din Croatia (la sud de raul
Drava), n = 4 probe din Slovacia, n = 1 proba din Austria si n = 2 probe din Ungaria. Aceste

secvente nuU au fost incluse in analizele structurii populatiilor.

Imaginea 1: Punctele de colectare a probelor.
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Pentru amplificiri PCR si pentru secventializarea directa am folosit amorsele
RanaCOIF/ RanaCOIR din studiul anterior.

Din cele 72 de exemplare de R. dalmatina, dupa analiza am identificat 13 pozitii de
nucleotide variabile. Toate substitutiile de nucleotide erau sinonime, deci nu au modificat
structura de aminoacizi a proteinei. Secventele difereau numai in singletons. Pentru probele
din Romania am identificat 9 alele diferite.

Diversitatea haplotipurilor a fost cea mai mare pentru probele din regiunea D, cu 5
alele. In regiunea A au fost inregistrate 3 alele si 2 alele in regiunea B. In regiunea F am gasit,
de asemenea, 2 alele de la cele 2 probe, dar din cauza acestui numar redus de exemplare,
diversitatea haplotipurilor trebuie sa fie tratata cu prudenta, in acest caz (Tabelul 2). Pentru

regiunile C, G, E, am gasit doar o singura aleld, comuna la toate.

Tabelul 2: Diversitatea haplotipurilor din cele 7 regiuni de esantion( h: haplotype diversity, uh: unbiased
haplotype diversity).
Pop h uh

0.000 0.000
0.778 0.933
0.231 0.239
0.320 0.400
0.000 0.000
0.000 0.000
0.500 1.000

m m O W > OO0

Distantele genetice (Pairwise Nei genetic distance) au fost cele mai mari pentru
probele din regiunea D (Tabelul 3). Testul Mantel intre distanta genetica (GD) si distanta
geografica (GGD), indica o slaba corelatie negativa, rxy = -0.108, dar cu o valoare P = 0,07
nesemnificativa.

Testul AMOVA nu a evidentiat o diferentiere genetica intre presupuse metapopulatii,
separate prin Muntii Carpati. Cu toate acestea, s-a dovedit diferentierea genetica a populatiilor
atunci cand cele 7 regiuni au fost analizate separat (Tabelul 4). Valorile maxime si
semnificative de PhiPT, luate doua cate doua, au fost obtinute pentru probele din regiunea D.
Explicatia noastra pentru aceasta variabilitate mare in regiunea D este un posibil refugiu

criptic al speciei.
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Tabel 3: Distanta geneticd Nei (GD) si identitatea genetica Nei (ID) pentru secventele din cele 7 regiuni.

Pop1l Pop2 Nei GD Nei ID
C D 0.347 0.707
C A 0.007 0.993
D A 0.353 0.702
C B 0.030 0.970
D B 0.377 0.686
A B 0.037 0.964
C G 0.000 1.000
D G 0.347 0.707
A G 0.007 0.993
B G 0.030 0.970
C E 0.000 1.000
D E 0.347 0.707
A E 0.007 0.993
B E 0.030 0.970
G E 0.000 1.000
C F 0.347 0.707
D F 0.693 0.500
A F 0.353 0.702
B F 0.377 0.686
G F 0.347 0.707
E F 0.347 0.707

Tabel 4: Estimarea valorilor de PhiPT si de PhiPT linearizat ale regiunilor de esantion.

Popl Pop2 PhiPT LinPhiPT P(rand >= data)
C D 0.261 0.352 0.060
C A 0.000 0.000 0.220
D A 0.337 0.508 0.010
C B 0.000 0.000 0.010
D B 0.075 0.082 0.160
A B 0.000 0.000 0.110
C G 0.000 0.000 1.000
D G 0.333 0.500 0.010
A G 0.000 0.000 0.130
B G 0.073 0.079 0.440
C E 0.000 0.000 1.000
D E 0.300 0.429 0.050
A E 0.000 0.000 0.300
B E 0.040 0.042 0.560
G E 0.000 0.000 1.000
C F 0.474 0.900 0.330
D F 0.000 0.000 0.520
A F 0.329 0.490 0.070
B F 0.015 0.015 0.540
G F 0.588 1.429 0.260
E F 0.538 1.167 0.270



