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ADNOTARE  

S´tnic Victor. ĂAbordŁri bioinformatice ´n cercetarea diversitŁἪii vertebratelor 

terestre ´n Republica Moldovaôô, tezŁ de doctor ´n ἨtiinἪe biologice, ChiἨinŁu, 2023. 

Teza constŁ din introducere, 4 capitole, concluzii generale ĸi recomandŁri, bibliografie 

din 169 titluri, 112 pagini de text de bazŁ, 45 figuri, 18 tabele. Rezultatele obἪinute sunt publicate 

´n 19 lucrŁri ἨtiinἪifice. 

Cuvinte cheie: vertebrate terestre, primeri, ADN, diversitate molecularŁ, metabarcodare, 

secvenἪiere, genotipare, filogenie, SDM. 

Domeniul de studiu: 165.02. Zoologie 

Scopul lucrŁrii: Optimizarea Ἠi implementarea metodelor bioinformatice Ἠi molecular-

biologice ´n cercetarea diversitŁἪii unor specii de vertebrate terestre din RM. 

Obiectivele: Designul Ἠi testarea in silico a unei perechi de primeri pentru 

metabarcodarea anumitor specii de vertebrate terestre din Moldova; testarea in vitro a acoperirii 

taxonomice pentru noii primeri cu utilizarea PCR-ului convenἪional; testarea unei metode 

moleculare de diferenἪiere a hibrizilor Ἠi liniilor pure de mistreἪ ´n baza alelelor genei MC1R; 

secvenἪierea Ἠi analiza filogeneticŁ a genei CYTB la speciile de microtine din RM, ´nregistrarea 

secvenἪelor de barcod molecular ´n baza de date BOLD Systems; modelarea distribuἪiei unor 

specii rare de vertebrate terestre. 

Noutatea Ἠi originalitatea ἨtiinἪificŁ. CercetŁrile efectuate au avut la bazŁ abordŁri 

inedite, interdisciplinare care au adus ´mpreunŁ bioinformatica, biologia molecularŁ Ἠi zoologia. 

Au fost identificate toate speciile de vertebrate terestre din Moldova care au genom mitocondrial 

´n baza de date globalŁ RefSeq. Ċn baza mitogenomurilor identificate au fost creaἪi Ἠi testaἪi noi 

primeri pentru metabarcodare care au demonstrat o performanἪŁ ´naltŁ ´n ce priveἨte grupul de 

specii studiat. Pentru prima datŁ au fost descifrate mai multe secvenἪe ale genei citocromului b 

de la specii de microtine din Ἢara noastrŁ Ἠi depozitate pe platforma globalŁ Barcode of Life 

Database. SecvenἪierea Ἠi analiza filogeneticŁ a stabilit cŁ specimenele de microtine studiate fac 

parte din linia filogeneticŁ esticŁ, iar modelarea distribuἪiei unor specii rare a permis 

identificarea la sudul ἪŁrii a unei populaἪii de Elaphe sauromates care ultima datŁ a fost atestatŁ 

´n aceastŁ regiune cu mai bine de jumŁtate de secol ´n urmŁ. 

Problema ἨtiinἪificŁ soluἪionatŁ. ConstŁ ´n eficientizarea evaluŁrii Ἠi monitorizŁrii 

speciilor de vertebrate terestre din Ἢara noastrŁ ´n baza unor metode de cercetare optimizate care 

s-au aplicat ´n premierŁ pentru studierea diversitŁἪii vertebratelor terestre din Moldova. 

ImportanἪa teoreticŁ a tezei. ConstŁ ´n cercetŁrile interdisciplinare realizate care 

contribuie la dezvoltarea domeniului biodiversitŁἪii moleculare din Ἢara noastrŁ. Studiile 

efectuate se ´ncadreazŁ ´n tendinἪele actuale de computerizare a vastelor cantitŁἪi de date 

biologice Ἠi implicare gradualŁ a tehnologiei informaἪionale ´n ἨtiinἪa biologicŁ. 

Valoarea aplicativŁ a lucrŁrii. Combinate cu metodele tradiἪionale, abordŁrile propuse 

´n lucrare vor contribui la ´mbunŁtŁἪirea monitoringului speciilor rare, pe cale de dispariἪie sau 

economic importante. Noii primeri obἪinuἪi ´n rezultatul cercetŁrilor au potenἪialul de a identifica 

peste o sutŁ de specii de vertebrate terestre ´ntr-un singur experiment utiliz©nd tehnici 

neinvazive. Studiile de metabarcodare prezintŁ relevanἪŁ economicŁ ´ntruc©t pot fi oferite 

servicii de identificare a speciilor ´n baza analizei ADN-ului de mediu. 

Implementarea rezultatelor ἨtiinἪifice. Metodele moleculare descrise pe parcursul 

studiului sunt utilizate ´n activitatea de cercetare a laboratorului de Vertebrate Terestre a 

Institutului de Zoologie. Ċn cadrul laboratorului poate fi realizatŁ testarea de rutinŁ Ἠi genotiparea 

speciei Sus scrofa ´n scopul diferenἪierii hibrizilor Ἠi liniilor pure de mistreἪ. De asemenea 

abordŁrile bioinformatice utilizate permit analiza relaἪiilor filogenetice Ἠi modelarea distribuἪiei 

speciilor fŁrŁ procurarea unor softuri costisitoare. Nu ´n ultimul r©nd metodele descrise ´n lucrare 

pot servi ́ n calitate de suport ́ n procesul de cercetare sau de ´nvŁἪŁm©nt a instituἪiilor cu profil 

biologic. 
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ANNOTATION  

Sitnic Victor. ĂBioinformatics approaches in the research of terrestrial vertebrate 

diversity in the Republic of Moldovaôô, PhD thesis in biological sciences, Chisinau, 2023. 

