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Consideratii generale asupra datelor bibliografice studiate

Din datele bibliografice rezultd faptul ca studiile efectuate pand in prezent asupra
speciilor endemice de lepidoptere din Romania, utilizand ca si metode microscopia optica
si electronicd de baleiaj nu au clarificat multe din aspectele privitoare la structura,
morfologia acestor specii.

In literatura de specialitate internationald, tehnica de microscopie optica si
electronica a fost utilizata atit in descrierea unor stadii de dezvoltare necunoscute, prin
caracterizarea morfologicd a acestora (ou, larva, pupa, adult); de asemenea prin
posibilitatea studiului comparativ al unor structuri morfologice omoloage $i neomoloage
ce furnizeazd informatii utilizabile 1n taxonomia/sistematica clasicd; caracterizarea
morfologicd a unor ultrastructuri ce explicd comportamentul si biologia unor specii; nu in
ultimul rind, tehnicile SEM pot fi utilizate i in studii de taxonomie/sistematicd moderna
prin studii de morfologie la nivelul mai multor suprataxoni, $i care au ca scop
evidentierea modificarilor morfologice produse de-a lungul evolutiei, realizarea de
cladograme pe baza acestor diferentieri morfologice, cu evidentierea de noi clade.

La nivel molecular cele mai bogate informatii s-au obtinut prin tehnica
secventarii ADN. De reguld sunt secventate genele mitocondriale, dar Tn ultimii ani sunt
secventate §i gene nucleare. O bund sintezd a metodelor ADN utilizate In sistematica si
taxonomie sunt date de Hillis et al., 1996.

Alti markeri moleculari, utilizati in studiul geneticii populationale sunt

microsatelitiic. ADN, sunt folositi in studiul metapopulatiilor §i in reconstructia



filogeograficd a unor populatii. Acestia sunt utilizati deoarece prezinta un nivel ridicat de
polimorfism. Toate aceste metode au marit in mod considerabil cunostintele referitoare la
evolutia si sitematica populatiilor de insecte. In ultimul timp, metodele moleculare se
indreaptd 1inspre doud tendinte: secventarea ADN utilizatd 1in studiile de
taxonomie/filogenie moleculard §i procesele evolutive ce vor fi evidentiate de aparitia
unui nou sistem de markeri (Assman et al., 2007). Rezultatul unei analize moleculare
filogenetice este exprimatd prin construirea de arbori filogenetici. Constructia acestora se
face utilizind metode computationale filogenetice, ce presupun un algoritm de lucru, o
metodd si un soft de interpretare filogeneticad. Scopul este constructia arborilor
filogenetici ce reprezintd o ipoteza de evolutie a unor genuri, specii sau alti taxoni.

Nici un studiu efectuat pand in prezent nu a utilizat tehnica microscopiei
electronice de baleiaj cat si aspecte de biologie moleculard (filogenie moleculard)

concomitent In descrierea unor specii de lepidoptere endemice din Romania.

Material biologic, tehnici si metodologii utilizate

Specimenele utilizate in studiul morfologiei

Specimenele de Pseudophilotes bavius hungarica Dioszeghy 1913, (Lycaenidae),
1n numar de 6, au fost colectate si introduse in pliculete de hartie de forma triunghiulara,
pentru a se pastra si usca in conditii optime. Materialul a fost colectat de la Suatu, judetul
Cluj-Napoca (leg. Mihali Ciprian Valentin).

Specimenele de Dhalica rakosy Weidlich 2005, (Psychidae), s-au recoltat dupa
cum urmeazd: 2 indivizi adulti masculi, doud femele adulte precum §i numerosi saci
larvari din care s-au extras pupele, respectiv oudle. Specimenele recoltate s-au pastrat
pand la utilizarea acestora intr-un pahar uscat cu capac. S-a realizat prelevarea
materialului biologic din Cheile Turzii, Cluj (leg. dr. Rakosy Laszlo).