5. Filogenia bazata pe COI a amfibienilor din grupul Ranidea din
Europa: Rana arvalis, Rana temporaria, Rana dalmatina,

Pelophylax kurtmuelleri si Pelophylax lessonae

In acest studiu am folosit o0 secventa (regiunea Folmer) a genei COI (citicrom oxidaza
subunitatea 1) pentru a determina inrudirea filogenetica a 5 specii de broaste Ranidae. Desi
filogenia speciilor de Ranidae si a altor broaste a fost deja efectuata cu ajutorul markerilor de
16S rARN, 12S rARN, tARN-valina, H3 histon, rodopsina (Frost et al 2006,. Veith et al.
2003), secventa genei COIl inca nu a fost carcterizata. Regiunea Folmer a genei COI este
instrumentul cel mai folosit pentru identificarea speciilor metazoare (Waugh 2007). Codul de
bare ADN poate servi ca mijloc de acces la informatii taxonomice si ajuta la identificarea
speciilor, precum si la evidentierea acelor specii pentru care nu exista date disponibile.
Arborele filogenetic obtinut din secventele de COI poate fi comparat cu arborele construit
prin secventele de 16SrARN.

Specimenele au fost aceleasi cu cele din studiile anterioare si amorsele RanaCOIF /
RanaCOIR au fost utilizate pentru amplificarea PCR si secventializare directa.

Din cele 3 exemplare de R. arvalis am obtinut 3 haplotipuri diferite de COI, in timp ce pentru
cele 2 exemplare de P. kurtmuelleri si P. lessonae am obtinut doar 1 haplotip de COI pentru
fiecare specie. Din studiul nostru anterior am avut un haplotip de R. dalmatina si 1 haplotip de
R. temporaria.

Valorile de divergenta genetica estimate intre perechile de secvente au fost relativ
ridicate, cele mai mari valori fiind intre secventele de P. kurtmuelleri 01 si R. temporaria 01
(Tabelul 5).

Tabel 5: Estimarile divergentelor genetice intre cele 7 haplotipuri identificate.

P._kurtmuelleri_01
P. lessonae 01 0.173

R. arvalis 01 0.234 | 0.208
R. arvalis 02 0.239 | 0.213 | 0.006
R. arvalis 03 0.234 | 0.208 | 0.002 | 0.005

R._temporaria_01 | 0.244 | 0.199 | 0.102 | 0.105 | 0.104
R._dalmatina_01 0.235 | 0.225 | 0.155 | 0.151 | 0.153 | 0.159

Utilizand secventele disponibile de COI din baza de date NCBI si secventele obtinute

de noi, am construit un arbore filogenetic al speciilor Ranidae. Potrivit arborelui filogenetic
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bazat pe COlI, speciile de Rana din Europa formeaza un grup distinct de speciile de Rana din
Lumea Noua. Insd R. catesbeiana pare sa ocupe o pozitie intermediara intre speciile de Rana
a celor doud continente (Fig. 5). In cadrul speciilor Europene de Rana, R. temporaria este cea
mai apropiata de R. pyrenaica in timp ce R. dalmatina reprezinta o secventa bazala. Cele doua
specii de Pelophylax formeaza un grup diferit de cel al speciilor de Rana, indicand faptul ca
divergenta intre broastele verzi (Pelophylax) si broastele brune (Rana) este mai veche decat

separarea intre speciile de Rana din cele doua continente.

R. arvalis 01
99’{

R. arvalis 03

95 R. arvalis 02

R. temporaria 01

94 EU746402.1 R. pyrenaica

98

R. dalmatina 01

EF525856.1 R. catesbeiana
EF525888.1 R. pipiens
EF525902.1 R. sylvatica

P. kurtmuelleri 01

99 P. lessonae 01

EF525709.1 A. laterale

0.05

Figura 5: Arbore filogenetic bazat pe secventele de COI ale speciilor de Ranidae. Metoda folositd: maximum

likelihood, cu replici de 1000 boostrap.

Arborele filogenetic, construit pe baza secventelor de 16S rARN este doar putin diferit
de cel bazat pe secvente de COI (Figura 6).

Rezultatele noastre indica faptul ca divergenta genetica medie este 0.2074 + 0.0132
pentru haplotipurile de COI (Modelul Kimura 2-parameter) in timp ce pentru secventele de
16SrARN este semnificativ mai mica: 0.103 + 0,01 (P <0,01). Putem concluziona ca
secventele de COI avand variabilitate mai mare pot produce o rezolutie mai buna si constituie
un marker molecular mai bun pentru barcoding si filogenie.