The thesis consists of introduction, 4 chapters, general conclusions and recommendations, 

bibliography of 169 titles, 112 pages of basic text, 45 figures, 18 tables. The obtained results are 

published in 19 scientific works. 

Keywords: terrestrial vertebrates, primers, DNA, molecular diversity, metabarcoding, 

sequencing, genotyping, phylogeny, SDM. 

Field of study: 165.02. Zoology 

The purpose of the paper: Optimizing and implementing bioinformatic and molecular 

biological methods for the research of terrestrial vertebrate diversity in the Republic of Moldova. 

Objectives: Design and in silico testing of a pair of primers for the metabarcoding of 

some terrestrial vertebrate species from the Republic of Moldova; in vitro testing of taxonomic 

coverage for new primers using conventional PCR; testing a molecular method for 

differentiating hybrid and pure line wild boars based on MC1R gene alleles; sequencing and 

phylogenetic analysis of CYTB gene of Microtus specimens from Moldova, registration of 

molecular barcode sequences in the BOLD Systems database; distribution modeling of rare 

terrestrial vertebrate species. 

Scientific novelty and originality. The research carried out was based on 

interdisciplinary approaches that brought together bioinformatics, molecular biology and 

zoology. All terrestrial vertebrate species from Moldova that have mitochondrial genomes in the 

global RefSeq database have been identified. Based on the identified mitogenomes, have been 

created and tested new metabarcoding primers, which demonstrated high performance in the 

studied species group. For the first time, several cytochrome b gene sequences of Microtus 

specimens from Moldova were deciphered and stored on the global BOLD Systems database. 

Sequencing and phylogenetic analysis established that studied Microtus specimens belong to the 

eastern phylogenetic lineage while the distribution modeling of some rare species allowed the 

identification of an Elaphe sauromates specimen that was last attested in that region with more 

than half of century ago. 

The solved scientific problem. Consists in improving the assessment and monitoring of 

terrestrial vertebrate species from our country based on optimized research methods that have 

been applied for the first time in researching land vertebrates from Moldova. 

Theoretical significance of the thesis. Consists in its interdisciplinary approach that 

contributes to the development of the field of molecular biodiversity in our country. The studies 

carried out fit into the current trends of computerization of vast amounts of biological data and 

gradual involvement of information technology in biological science. 

The applicative value of the work. Combined with traditional methods, the approaches 

proposed in the paper will contribute to improving the monitoring of rare, endangered or 

economically important species. The new obtained primers have the potential to identify over a 

hundred species of terrestrial vertebrates in a single experiment using non-invasive techniques. 

Metabarcoding studies have economic relevance as species identification services can be 

provided based on environmental DNA analysis. 

Implementation of scientific results. The molecular methods described during the study 

are used in the research activity of the Laboratory of Terrestrial Vertebrates, Institute of 

Zoology. In order to differentiate between hybrid and pure line wild boars in laboratory can be 

performed routine testing and genotyping of Sus scrofa species. Also, the used bioinformatics 

approaches allow analysis of phylogenetic relationships and performing species distribution 

modeling without purchasing expensive software. Finally, the methods described in the paper 

can serve as a support in the research or teaching process of institutions with a biological profile. 
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ɸʅʅʆʊɸʎʀʗ 

ʉʳʪʥʠʢ ɺʠʢʪʦʨ. çɹʠʦʠʥʬʦʨʤʘʪʠʯʝʩʢʠʝ ʧʦʜʭʦʜʳ ʚ ʠʩʩʣʝʜʦʚʘʥʠʠ 

ʨʘʟʥʦʦʙʨʘʟʠʷ ʥʘʟʝʤʥʳʭ ʧʦʟʚʦʥʦʯʥʳʭ ʚ ʈʝʩʧʫʙʣʠʢʝ ʄʦʣʜʦʚʘè, ʢʘʥʜʠʜʘʪʩʢʘʷ 

ʜʠʩʩʝʨʪʘʮʠʷ ʧʦ ʙʠʦʣʦʛʠʯʝʩʢʠʤ ʥʘʫʢʘʤ, ʂʠʰʠʥʝʚ, 2023. 

ɼʠʩʩʝʨʪʘʮʠʷ ʩʦʩʪʦʠʪ ʠʟ ʚʚʝʜʝʥʠʷ, 4 ʛʣʘʚ, ʦʙʱʠʭ ʚʳʚʦʜʦʚ ʠ ʨʝʢʦʤʝʥʜʘʮʠʡ, 

ʙʠʙʣʠʦʛʨʘʬʠʠ ʠʟ 169 ʥʘʠʤʝʥʦʚʘʥʠʡ, 112 ʩʪʨʘʥʠʮ ʦʩʥʦʚʥʦʛʦ ʪʝʢʩʪʘ, 45 ʨʠʩʫʥʢʦʚ, 18 

ʪʘʙʣʠʮ. ʇʦʣʫʯʝʥʥʳʝ ʨʝʟʫʣʴʪʘʪʳ ʫʢʘʟʘʥʳ ʚ 19 ʥʘʫʯʥʳʭ ʧʫʙʣʠʢʘʮʠʷʭ. 