Specimenele utilizate in studiul izoenzimelor

Specimenele de Erebia sudetica radnaensis Rebel 1915, (Nymphalidae), utilizate
au fost in numar de 297 si au apartinut la 19 populatii. Indivizii proaspat prelevati au fost
ntrodusi in azot lichid si pastrati la aceastd temperaturd (- 194°C) pana in momentul in
care s-au utilizat. S-a realizat prelevarea materialului biologic din urmatoarele locatii: 75

indivizi din Elvetia, cite 15 indivizi din fiecare urmatoarele locatii Gletsch, Klausenpass,
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Simplonpass, Pontresina, Grindelwald; 14 indivizi din Vallée des Glaciers, Franta; 12
indivizi din Grand Serre, Franta; 17 indivizi din Glandon, Franta; 15 indivizi din
Glandon; 10 indivizi din Sud13, Cehia; 11 indivizi din Sud9, Cehia; 14 indivizi din
Sud5, Cehia; 14 indivizi din Sud3, Cehia; 19 indivizi din Rodna, Roménia; 13 indivizi
din Fagaras, Romania; 20 indivizi din Trauneralm, Austria; 18 indivizi din Zwiselstein,
Austria; 23 indivizi din Obertauern, Austria; 22 indivizi din Sajatméhder, Austria.
Prelevarea materialului biologic a fost realizatd de prof. dr. Thomas Schmitt si de prof.
dr. Rakosy Laszlo.

Specimenele utilizate la secventarea ADN

Specimenele de Euphydryas (Hypodryas) maturna opulenta, Rakosy & Varga,
2009 (Nymphalidae), in numar de 5, introduse in alcool 95% pentru a se pdstra si
conserva in conditii optime AND-ul. Alcoolul a fost schimbat dupa cateva ore deoarece
apa din specimene poate sa produca dilutia alcoolului. S-a realizat prelevarea materialului
biologic din Dobrogea, muntii Macinului, si a fost realizatd de Prof. Dr. Rakosy Laszlo.

Specimenele de Erebia epiphron transylvanica Rebel 1908, (Nymphalidae), in
numdr de 8, introduse in alcool 95% pentru a se pastra si conserva in conditii optime
AND-ul. Alcoolul a fost schimbat dupa céteva ore deoarece apa din specimene poate si
producd dilutia alcoolului. S-a realizat prelevarea materialului biologic din judetul
Prahova, muntii Bucegi, si a fost realizatd de Prof. Dr. Rakosy Laszlo.

Microscopia optica
Pentru examinare la microscopul optic, fluturii au fost fixati pe un suport

transparent, Intr-un mediu al cdrui indice de refractie este cit mai apropiat de cel al
sticlei. Preparatele microscopice sunt provizorii. Preparatele provizorii se pastreaza
numai atit cit este necesar pentru examinare rapida.
Examinarea diferitelor probe in SEM

Probele pentru examinarea in SEM sunt montate pe suporturi conductive din
cupru sau aluminiu cu ajutorul unor discuri de carbon adezive pe ambele fete. Orientarea
probei pe suport In aceastd fazad este foarte importantd, tinind cont de posibilitatea
limitata de inclinare a probei Th microscop, asa incit zona de interes sa fie expusa direct
fasciculului de electroni ce baleazd proba. Astfel, montarea probelor se va realiza sub

lupa binocular unde, probe de tipul microfosilelor (foraminifere) sau segmente de aparate



bucale, antene, palpi (insecte), pot fi aranjate in ordine pe un singur suport. Probele astfel
pregatite se introduc In microscop si se examineazd la diferite mariri, imaginile fiind
preluate in format digital sau, clasic, pe film.

Sistemul de analiz:i al datelor pe baza energiei de dispersie a razelor X (EDX)

O anexa importantd a SEM este sistemul de microanaliza elementala cu raze X (EDX).
Detectorul special al EDX identifica, pe baza radiatiei X (specificad fiecarei specii
chimice) generate din proba, compozitia chimicd a probei analizate atét calitativ cét si
cantitativ, putdndu-se realiza chiar harti cu distributia fiecarui element chimic in zona
luata in studiu.