Alinierea celor 7 haplotipuri identificate a indicat un numar mare de pozitii variabile

intre cele 5 specii. Numarul mare de situsuri variabile confirma faptul ca regiunea Folmer a
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genei COI este instrumentul cel mai convenabil pentru identificarea speciilor si pentru

barcoding.

_EAY147938.1 R. analis
AY147950.1 R. pyrenaica

—— R. dalmatina 01

78

78

—— R. temporaria 01

90 ————— DQ347323.1 R. pipiens
DQ283387.1 R. sylvatica

—— DQ283257 R. catesbeiana

— P. kurtmuelleri 01
84— AY322276.1 P. lessonae
AY728218.1 A. laterale

—
0.05

Figura 6: Arbore filogenetic bazat pe secventele de 16SrARN ale speciilor de Ranidae. Metoda folosita:

maximum likelihood, cu replici de 1000 boostrap.

6. Refugiul glaciar al speciei Mesotriton alpestris in Muntii
Apuseni

Acest studiu a vizat analiza genetica a tritonului alpin din Muntii Apuseni si Carpatii
Meridionali, prin care am cautat un posibil refugiu criptic al speciei. Au fost analizate doua
populatii, in concordanta cu cele doud zone geografice. Tritonii din Muntii Apuseni provin
din localitatea Madrigesti, aflata la o altitudine de 445 m, iar cei din Carpati Meridionali
provin din zona localitdtii Voineasa, la 830 m altitudine.

In total, 48 de indivizi au fost inclusi in esantion, 24 de probe din fiecare populatie
(Madrigesti: m1-24, VVoineasa: v1-24).

Dupa amplificarea initiald cu amorsele universale pentru vertebrate: V1F-V1R (.
Smith et al 2008), am conceput amorsele specifice:

MesF: 5'- TTCTCTACTAACCACAAAGACATTGG -3 "si
MesR: 5 '- TAGACTTCTGGGTGACCAAAAAACCA - 3 ™. Cu ajutorul amorselor specifice
am facut PCR-ul pe cele 48 de probe. Pentru a exclude orice posibila eroare de amplificare,

fiecare PCR a fost repetat.
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Dupa analiza celor 48 de secvente, am identificat 4 alele: A, B, C si D. Alelele
identificate se grupeaza impreuna cu secventele de M. alpestris cyreni, care este raspandit in
Peninsula Iberica si cu M alpestris reiseri, subspecie care populeaza in Balcani (Fig.
7).Secventele pentru comparatie au fost obtinute din baza de date NCBI.

96| C

48 D
68

w

66

EF525931.1 M. a. cyreni
EF525932.1 M. a. cyreni
100 [ EF525950.1 M. a. reiseri
EF525951.1 M. a. reiseri
96 | EF525923.1 M. a. alpestris
EF525925.1 M. a. alpestris
88 EF525941.1 M. a. piperianus
. EF525945.1 M. a. piperianus
EF525952.1 M. a. serdarus

EU148289.1 Poromitra crassiceps

—
0.02

Figura 7: Arborele filogenetic al alelelor identificate si al secventelor de M. alpestris din baza de date NCBI.

Metoda folositd: maximum likelihood, cu replici de 1000 boostrap.

Daca comparam cele doua populatii, exista intre ele o distinctie clara in compozitia
alelica. Toate cele 4 alele identificate se gasesc in populatia de la Madrigesti, cu o diversitate
haplotipica de 0.615, in timp ce populatia de la Voineasa este omogena, avand doar o alela
(Fig. 8a, b), fapt care indica efectul fondator (founder effect) in cazul acestei populatii.
Valoarea PhiPT este de 0.665 (P = 0,001), care prezinta o diferentiere majora intre cele doua
populatii. Testul AMOVA arata ca variabilitatea genetica cu privire la haplotipuri, este mai

mare Intre cele doud populatii decat in interiorul celor doua populatii (Fig. 9).

Haplotype Frequency for Madrigesti

2505 4%

17% 54%

Figura 8a: Frecventa haplotipurilor in populatia de la Madrigesti.
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Haplotype Frequency for Voineasa

B
0%

D

A
100%

Figura 8b: Frecventa haplotipurilor in populatia de la Voineasa.

Percentages of Molecular Variance

Within Pops
33%

Among Pops
67%

Figura 9: Procentajul variatiei moleculare intre- si in cadrul populatiilor, dupa testul AMOVA.