ʂʣʶʯʝʚʳʝ ʩʣʦʚʘ: ʥʘʟʝʤʥʳʝ ʧʦʟʚʦʥʦʯʥʳʝ, ʧʨʘʡʤʝʨʳ, ɼʅʂ, ʤʦʣʝʢʫʣʷʨʥʦʝ 

ʨʘʟʥʦʦʙʨʘʟʠʝ, ʤʝʪʘʙʘʨʢʦʜʠʨʦʚʘʥʠʝ, ʩʝʢʚʝʥʠʨʦʚʘʥʠʝ, ʛʝʥʦʪʠʧʠʨʦʚʘʥʠʝ, ʬʠʣʦʛʝʥʝʟ, SDM. 

ʆʙʣʘʩʪʴ ʠʩʩʣʝʜʦʚʘʥʠʷ: 165.02. ɿʦʦʣʦʛʠʷ 

ʎʝʣʴ ʜʠʩʩʝʨʪʘʮʠʠ: ʆʧʪʠʤʠʟʘʮʠʷ ʠ ʚʥʝʜʨʝʥʠʝ ʙʠʦʠʥʬʦʨʤʘʪʠʯʝʩʢʠʭ ʠ 

ʤʦʣʝʢʫʣʷʨʥʦ-ʙʠʦʣʦʛʠʯʝʩʢʠʭ ʤʝʪʦʜʦʚ ʠʩʩʣʝʜʦʚʘʥʠʷ ʨʘʟʥʦʦʙʨʘʟʠʷ ʥʝʢʦʪʦʨʳʭ ʚʠʜʦʚ 

ʥʘʟʝʤʥʳʭ ʧʦʟʚʦʥʦʯʥʳʭ (ʅʇ) ʚ ʈʝʩʧʫʙʣʠʢʝ ʄʦʣʜʦʚʘ. 

ɿʘʜʘʯʠ: ɼʠʟʘʡʥ ʠ ʪʝʩʪʠʨʦʚʘʥʠʝ in silico ʧʘʨʳ ʧʨʘʡʤʝʨʦʚ ʜʣʷ ʤʝʪʘʙʘʨʢʦʜʠʨʦʚʘʥʠʷ 

ʥʝʢʦʪʦʨʳʭ ʚʠʜʦʚ ʥʘʟʝʤʥʳʭ ʧʦʟʚʦʥʦʯʥʳʭ ʠʟ ʄʦʣʜʦʚʳ; ʪʝʩʪʠʨʦʚʘʥʠʝ in vitro 

ʪʘʢʩʦʥʦʤʠʯʝʩʢʦʛʦ ʦʭʚʘʪʘ ʥʦʚʳʭ ʧʨʘʡʤʝʨʦʚ ʩ ʠʩʧʦʣʴʟʦʚʘʥʠʝʤ ʦʙʳʯʥʦʡ ʇʎʈ; ʪʝʩʪʠʨʦʚʘʥʠʝ 

ʤʦʣʝʢʫʣʷʨʥʦʛʦ ʤʝʪʦʜʘ ʜʠʬʬʝʨʝʥʮʠʘʮʠʠ ʛʠʙʨʠʜʦʚ ʠ ʯʠʩʪʳʭ ʣʠʥʠʡ ʢʘʙʘʥʘ ʥʘ ʦʩʥʦʚʝ 

ʘʣʣʝʣʝʡ ʛʝʥʘ MC1R; ʩʝʢʚʝʥʠʨʦʚʘʥʠʝ ʠ ʬʠʣʦʛʝʥʝʪʠʯʝʩʢʠʡ ʘʥʘʣʠʟ ʛʝʥʘ CYTB ʫ ʚʠʜʦʚ 

ʧʦʣʸʚʦʢ ʄʦʣʜʦʚʳ, ʨʝʛʠʩʪʨʘʮʠʷ ʤʦʣʝʢʫʣʷʨʥʳʭ ʙʘʨʢʦʜʦʚ ʚ ʙʘʟʝ ʜʘʥʥʳʭ BOLD Systems; 

ʤʦʜʝʣʠʨʦʚʘʥʠʝ ʨʘʩʧʨʦʩʪʨʘʥʝʥʠʷ ʨʝʜʢʠʭ ʚʠʜʦʚ ʥʘʟʝʤʥʳʭ ʧʦʟʚʦʥʦʯʥʳʭ. 