Studiu asupra diversitatii genetice a unor populatii utilizand izoenzimele
Interpretarea rezultatelor, se face statistic prin includerea tuturor indivizilor din toate
populatiile la care s-a efectuat electroforeza din studiul respectiv. Se calculeaza frecventa
alelelor, distanta geneticd standard Nei, precum §i parametrii ai diversitatii genetice
(numarul de alele per locus A, expectanta in ceea ce priveste gradul de heterozigotie Hg
(Hedrick, 2005), procentul total al locilor polimorfe P , procentul locilor polimorfe cu
cele mai frecvente alele ce nu depasesc 95% Pgs ) (Hedrick, 2005). Acesti indici se
calculeaza utilizdnd programe statistice G-STAT (Siegismund, 1993). AMOVAS pentru
analiza variatiei ierarhice genetice, ARLEQUIN 2.000 (Schneider et al., 2000) pentru
testarea echilibrului Hardy-Weinberg. Fenogramele se realizeaza utilizand asocierea prin
Tnvecinare (neighbour joining) (Saitou si Nei, 1987).

Secventarea ADN - ului

Tehnica folositd pentru extractia AND-ului este cea clasicd, adica metoda cu fenol-
cloroform si kit comercializat de extractic a ADN-ului utilizind protocoalele standard.
Se utilizeaza specimene proaspete pentru extractia ADN sau specimene pastrate in alcool
70% pe o perioadd de cétiva ani utilizand in acest caz kituri produse special pentru probe
ce contin cantitdti mici de ADN.Se utilizeazd amorse universale pentru amplificarea unui
fragment de ADN mt , COI. Produsii PCR se purifica prin tdierea fragmentelor afard din
gelul de agaroza. Produsii sunt ulterior purificati utilizand kit PCR-cleanup, iar produsii
de PCR sunt verificati utilizdnd electroforeza in gel, si/sau spectrofotometrie utilizand
NanoDrop 1000. Secventele de ADN sunt compilate utilizand softul BioEdit (Hall, 1999)

si MEGA (Tamura et al., 2007). Secventele se liniarizeazd utilizand algoritmul Clustal W



in ceea ce priveste implementarea in MEGA secventele aliniate se verificd de erori.
Portiunile gap de la aliniere sunt eliminate din secvente. Fragmentele ADN se traduc in
secvente de proteine prin indepdrtarea ulterioara a nucleotidelor pentru a se afla secventa
de citire. Secventele de proteine rezultate nu mai contin codoni stop. In final se face
alinierea bazelor azotate din secventd. Identificarea secventelor se face utilizand functia

BLAST (Altschul et al., 1997)

Obiective

Pe baza studiului si consideratiilor noastre asupra cercetarilor efectuate pand in

prezent, am stabilit realizarea urmatoarelor obiective in cadrul tezei de doctorat:

e studii de morfologie la specia Dhalica rakosy Weidlich 2005, (Psychidae),

utilizand tehnici de microscopie opticd si microscopie electronica.

¢ studii de morfologie la specia Pseudophilotes bavius hungarica Dioszeghy 1913,

(Lycaenidae), utilizand tehnici de microscopie optica si microscopie electronica.

e studii de morfologie asupra ultrastructurii solzului la Pseudophilotes bavius
hungarica Dioszeghy 1913, (Lycaenidae), comparativ cu alte specii de

lepidoptere ce prezintd culori structurale.

¢ studiul polimorfismului genetic In cadrul a 19 populatii de Erebia sudetica
radnaensis Rebel 1915, (Nymphalidae), din Europa, utilizdnd tehnica

izoenzimelor

e validarea moleculard a subspeciilor Erebia epiphron transylvanica Rebel 1908,
(Nymphalidae), Euphydryas (Hypodryas) maturna opulenta Rakosy & Varga,
2009, (Nymphalidae), si incadrarea lor filetica.



e cvaluarea relatiilor filogenetice intre subspeciile secventate de noi si genurile

subfamiliilor Nimphalinae, Satyrinae.