7. Filogeografia sarpelui de apa (Natrix tessellata) in Europa de
Sud si de Est

In acest studiu am folosit gena COI (citocromoxidazi subunitatea I) pentru a elucida
relatiile filogenetice intre haplotipurile de Natrix tessellata din Europa de Est si din Balcani.
Am comparat suprapunerea dintre arborele filogenetic bazat pe secventele de COI si arborele
filogenetic bazat pe citocromul b, din studiul lui Guicking et al. (2009). Am folosit in total 15
exemplare de N. tessellata (Imaginea 2).

Pentru a obtine secventa partiald a genei COI, am folosit amorsele degenerate
V1F/V1R, publicate de catre Smith et al (2008).
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Din cele 15 exemplare am recuperat 8 haplotipuri. Haplotipurile sunt prevazute cu
numere de acces de la NCBI, in textul urmator: A (JN871603): Rol - Ro5, Serl, Ser2; B
(JN871604): Ser3; C (JN871605): Ita; D (JN871606): Gr3 , E (JN871607): Ukrl, Ukr2; F
(JN871608): Ukr3; G (JN871609): Grl; H (JN871610): GR2 (Imaginea 2).

Alinierea secventelor de 621 bps lungi, a aratat 48 de pozitii variabile intre haplotipuri.

Imaginea 2: Haplotipuri identificate.

Cele mai mari valori de divergenta genetica intre secvente s-au gasit pentru secventele
Grl si Ukrl1-2 (0.056) si, in general, cele mai mari valori au fost intre haplotipurile Grl, Gr2

si intre restul secventelor, sugerand pozitia bazala a haplotipurilor din Grecia (Tabelul 6).

Tabelul 6: Valorile estimate de divergenta genetica intre haplotipuri, dupa modelul Kimura 2-parameter.
Grl
Gr2 |0.003
Gr3 10.052{0.050
Ilta [0.052/0.050|0.013
Rol |0.054{0.052]0.011{0.002
Ro02 [0.054|0.052]0.011{0.002|0.000
R03 |0.054|0.052]0.011]0.002|0.000]0.000
Ro4 |0.054{0.052]0.011{0.002]0.000{0.000]0.000
Ro5 [0.054|0.052]0.011]0.002]0.000|0.000{0.000{0.000
Ser1]0.054{0.052|0.011]0.002{0.000{0.000{0.000{0.000{0.000
Ser2(0.054]0.052|0.011{0.002|0.000{0.000]|0.000{0.000]0.000{0.000
Ser3]0.056{0.054|0.013]0.003{0.002{0.002]0.002{0.002|0.002]0.002{0.002
Ukr1]0.056]0.054]0.040]0.043]0.045]|0.045]0.045]0.045]0.045]0.045]0.045]0.047
Ukr2]|0.056{0.054]0.040{0.043]0.045(0.045]0.045|0.045{0.045]|0.045{0.045|0.047{0.000
Ukr3{0.054]0.052|0.038/0.042]0.043]0.043(0.043|0.043]0.043|0.043[0.043]|0.045|0.002{0.002
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Analiza filogenetica a secventelor de N. tessellata indica 3 grupuri majore (Fig. 10).
Un grup este format din secventele din Ucraina, iar un alt grup din haplotipurile Grl si Gr2
secvente care sunt din partea continentala a Greciei. A fost surprinzator faptul ca haplotipuri
indepartate spatial se grupeaza impreuna (proba Gr3 de pe insula Creta cu restul secventelor
din Romania, Italia si Serbia), dar rezultatele noastre sunt in concordanta cu rezultatele lui
Guicking et al. (2009), care s-au bazat pe gena citocrom b. Potrivit acestui studiu, colonizarea
Greciei si a Europei a avut loc in doud valuri, haplotipurile Grl si Gr2 sunt din prima
colonizare si au supravietuit izolat, de la inceputul Pliocenului. Europa Centrala si de Vest a
fost colonizat dupa ultima perioada rece. Haplotipurile de N. tessellata din Ucraina formeaza
un grup separat de haplotipurile din Europa si aceasta topologie este, de asemenea, in
concordantd cu constatarile Iui Guicking et al. (2009): partea de nord a Marii-Negre si
habitatele nord-si est-Europene au fost colonizate din refugiul caucazian. Populatia cea mai
nordica si bine izolata de N. tessellata din Galichya Gora, pare a fi rezultatul unui eveniment
de colonizare foarte recenta si rapida. Timpul de izolare nu a fost suficient de lung pentru

orice divergentd genetica la nivelul genei COI.