ʅʘʫʯʥʘʷ ʥʦʚʠʟʥʘ ʠ ʦʨʠʛʠʥʘʣʴʥʦʩʪʴ. ʇʨʦʚʝʜʝʥʥʳʝ  ʠʩʩʣʝʜʦʚʘʥʠ ̫ʙʳʣʠ ʦʩʥʦʚʘʥʳ 

ʥʘ ʤʝʞʜʠʩʮʠʧʣʠʥʘʨʥʳʭ ʧʦʜʭʦʜʘʭ, ʦʙʲʝʜʠʥʠʚʰʠʭ ʙʠʦʠʥʬʦʨʤʘʪʠʢʫ, ʤʦʣʝʢʫʣʷʨʥʫʶ 

ʙʠʦʣʦʛʠʶ ʠ ʟʦʦʣʦʛʠʶ. ʀʜʝʥʪʠʬʠʮʠʨʦʚʘʥʳ ʚʩʝ ʚʠʜʳ ʅʇ ʠʟ ʄʦʣʜʦʚʳ, ʠʤʝʶʱʠʝ 

ʤʠʪʦʭʦʥʜʨʠʘʣʴʥʳʝ ʛʝʥʦʤʳ ʚ ʛʣʦʙʘʣʴʥʦʡ ʙʘʟʝ ʜʘʥʥʳʭ RefSeq. ʅʘ ʦʩʥʦʚʝ ʚʳʷʚʣʝʥʥʳʭ 

ʤʠʪʦʛʝʥʦʤʦʚ ʩʦʟʜʘʥʳ ʠ ʧʨʦʪʝʩʪʠʨʦʚʘʥʳ ʥʦʚʳʝ ʧʨʘʡʤʝʨʳ ʜʣʷ ʤʝʪʘʙʘʨʢʦʜʠʨʦʚʘʥʠʷ, 

ʧʦʢʘʟʘʚʰʠʝ ʚʳʩʦʢʫʶ ʵʬʬʝʢʪʠʚʥʦʩʪʴ ʚ ʠʩʩʣʝʜʫʝʤʦʡ ʛʨʫʧʧʝ ʚʠʜʦʚ. ɺʧʝʨʚʳʝ ʙʳʣʠ 

ʩʝʢʚʝʥʠʨʦʚʘʥʳ  ʛʝʥʳ ʮʠʪʦʭʨʦʤʘ b ʫ ʦʙʨʘʟʮʦʚ ʧʦʣʸʚʦʢ ʠʟ ʄʦʣʜʦʚʳ ʠ ʙʘʨʢʦʜʳ 

ʟʘʨʝʛʠʩʪʨʠʨʦʚʘʥʳ ʥʘ ʛʣʦʙʘʣʴʥʦʡ ʧʣʘʪʬʦʨʤʝ BOLD Systems. ʉʝʢʚʝʥʠʨʦʚʘʥʠʝʤ ʠ 

ʬʠʣʦʛʝʥʝʪʠʯʝʩʢʠʤ ʘʥʘʣʠʟʦʤ ʫʩʪʘʥʦʚʣʝʥʦ, ʯʪʦ ʠʟʫʯʝʥʥʳʝ ʵʢʟʝʤʧʣʷʨʳ ʷʚʣʷʶʪʩʷ ʯʘʩʪʴʶ 

ʚʦʩʪʦʯʥʦʡ ʬʠʣʦʛʝʥʝʪʠʯʝʩʢʦʡ ʣʠʥʠʠ. 

ʈʘʟʨʝʰʸʥʥʘʷ ʥʘʫʯʥʘʷ ʧʨʦʙʣʝʤʘ. ɿʘʢʣʶʯʘʝʪʩʷ ʚ ʫʣʫʯʰʝʥʠʠ ʤʦʥʠʪʦʨʠʥʛʘ ʚʠʜʦʚ 

ʅʇ ʚ ʥʘʰʝʡ ʩʪʨʘʥʝ ʥʘ ʦʩʥʦʚʝ ʦʧʪʠʤʠʟʠʨʦʚʘʥʥʳʭ ʤʝʪʦʜʦʚ ʠʩʩʣʝʜʦʚʘʥʠʷ, ʢʦʪʦʨʳʝ ʚʧʝʨʚʳʝ 

ʙʳʣʠ ʧʨʠʤʝʥʝʥʳ ʜʣʷ ʠʟʫʯʝʥʠʷ ʨʘʟʥʦʦʙʨʘʟʠʷ ʥʘʟʝʤʥʳʭ ʧʦʟʚʦʥʦʯʥʳʭ ʚ ʄʦʣʜʦʚʝ. 

ʊʝʦʨʝʪʠʯʝʩʢʘʷ ʟʥʘʯʠʤʦʩʪʴ. ɿʘʢʣʶʯʘʝʪʩʷ ʚ ʧʨʦʚʦʜʠʤʳʭ ʤʝʞʜʠʩʮʠʧʣʠʥʘʨʥʳʭ 

ʠʩʩʣʝʜʦʚʘʥʠʷʭ, ʢʦʪʦʨʳʝ ʩʧʦʩʦʙʩʪʚʫʶʪ ʨʘʟʚʠʪʠʶ ʦʙʣʘʩʪʠ ʤʦʣʝʢʫʣʷʨʥʦʛʦ ʙʠʦʨʘʟʥʦʦʙʨʘʟʠʷ 

ʚ ʥʘʰʝʡ ʩʪʨʘʥʝ. ʇʨʦʚʝʜʝʥʥʳʝ ʠʩʩʣʝʜʦʚʘʥʠʷ ʚʧʠʩʳʚʘʶʪʩʷ ʚ ʩʦʚʨʝʤʝʥʥʳʝ ʪʝʥʜʝʥʮʠʠ 

ʢʦʤʧʴʶʪʝʨʠʟʘʮʠʠ ʦʛʨʦʤʥʳʭ ʢʦʣʠʯʝʩʪʚ ʙʠʦʣʦʛʠʯʝʩʢʠʭ ʜʘʥʥʳʭ ʠ ʧʦʩʪʝʧʝʥʥʦʛʦ ʚʦʚʣʝʯʝʥʠʷ 

ʠʥʬʦʨʤʘʮʠʦʥʥʳʭ ʪʝʭʥʦʣʦʛʠʡ ʚ ʙʠʦʣʦʛʠʯʝʩʢʫʶ ʥʘʫʢʫ. 