Rezultate si discutii

Studiile de morfologie la specia Dhalica rakosy Weidlich, 2005 (Psychidae) si
Pseudophilotes bavius ssp hungarica Dioszeghy, 1913 (Lycaenidae) utilizand tehnici

de microscopie optica si microscopie electronica

Cunostintele referitoare la morfologia taxonului endemic Dhalica rakosy anterioare
acestui studiu se rezumi la o sumard descriere a adultului, fard referiri la stadiile
preimago. Descrierea noului taxon a avut la bazd criterii taxonomice utilizate in cadrul
acestui grup, respectiv morfologia solzilor alari i armdtura genitald la mascul gi femela.
Studiul nostru si-a propus completarea acestei descrieri, aducind numeroase date noi
referitoare atdt la adult, cat mai ales la stadiile preimago ramase pand in prezent
necunoscute. Ca noutate stiintifica, se ilustreazd si descrie pentru prima datd femela

acestei specii (fig. 1, 2).

Fig. 1. - Dahlica rakosyi Weidlich 2005, (Psychidae), femela.
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Fig. 2. - Dahlica rakosyi Weidlich 2005, (Psychidae). Femela. Lateral.
Pe langd numeroasele noutati morfologice, studiul nostru reprezintd un model nou,
mult mai exact si corect pentru abordarea descrierilor taxonomice din viitor.
Datele referitoare la taxonul endemic Dhalica rakosyi sunt un pic mai detaliate in
literatura de specialitate, dar se rezumd numai la descrieri facute cu ochiul liber sau
utilizand lupa binocular. Utilizand tehnica microscopiei electronice de baleaj am reusit sa
evidentiem numeroase structuri necunoscute incd, prezente mai ales la nivelul oului,

pupei, sacilor larvari (fig.3, 4, 5, 6).

Fig. 3. — Dahlica rakosyi Weidlich 2005, (Psychidae). Ou.
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Fig. 4. - Dahlica rakosyi Weidlich 2005, (Psychidae). Pupa femela cu regiunea toraco-
cefalica deschisa, locul pe unde adultul paraseste pupa

15k HIT SEEm 35 18 SEI

Fig. 5. - Dahlica rakosyi Weidlich 2005, (Psychidae). Pupa mascul, vedere latero-

ventrald. Antene, ochi compus, labrum.
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Fig. 6. - Dahlica rakosyi Weidlich 2005, (Psychidae). Saci de matase acoperiti cu
microparticule de calcar, siliciu.
Pentru unele dintre structurile evidentiate nu se cunoaste rolul si functionalitatea acestora
ca si la pupa speciei Pseudophilotes bavius hungarica (fig. 7).
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Fig. 7. - Pseudophilotes bavius hungarica Dioszeghy 1913, (Lycaenidae) —Pupa —

detaliu, sensile.
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Studiul morfologiei ultrastructurii solzului la Pseudophilotes bavius hungarica,

comparativ cu alte specii de lepidoptere ce prezint:i culori structurale.

Metodele utilizate sunt reprezentative pentru aceastd analiza (Goldstein J, 2003),
respectiv s-a realizat scanarea in linie, In puncte, regiuni mici din creste §i coaste,
concentratia relativd in elemente chimice trecind printr-o linie de scanare prin solz
precum si analiza de prezentd sau absentd a unui element chimic cu energie de dispersie
cunoscutd. Speciile care au fost analizate sunt Apatura ilia, Autographa bractea,
Pseudophilotes bavius (fig. 8, 9, 10, 11, 12). Rezultatele comparative in studiul culorilor
structurale la fluturi utilizind analiza EDX, a aridtat urmatoarele: calitativ elementele
chimice sunt mai bine reprezentate in spatiul delimitat de coste (crossribs) si intr-un
procent mai mic la nivelul crestelor (ridge-lamella). Exista diferente calitative intre cele
doud regiuni studiate, respectiv la nivelul crestelor elementele chimice reprezentative
sunt C si O si in cantitati foarte mici Na, Cu, Zn. La nivelul spatiului delimitat de

coastele transversale Na, Cu si Zn sunt mult mai bine reprezentate.
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Fig. 8. — Pseudophilotes bavius, forma solzului ce prezintd culoare structurala.
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Fig. 10. — Lycaena helle, forma solzului ce prezintd culoare structurala.
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Fig. 11. — Autographa bractea, solz ce prezintd culoare structurala.