89

96 61— Ser3

71

Natrix natrix

0.01
Figura 10: Analiza filogenetica a celor 15 haplotipuri de N. Tessellata, dupa modelul Kimura 2-parameter si

metoda maximum likelihood cu replici de 1000 boostrap. Secventa de Natrix natrix ((JN871611) a fost folosit

pentru outgroup.
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8. Comparatie intre filogenia bazata pe MHC si filogenia bazata
pe COI

Avand la dispozitie secventele de MHC Il B exon 2 si secventele de COI de la speciile
Ranidae, putem compara arborii filogenetici generati prin cele doua tipuri de markeri
moleculari. Acesti arbori filogenetici au fost creati utilizdnd secventele nostre recent
identificate, impreuna cu secventele din baza de date NCBI. Secventele recent identificate ale
genelor MHC si COI provin de la aceleasi exemplare, ceea ce nu este cazul pentru secventele
de la NCBI.

Secventele de COI formeaza 3 grupuri separate. Un grup este pentru speciile Rana din
Europa, un grup format din speciile de Rana din Lumea Noua si un grup pentru speciile
Pelophylax (broaste verzi). Secventele de Pelophylax sunt bazale pentru secventele broastelor
brune (Rana), care indica faptul ca separarea in broaste verzi si broaste brune a precedat
separarea intre broagtele brune din Europa si America (Fig. 11).

Arborele filogenetic pe baza secventelor MHC pare a fi usor diferit. Alelele de R.
arvalis se grupeaza impreuna si sunt cele mai apropiate de alelele de R. temporaria. Alelele
MHC de la speciile Rana din Lumea Noua, de asemenea, se grupeaza impreuna, cu exceptia
unei alele de R. sylvatica, care se grupeaza impreuna cu alelele de R. temporaria.
Polimorfismul trans-specific se observa intre secventele din America, alelele de la o specie se
grupeaza intre alelele altor specii. Acest fenomen nu apare intre Secventele apartinand
broastelor verde si secventele broastelor brune, care de asemenea se grupeaza separat. Ca si in

cazul secventelor COI, secventele de Pelophylax sunt la baza secventelor de Rana (Fig. 12).

R. analis 02

100 R. analis 03

%9 |— R. analis 01

R. temporaria 01
EF525856.1 R. catesbeiana

EF525888.1 R. pipiens
EF525902.1 R. sylvatica

I P. kurtmuelleri 01

99l P. lessonae 01

EU566846.1 X laevis

0.02
Figura 11: Analiza filogenetica a secventelor COIL, dupa modelul Kimura 2-parameter si metoda maximum

likelihood cu replici de 1000 boostrap.
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_| HQO025938 R. sylvatica
76 HQ025936 R. pipiens
HQO025930 R. catesbeiana
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R. temporaria 01. 02
o I: HQO025939 R. sylvatica
R. temporaria 01. 01
R. analis 03. 02
R. anvalis 03. 01
g1 | R. arvalis 01. 01
75 R. anvalis 01. 02
67| |R. analis 02. 04
R. arvalis 02. 02

R. arvalis 02. 01
R. arvalis 02. 03

78

60

|P. lessonae 02. 01
100 P. lessonae 02. 02

P. lessonae 01. 01
100 |_‘ P. kuertmulleri 01
791P. lessonae 01. 02
I D13687 X. laevis
99| D13688 X. laevis

—
0.05

Figura 12: Analiza filogeneticid a secventelor MHC 1I B exon 2, dupd modelul Kimura 2-parameter si metoda

maximum likelihood cu replici de 1000 boostrap.

Ipoteza noastra este ca secventele genei MHC pot fi mai eficiente in analizele
filogenetice, atunci cand cunoastem majoritatea alelelor de la speciile tintd. Atunci cand avem
mai multe alele putem diferentia intre alelele specifice speciei si alele comune intre specii. In
timp ce alelele specifice speciei ajuta la identificarea speciilor, alelele comune indica faptul ca
acele specii care impartasesc alele comune sunt mai aproapiate filogenetic, decat speciile care
nu impartasesc alele comune. Rezultatele noastre sunt conforme cu constatarile lui Berggren
et al. (2005): utilizarea alelelor MHC, impreuna cu markeri mitocondriali ne permite sa

tragem concluzii mai detaliate cu privire la filogenia speciilor.
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Concluzii

1. Secventele partiale de MHC II B exon 2 la sarpele de apa (Natrix tessellata) si la sarpele de
casa (Natrix natrix) arata plimorfism trans-specific (trans-species polimorphism). Exista alele
comune intre specii diferite.