ʇʨʘʢʪʠʯʝʩʢʘʷ ʟʥʘʯʠʤʦʩʪʴ ʠʩʩʣʝʜʦʚʘʥʠʷ. ɺ ʩʦʯʝʪʘʥʠʠ ʩ ʪʨʘʜʠʮʠʦʥʥʳʤʠ 

ʤʝʪʦʜʘʤʠ ʧʦʜʭʦʜʳ, ʦʧʠʩʘʥʥʳʝ ʚ ʜʠʩʩʝʨʪʘʮʠʠ, ʙʫʜʫʪ ʩʧʦʩʦʙʩʪʚʦʚʘʪʴ ʫʣʫʯʰʝʥʠʶ 

ʤʦʥʠʪʦʨʠʥʛʘ ʨʝʜʢʠʭ, ʠʩʯʝʟʘʶʱʠʭ ʠʣʠ ʵʢʦʥʦʤʠʯʝʩʢʠ ʚʘʞʥʳʭ ʚʠʜʦʚ. ʋ ʥʦʚʳʭ  ʧʨʘʡʤʝʨʦʚ, 

ʧʦʣʫʯʝʥʥʳʭ ʚ ʨʝʟʫʣʴʪʘʪʝ ʠʩʩʣʝʜʦʚʘʥʠʷ, ʝʩʪʴ ʧʦʪʝʥʮʠʘʣ ʠʜʝʥʪʠʬʠʮʠʨʦʚʘʪʴ ʙʦʣʝʝ ʩʦʪʥʠ 

ʚʠʜʦʚ ʅʇ ʚ ʦʜʥʦʤ ʵʢʩʧʝʨʠʤʝʥʪʝ ʩ ʠʩʧʦʣʴʟʦʚʘʥʠʝʤ ʥʝʠʥʚʘʟʠʚʥʳʭ ʤʝʪʦʜʦʚ. 

ɺʥʝʜʨʝʥʠʝ ʥʘʫʯʥʳʭ ʨʝʟʫʣʴʪʘʪʦʚ. ʄʦʣʝʢʫʣʷʨʥʳʝ ʤʝʪʦʜʳ, ʦʧʠʩʘʥʥʳʝ ʚ 

ʜʠʩʩʝʨʪʘʮʠʠ, ʠʩʧʦʣʴʟʫʶʪʩʷ ʚ ʥʘʫʯʥʦ-ʠʩʩʣʝʜʦʚʘʪʝʣʴʩʢʦʡ ʜʝʷʪʝʣʴʥʦʩʪʠ ʣʘʙʦʨʘʪʦʨʠʠ ʅʇ 

ʀʥʩʪʠʪʫʪʘ ɿʦʦʣʦʛʠʠ. ɺ ʣʘʙʦʨʘʪʦʨʠʠ ʤʦʞʥʦ ʧʨʦʚʦʜʠʪʴ ʛʝʥʦʪʠʧʠʨʦʚʘʥʠʝ ʚʠʜʘ Sus scrofa, 

ʯʪʦʙʳ ʦʪʣʠʯʠʪʴ ʛʠʙʨʠʜʳ ʦʪ ʯʠʩʪʳʭ ʣʠʥʠʡ ʢʘʙʘʥʘ. ʊʘʢʞʝ, ʦʧʠʩʘʥʥʳʝ ʤʝʪʦʜʳ ʤʦʛʫʪ 

ʩʣʫʞʠʪʴ ʤʝʪʦʜʠʯʝʩʢʠʤ ʧʦʩʦʙʠʝʤ ʚ ʠʩʩʣʝʜʦʚʘʪʝʣʴʩʢʦʤ ʠʣʠ ʫʯʝʙʥʦʤ ʧʨʦʮʝʩʩʝ ʫʯʨʝʞʜʝʥʠʡ 

ʙʠʦʣʦʛʠʯʝʩʢʦʛʦ ʧʨʦʬʠʣʷ. 
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INTRODUCERE  

ĊncŁ de la apariἪia omului vertebratele terestre (VT) au avut un rol esenἪial pentru 

existenἪa acestuia. Pe parcursul istoriei, animalele (´n special pŁsŁrile Ἠi mamiferele), au oferit 

speciei umane hranŁ, ´mbrŁcŁminte, transport, protecἪie, modele pentru cercetare ἨtiinἪificŁ etc. 