ISk HTOE 14 33 SEI

Fig. 12. — Procris (Adscita) statices, forma solzului ce prezinta culoare structurala.
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Studiul polimorfismului genetic in cadrul a 19 populatii de Erebia sudetica
radnaensis Rebel 1915, (Nymphalidae), din Europa utilizind tehnica izoenzimelor

Pe baza frecventei allelelor, s-au calculat cu ajutorul programului BIOSYS-1 indicii
de bazd descriptori pentru variabilitatea inter si intra-specificd pe baza baza distantei
genetice standard Nei, si anume Hg, Ho, P, Pos. A. Relatiile interpopulationale au fost
estimate prin construirea nei fenograme cu clustere Neighbour-joining (fig. 13). S-a
utilizat ca si out-grup specia Erebia sudetica. Diversitatea genetica din cadrul populatiilor
complexului Erebia melampus-sudetica, este similard cu a altor specii din acest gen.
Pozitia intermediard a speciei Erebia sudetica In fenograma bazatd pe distanta genetica

Nei, ridica ipoteza unei origini monofiletice a complexului melampus-erebia.

Erebia momos
A-Trauneralm

A-Zwiselstein
A-Obertauern
A-Sajatmahder
005
Mei (1972}

Erebia sudetica

F-Puy TR
Mary  Grindel-
J Id

CH-Klausenpass Erebia radnaensis

F-Wallée des Glaciers

CZ-Sudb

CH-Simplonpass  CH-FPontresina

Erebia melampus

Fig. 13 — Fenograma Neighbour-joining realizata pe baza distantei genetice Nei (Nei
1972) 1a nivelul a 19 populatii de Erebia momos/sudetica/radnaensis/melampus, fiecare
populatie fiind reprezentatd prin minim 10 indivizi. Valorile bootstrap mai mari peste
50% sunt mentionate in nodurile fenoframei (abrevierile reprezintd semnele de tard).
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Se poate observa ramura de vest reprezentata prin specia Erebia melampus si ce de
est reprezentatd de specia Erebia momos. Intre cele doua se identificd specia Erebia
radnaensis. Pozitia speciei Erebia sudetica este situatd intre zona vesticd si zona estica a
speciei E. melampus, astfel cd taxonul outgrup a devenit un ingrup pe linia celor doua E.
melampus. Cele 4 grupuri din fenograma pe baza valorilor testului bootstrap, au fost

foarte bine evidentiate in frecventa allelicd a catorva loci, Me, Pgi 6Pgdh, Pgm.

Secventarea ADN si constructia arborilor filogenetici

- arborii releva gradul de inrudire dintre diferite specii in baza unui marker molecular (in
cazul nostru un fragment din COI). Markerii moleculari reprezinta portiuni din genom, in
general portiuni foarte mici raportate la genomul complet al organismului, ce sunt alese
ca fiind reprezentative pentru portiuni mult mai mari ale ADN-ului sau, sau chiar pentru
intregul organism (in functie de scopul analizei). Prin urmare secventele noastre sunt un
substitut al speciilor pe care le reprezinta si poarta numele generic de OTUs-operational
taxonomic units. Ipoteza filogenetica sustine ca 2 secvente au un stramos comun (mai
apropiat sau mai indepartat). In constructia arborilor se calculeaza de fapt stramosii
comuni ai diferitelor secvente ce intra in alcatuirea unui arbore. Stramosii comuni sunt
inferati prin calcul si sunt reprezentati de nodurile interne. Cu cat 2 secvente sunt mai
similare, au un stramos comun mai apropiat, sunt mai inrudite, momentul divergentei lor
este unul recent, iar in arbore vor fi primele care grupeaza 2 cate 2 si converg catre
primul nod intern (ce reprezinta stramosul lor comun cel mai recent). Ulterior stramosii
comuni ai mai multor secvente vor grupa catre un nod si mai intern, ce reprezinta
stramosul comun al tuturor secventelor din ramura sa, si asa mai departe.