Sarpele de casa are cel putin doi loci MHC Il B, 4 alele au fost identificate la un singur
exemplar si aceste alele se grupeaza separat in arborele filogenetic. Doi loci MHC pot fi
prezisi si pentru sarpele de apa, deoarece cele doua alele identificate se grupeaza in diferite
grupuri.

Secventa MHC clasa Il B exonul 2, la serpi are o variabilitate ridicata, la o lungime de 77 bps

am gasit 28 de pozitii de nucleotide variabile.

2. Secventele partiale de MHC 1l B exon 2 la speciile Ranidae, de asemenea, prezinta
fenomenul: trans-species polimorfism. Alelele sunt partajate in cadrul speciilor din genul
Rana dar nu si intre speciile genurilor Rana si Pelophylax.

Genomul speciei Rana arvalis are cel putin doi loci MHC Il B, la un individ s-au identificat 4
alele. Pentru specia Pelophylax lessonae de asemenea presupunem cel putin doi loci, pentru
ca diferentele genetice intre cele doud grupuri de alele de P. lessonae, au valori ridicate.
Pentru R. arvalis rata de mutatii nonsinonima a fost semnificativ mai mare decat rata de
mutatii sinonime in pozitiile ABS (antigen binding sites, situs de legare al antigenelor). Acest
mod de substitutie este in concordanta cu evolutia caracteristica a genelor MHC, care prezice

o selectie pozitiva in pozitiile ABS.

3. Arborele filogenetic al speciilor Ranidae pe gene COI (citocromoxidaza subunitatea I) are
o topologie asemandtoare cu arborele filogenetic al secventelor 16S rARN. Secventele COI
ale speciilor genului Rana din Europa formeaza un grup separat de secventele speciilor din
genul Rana din America. Speciile genului Pelophylax formeaza un grup distinct de speciile
genului Rana si ocupa o pozitie bazald in arborele filogenetic. Potrivit secventelor COI,
divergenta intre broastele verzi (Pelophylax) si broastele brune (Rana) a avut loc mai devreme

decat divergenta intre speciile genului Rana din Europa si Lumea Noua.
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4. Studiul filogeografic pe baza genei COI la broasca bruna de padure (Rana dalmatina) a
evidentiat o variabilitate genetica scazutd a populatiilor din Romania si Bazinul Carpatic. Au
fost identificate 9 alele.

Muntii Carpati nu reprezintd o barierd fizica pentru fluxul de gene si pentru raspandirea
acestei specii.

Se pare ci existd un refugiu criptic al speciei, intre valea raului Olt si Carpatii Meridionali. In

comparatie cu celelalte regiuni din esantion, aceasta regiune arata o diversitate alelica ridicata.

5. Analiza a doua populatii de tritoni alpini (Mesotriton alpestris) din Muntii Apuseni si din
Carpatii Meridionali a relevat un refugiu criptic in Muntii Apuseni.
Populatia de altitudine mare, din Carpatii Meridionali este omogena, ceea ce indica efectul

fondator, iar populatia de altitudine joasa are 4 alele.

6. Analiza filogeografica a sarpelui de apa (Natrix tessellata) din Europa de Est si de pe
Balcani indica 3 grupuri majore si 8 haplotipuri diferite de COI (citocromoxidaza subunitatea
). Un grup este format de specimenele din Romania, Serbia si Creta, un alt grup de probele
din Ucraina si al treilea grup este format din probele din Peninsula Balcanica. Secventele din
Peninsula Balcanica (Thessalia) sunt bazale pentru celelalte secvente, confirmand faptul ca
colonizarea Europei a avut loc in doua etape. Populatia prezenta a Cretei si a Europei de Est

provine din al doilea val de colonizare.

7. Utilizarea alelelor MHC (marker nuclear), impreuna cu alelele COI (marker mitocondrial)
contribuie la o analiza filogenetica si sistematica mai detaliatd a speciilor, deoarece cele doua
tipuri de markeri se compleateaza reciproc. Arborele filogenetic bazat pe COI este similar cu
arborele filogenetic bazat pe MHC, desi cele doua tipuri de markeri sunt supuse unor forte

evolutive diferite.
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