VT au o mare ´nsemnŁtate economicŁ Ἠi un rol cheie ´n reglarea proceselor naturale la diferite 

nivele ale lanἪului trofic. AstŁzi, c©nd populaἪia planetei a depŁἨit cifra de 8 miliarde, resursele 

faunei sŁlbatice sunt consumate mai repede dec©t oric©nd, iar elaborarea mŁsurilor eficiente de 

conservare impune utilizarea metodelor Ἠi instrumentelor moderne de studiere a diversitŁἪii 

speciilor. Ċn cursul istoriei cercetarea diversitŁἪii amfibienilor, reptilelor, pŁsŁrilor Ἠi mamiferelor 

a urmŁrit evaluarea comportamentelor, habitatelor, ritmurilor circadiene, migraἪiei, aspectului 

exterior, structurii interne, toate acestea contribuind la descrierea Ἠi sistematizarea vertebratelor 

terestre ´n grupurile taxonomice cunoscute astŁzi. Ċn mare parte clasificarea Ἠi identificarea 

animalelor s-a efectuat ´n baza metodelor tradiἪionale prin observaἪii ´n c©mp Ἠi mŁsurŁtori 

biometrice. Progresul tehnologic a atras dupŁ sine utilizarea metodelor moderne ́ n cercetarea 

diversitŁἪii faunistice. Acestea au o eficienἪŁ ´naltŁ, pot fi parἪial automatizate Ἠi vin sŁ le 

completeze pe cele clasice facilit©nd studierea aspectelor moleculare, distribuἪiei Ἠi dinamicii 

populaἪiilor de animale. Printre metodele moderne care se aplicŁ ´n cercetarea diversitŁἪii VT 

sunt: prelevarea Ἠi analiza ADN-ului (DNA sampling), modelarea distribuἪiei speciilor (Species 

distribution modelling ï SDM), captarea imaginilor (Camera trapping), monitorizarea acusticŁ 

(Acousting monitoring), teledetecἪia (Remote sensing), s.a. Ċn lucrarea de faἪŁ ne-am propus sŁ 

abordŁm tehnici de cercetare a diversitŁἪii vertebratelor terestre care implicŁ analiza ADN-ului 

speciilor Ἠi modelarea distribuἪiei acestora. SDM Ἠi cercetarea ADN-ului sunt instrumente de 

studiere a biodiversitŁἪii care se pot completa reciproc. Spre exemplu se pot preleva probe de 

ADN din locaἪiile geografice ´n care existŁ o probabilitate ´naltŁ de a ´nt©lni o anumitŁ specie Ἠi 

invers - locaἪiile geografice ´n care a fost detectat ADN-ul unei specii pot fi utilizate ´n calitate 

de date de intrare pentru modelarea distribuἪiei. ExistŁ mai multe studii recente care sugereazŁ cŁ 

combinarea acestor douŁ instrumente de cercetare a diversitŁἪii faunistice are un mare potenἪial 

at©t pentru monitorizarea speciilor rare Ἠi invazive, c©t Ἠi pentru evaluarea succesului 

reintroducerii speciilor [26, 83, 103]. Ambele metode presupun utilizarea softurilor Ἠi 

instrumentelor informatice, iar prelevarea Ἠi analiza ADN-ului poate fi efectuatŁ ´n combinaἪie 

cu aplicarea tehnicilor de biologie molecularŁ. 

Bioinformatica Ἢine de aplicarea instrumentelor informatice de calcul Ἠi analizŁ pentru 

captarea, stocarea, procesarea, clasificarea Ἠi interpretarea datelor biologice. Utilizarea 
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bioinformaticii Ἠi a tehnicilor moleculare pentru identificarea taxonomicŁ a genurilor Ἠi speciilor 

precum Ἠi pentru determinarea genotipurilor ´n interiorul speciilor devine o practicŁ de rutinŁ ´n 

studierea biodiversitŁἪii Ἠi Ἢine at©t de aplicarea soluἪiilor simple, low-cost (PCR, RFLP-PCR), 

c©t Ἠi de punerea ´n practicŁ a protocoalelor de secvenἪiere care presupun costuri mai mari. Spre 

exemplu, un studiu recent realizat ´n Danemarca, a permis identificarea a 49 specii de vertebrate 

(30 - mamifere, 13 - pŁsŁri, 4 - peἨti, 1 - amfibieni Ἠi 1 - reptile) ´n baza secvenἪierii ADN-ului de 

mediu (eADN) obἪinut din aer [75], iar altŁ cercetare similarŁ a demonstrat cŁ extragerea Ἠi 

secvenἪierea eADN-ului din probe de sol se dovedeἨte a fi o practicŁ eficientŁ de monitorizare a 

diversitŁἪii mamiferelor mici [72]. C©t priveἨte opἪiunile mai puἪin costisitoare, poate fi oferit 

drept exemplu un studiu realizat ´n Statele Unite ce a avut drept scop identificarea mai multor 

specii de mamifere ´n baza analizei RFLP-PCR a probelor de materii fecale [11].  

Ċncep©nd cu anii 2008-2009 ´n lume ´ncep sŁ fie aplicate pe larg tehnici de metabarcodare 

a macroorganismelor ´n scopul cercetŁrii diversitŁἪii acestora, totuἨi, ´n pofida av©ntului apŁrut ´n 

comunitŁἪile ἨtiinἪifice unele aspecte cu referire la performanἪa markerilor moleculari generau 

dificultŁἪi. Astfel, ´n anul 2010, Francesco Ficetola Ἠi colaboratorii propun o metodŁ de evaluare 

a calitŁἪii Ἠi performanἪei barcodurilor cu utilizarea unei metode bioinformatice ce prevede 

realizarea reacἪiei de PCR in silico asupra secvenἪelor din bazele de date [39]. Ċn cadrul 

cercetŁrilor sale, acesta a comparat acoperirea taxonomicŁ Ἠi rezoluἪia anumitor regiuni de ADN 

deja propuse pentru barcodarea vertebratelor. Un an mai t©rziu, Tiayyba Riaz a propus un 

algoritm bioinformatic care permite identificarea metabarcodurilor noi Ἠi a primerilor asociaἪi ´n 

baza unui grup de secvenἪe de interes [104]. Ċn continuare, noile metode au permis o reducere 

considerabilŁ a timpului, efortului Ἠi costului dedicat cercetŁrilor ADN-ului de mediu datoritŁ 

posibilitŁἪii de a realiza designul Ἠi validarea bioinformaticŁ a markerilor Ἠi primerilor asociaἪi. 