- daca evaluam taxonomia prin prisma filogeniei, o importantd mare o are masura in care
grupele taxonomice se suprapun peste cele filogenetice, adica in ce masura corespund
diferitelor ramuri ale arborelui nostru. Pentru arborele celor 2 genuri luate in studiu
Euphydryas maturna opulenta respectiv Erebia epiphron transylvanica, subspeciile

grupeaza impreuna cum era de asteptat (fig. 14, 15).
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a7 Euphydryas maturma opulenta
a4 { Euphydryas maturna AF 136866 1
2 L Fuphydryas intermedia AF136962 1
a7 Euphydryas iduna AF186961 1
I Euphydryas gillettii AF187771.2
AE ] — Euphydryas gillettii AF186956.1

ag Euphydryas aurinia AF187746.2
{ Euphydryas aurinia AF188934 1
Euphydryas desfontainii AY 0902261
{ Euphydryas desfontainii AF156946 1
Bg—— Euphydryas editha AF187765.2

L Euphydryas editha AF 15869511
— Euphydryas phaeton AF187797 .2
" Euphydryas phaeton AF186979.1
&0 Euphydryas anicia AF186926.1
Euphydryas colon AF186942 1

55 { Euphydryas chalcedona AF187752 2
37 Euphydryas chalcedona AF186939.1

Pseudonympha magus GQ357217 1

ag

54

E1

Fig. 14. - Arborele filogenetic al unor specii apartindnd genului Euphydryas, construit
prin metoda parcimoniei maxime in baza unui fragment al citocrom oxidazei 1
subunitatea 1, relevand relatiile subspeciei Euphydryas maturna opulenta (secventa
originald) cu alti reprezentanti ai genului. Valorile de pe ramurile interne indica testul

bootstrap pentru 1000 de replicate.
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27 Erehia epipsodea FJB08833.1
Erebia epipsodea FJB088351
H L Erehia epipsodea FJB08841.1
15 Erebia epipsodea FJ3085401
Erebia oeme AY 346227 1
Erehia ligea AY 346224 1

95 Erebia euryale AY346221 1
Erebia pandrose AY346226.1

'

70

23 g2

ﬁ

Erebia epiphron transylvanica

% = Erebia epiphron AY346225 1

99 Erebia epiphron DQ338778 1

Erebia triaria AY350468.1

90 Erebia triaria AY960321.1

Erebia triaria AY960316.1

Erehia triaria AY960312.1

E triaria pargapondalense AY 350474 1

ﬁ

e 36

&1

45

46 E. triaria pargapondalense AY 3504731

il

43 E. triaria pargapondalense AY 3504761

i ini 34R5
— Erehia cassioides AY346222 1
gal Erebia gorge AY346225 1

g Erehia meclans AY 3504551
L Erehia meolans AY346223 1
99 Erehia palarica AY350465 1
Erehia palarica AY480014 1
16 _|: Erehia palarica AY346220.1
13 Erchia palanca AY350466.1

FPseudonympha magus GQ357217 1

23

Fig. 15. — Arborele filogenetic al unor specii apartindnd genului Erebia, construit prin
metoda parcimoniei maxime in baza unui fragment al citocrom oxidazei I subunitatea 1,
relevand relatiile subspeciei Erebia epiphron transylvanica (secventd originald) cu alti
reprezentanti ai genului. Valorile de pe ramurile interne indicd testul bootstrap pentru
1000 de replicate.

Populatii ale diferitelor specii diverg din punct de vedere genetic atunci cand
exista o bariera fizica (populatii insulare, arcuri muntoase) sau una aparenta (izolarea prin
distanta-de ex populatii de pe continente diferite) in calea fluxului genetic. Oricare ar fi
natura barierei, rata divergentei genetice intre populatii este rezultanta echilibrului dintre
driftul genetic ce promoveaza divergenta si fluxul genetic ce tinde sa omogenizeze

variabilitatea genetica.
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- pentru arborele subfamiliilor Nymphalinae si Satyrinae,, acesta oglindeste perfect cele 2

subfamilii care sunt impartite in 2 ramuri distincte (fig. 16)

- testul bootstrap trebuie si el luat in
analiza. Cu cat coboram in arbore,
valorile bootstrap sunt mai mici,
algoritmul este mai nesigur de

stramosul comun inferat

Fig. nr. 16 — Arborele subfamiliilor
Nymphalinae $i Satyrinae, construit prin
metoda parcimoniei maxime in baza unui
fragment al citocrom oxidazei subunitatea
1, relevand relatiile subspeciei
Euphydryas maturna opulenta (secventa

originald).

-20 -

25
a7

Euphydryas matumna opulenta
Euphydryas maturna AF 1869661
Euphydryas intermedia AF186962 1
elitasa didyma FJ462253.1
Melitasa consulis FJ462245 1
Kallimoides rumia AY788651.1
Doleschallia bisaltide AY788621 1
Kallima inachus AY788650.1
Kallima paralekta AY090229.1
Rhinopalpa polynice AY788674.1
Basotus beotus AY788615 1
Baeotus amazonicus AY788614.1
Historis acheronta AY788631.1
Historis odius AY788632 1
Junonia sophia AYT88647 1
Junonia villida EU053321.1

Precis tugela AY788671.1
&5 \— Precis andremiaja AY738664 1

Polygonia undina FJ639455 1
Polygonia c-album AY090222.1

Siproeta stelenes AY218248.1

Anartia amathea AY038641.1
Anartia fatima AY788607 1

3 \_: Vanessa atalanta AY090221 1
24 Vanessa cardui EF683677 1

w— Elymnias casiphone DQ338760 1

44

41

| S— Elymnias bammakeo DQ338762.1

Erebia epiphron transylvanica
4|£ Erehia epiphron AY346225 1
Erehia ligea AY346224 1

Hipparchia semele DQ338868.1
B0 I: Hipparchia fidia DQ338595.1

100 Penthema adelma EF534103 1
Penthema darlisa DQ338775.1
Zethera incerta DQ338776.1
WManataria maculata AY218244 1
Gnophodes chelys DQ338759.1
Hastera piera AY508518.1
Cithaerias aurora AY508517 1
Tarsocera fulina GQ864510 1
Torynesis magna GQ864817.1
Discophora necho DQ338747.1
Thauria aliris DQ338751.1

Casrois sp. EU528315. 1
Opsiphanes quiteria DQ018957 1
Dasyophthalma rusina GQB64755.1
Dasyophthalma creusa EU528318.1

Papilio canadensis FJ808886.1



Concluzii

1. Utiliznd tehnica microscopiei electronice de baleaj am reusit sd evidentiem
numeroase structuri morfologice care permit caracterizarea §i individualizarea
exactd a speciilor si subspeciilor de lepidoptere atat la adult cat si la stadiile
preimago. Pentru unele dintre structurile evidentiate nu se cunoaste rolul si

functionalitatea acestora.

2. In vederea cunoasterii modului de aparitie a culorilor structurale s-au pus in
evidentd mai multe tipuri de solzi cu nanostructura diferentiatd, prin care se
genereaza culorile metalizate. Prin tehnica EDX s-au analizat cantitativ si calitativ
nanostructurile evidentiate. Existd diferente calitative intre cele doud regiuni
studiate, respectiv la nivelul crestelor elementele chimice reprezentative sunt C si
O si n cantitdti foarte mici Na, Cu, Zn. La nivelul spatiului delimitat de coastele

transversale Na, Cu si Zn sunt mult mai bine reprezentate.

3. Din cele 19 populatii si a celor 20 de loci izoenzimatice studiate, s-au diferentiat
patru grupuri distincte Tn care outgrupul utilizat (E. sudetica) devine un ingroup
pe linia ce uneste cele doua ramuri de vest (E. melampus) si de est (E. momos) a
complexului E. sudetica-melampus. Intre cele doua se diferentiazd distinct E.

radnaensis.

4. S-a realizat validarea moleculard a subspeciilor Erebia epiphron transylvanica
(Nymphalidae), Euphydryas (Hypodryas) maturna opulenta, (Nymphalidae) si

Incadrarea lor filetica.

5. S-a realizat plasarea exactd a taxonilor FErebia epiphron transylvanica
(Nymphalidae), Euphydryas (Hypodryas) maturna opulenta, (Nymphalidae) si
evidentierea relatiilor filogenetice in cadrul subfamiliillor Nimphalinae si

Satyrinae.
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