C©t priveἨte tehnicile SDM, acestea au ´nceput sŁ se dezvolte la mijlocul anilor 80, astŁzi 

fiind pe larg utilizate at©t ´n ecosistemele terestre c©t Ἠi ´n cele acvatice. Algoritmii SDM 

estimeazŁ relaἪia dintre condiἪiile de mediu Ἠi locaἪia cunoscutŁ a speciilor ´n felul acesta 

efectu©nd predicἪii cu referire la distribuἪia spaἪialŁ ´n afara zonei de eἨantionare. Modelarea 

distribuἪiei speciilor ´n comun cu aplicarea metodelor de observare ´n teren Ἠi a tehnicilor 

moleculare oferŁ o modalitate fiabilŁ Ἠi eficientŁ de evaluare a biodiversitŁἪii. Ċn lucrarea de faἪŁ 

au fost abordate mai multe probleme existente ´n cercetarea diversitŁἪii speciilor de vertebrate 

terestre din Republica Moldova Ἠi utilizate instrumente informatice Ἠi molecular-biologice pentru 

rezolvarea acestora. 

Scopul lucrŁrii: Optimizarea Ἠi implementarea metodelor bioinformatice Ἠi molecular-

biologice ´n cercetarea diversitŁἪii unor specii de vertebrate terestre din Republica Moldova. 
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Obiective: 

1. Designul Ἠi testarea in silico a unei perechi de primeri pentru metabarcodarea anumitor 

specii de vertebrate terestre din RM. 

2. Testarea in vitro a acoperirii taxonomice pentru noii primeri cu utilizarea PCR-ului 

convenἪional. 

3. Testarea unei metode moleculare de diferenἪiere a hibrizilor Ἠi liniilor pure de mistreἪ 

´n baza alelelor genei MC1R. 

4. SecvenἪierea Ἠi analiza filogeneticŁ a genei CYTB la speciile de microtine din RM, 

ńregistrarea secvenἪelor de barcod molecular ´n baza de date BOLD Systems. 

5. Modelarea distribuἪiei unor specii rare de vertebrate terestre din RM. 

Metodologie. Metodele utilizate ´n activitatea de cercetare au fost diferenἪiate ´n: 

Metode bioinformatice. Ċn scopul realizŁrii designului Ἠi testŁrii in silico a primerilor 

pentru metabarcodare au fost utilizaἪi algoritmii ecoPrimers [104], ecoPCR [39] Ἠi OBITools 

[14]. Evaluarea gradului de conservare a primerilor, analiza filogeneticŁ Ἠi modelarea distribuἪiei 

speciilor au fost realizate cu ajutorul limbajului de programare R [100]. 

Metode de colectare ѽi prelucrare primarŁ a materialului biologic ´n teren. Probele de 

Ἢesut au fost prelevate de la animale moarte identificate sporadic (´n cazul pŁsŁrilor Ἠi 

mamiferelor mari Ἠi de la animale capturate ´n capcane (´n cazul mamiferelor mici). Speciile de 

amfibieni Ἠi reptile au fost capturate manual. Tipurile de Ἢesut prelevat au variat ´n funcἪie de 

specie Ἠi starea animalelor (de la piele Ἠi muἨchi p©nŁ la organe interne). DupŁ prelevare probele 

au fost fixate ´n alcool etilic de 96% Ἠi pŁstrate la -20 ÁC p©nŁ la extragerea ADN-ului. 

Metode de biologie molecularŁ. Probele prelevate au fost supuse analizelor de laborator 

care au constat ´n extragerea ADN-ului, efectuarea reacἪiei de PCR convenἪional, digestia cu 

enzime de restricἪie Ἠi electroforeza pe gel de agarozŁ. Pentru prima datŁ ´n Republica Moldova a 

fost utilizat instrumentul mobil Bento Lab [155] pentru extragerea, amplificarea Ἠi vizualizarea 

ADN-ului. SecvenἪierea genei CYTB la microtine a fost realizatŁ la Institutul de Ecologie Ἠi 

EvoluἪie a UniversitŁἪii din Berna, ElveἪia. 

Noutatea Ἠi originalitatea ἨtiinἪificŁ. CercetŁrile efectuate au avut la bazŁ abordŁri 

inedite, interdisciplinare care au adus ´mpreunŁ bioinformatica, biologia molecularŁ Ἠi zoologia. 

Au fost identificate toate speciile de vertebrate terestre din Moldova care au genom mitocondrial 

´n baza de date globalŁ RefSeq [91]. Ċn baza mitogenomurilor identificate au fost creaἪi Ἠi testaἪi 

noi primeri pentru metabarcodare care au demonstrat o performanἪŁ ´naltŁ ´n ce priveἨte grupul 

de specii studiat. Ċn premierŁ au fost descifrate mai multe secvenἪe ale genei citocromului b de la 

specii de microtine din Ἢara noastrŁ Ἠi depozitate pe platforma globalŁ Barcode of Life Database. 
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SecvenἪierea Ἠi analiza filogeneticŁ a stabilit cŁ specimenele de microtine studiate fac parte din 

linia filogeneticŁ esticŁ, iar modelarea distribuἪiei unor specii rare a permis identificarea la sudul 

ἪŁrii a unei populaἪii de Elaphe sauromates care ultima datŁ a fost atestatŁ ´n aceastŁ regiune cu 

mai bine de jumŁtate de secol ´n urmŁ. 

ImportanἪa teoreticŁ a lucrŁrii constŁ ´n cercetŁrile interdisciplinare realizate care 

contribuie la dezvoltarea domeniului biodiversitŁἪii moleculare din Ἢara noastrŁ. Studiile 

efectuate se ´ncadreazŁ ´n tendinἪele actuale de computerizare a vastelor cantitŁἪi de date 

biologice Ἠi implicare gradualŁ a tehnologiei informaἪionale ´n ἨtiinἪa biologicŁ. Rezultatele 

obἪinute faciliteazŁ at©t studiile viitoare de metabarcodare Ἠi barcodare a speciilor de vertebrate 

terestre din Moldova, c©t Ἠi utilizarea ´n activitatea de cercetare a diferitor metode moleculare Ἠi 

bioinformatice. Studiul se ´ncadreazŁ ´n prioritŁἪile de cercetare naἪionale Ἠi internaἪionale cu 

privire la monitorizarea diversitŁἪii faunistice sprijinind elaborarea campaniilor de conservare Ἠi 

management ecologic. 

Valoarea aplicativŁ a lucrŁrii. RelevanŞa practicŁ a tezei implicŁ at©t suportul 

metodologic pentru aplicarea tehnicilor moleculare Ἠi algoritmilor informatici ´n cercetarea 

biodiversitŁἪii, c©t Ἠi obἪinerea unor rezultate concrete precum crearea de noi primeri, 

secvenἪierea Ἠi genotiparea unor specii economic importante, crearea hŁrἪilor cu modelarea 

distribuἪiei, identificarea populaἪiilor noi ´n baza SDM, s.a. Combinate cu metodele tradiἪionale, 

abordŁrile propuse ´n lucrare vor contribui la ´mbunŁtŁἪirea monitoringului speciilor rare, pe cale 

de dispariἪie sau economic importante. Noii primeri obἪinuἪi ´n rezultatul cercetŁrilor au 

potenἪialul de a identifica peste o sutŁ de specii de vertebrate terestre ´ntr-un singur experiment 

utiliz©nd tehnici neinvazive. Studiile de metabarcodare prezintŁ relevanἪŁ economicŁ ´ntruc©t 

existŁ tot mai multe companii care oferŁ servicii de identificare a speciilor ´n baza analizei ADN-

ului de mediu. Respectarea reglementŁrilor Ἠi convenἪiilor cu privire la diversitatea faunisticŁ 

presupune ca agenἪii economici, organizaἪiile industriale Ἠi corpurile guvernamentale sŁ evalueze 

impactul activitŁἪii lor asupra biodiversitŁἪii. 

Implementarea rezultatelor ἨtiinἪifice. Metodele moleculare implementate pe parcursul 

studiului sunt utilizate ´n activitatea de cercetare a laboratorului de Vertebrate Terestre a 

Institutului de Zoologie. Ċn cadrul laboratorului poate fi realizatŁ testarea de rutinŁ Ἠi genotiparea 

speciei Sus scrofa ´n scopul diferenἪierii hibrizilor Ἠi liniilor pure de mistreἪ. De asemenea 

tehnicile bioinformatice optimizate permit analiza filogeneticŁ a populaἪiilor Ἠi modelarea 

distribuἪiei speciilor fŁrŁ procurarea unor softuri costisitoare. Nu ´n ultimul r©nd metodele Ἠi 

tehnicile de cercetare descrise ´n lucrare pot servi ´n calitate de suport ´n procesul de cercetare 

sau de ´nvŁἪŁm©nt a instituἪiilor cu profil biologic (Anexa 4). 
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Problema ἨtiinἪificŁ soluἪionatŁ constŁ ´n eficientizarea evaluŁrii Ἠi monitorizŁrii 

speciilor de vertebrate terestre din Ἢara noastrŁ ´n baza unor metode de cercetare optimizate care 

s-au aplicat ´n premierŁ pentru studierea diversitŁἪii vertebratelor terestre din Moldova. 

Sumarul capitolelor. Lucrarea include cuprins, adnotare ´n limbile rom©nŁ, englezŁ Ἠi 

rusŁ, lista figurilor, tabelelor Ἠi abrevierilor, introducere, 4 capitole, concluzii, recomandŁri, 169 

surse bibliografice, anexe, declaraἪie cu privire la asumarea rŁspunderii Ἠi CV-ul autorului. 

Ċn Introducere sunt argumentate actualitatea Ἠi importanἪa temei abordate, au fost 

formulate scopul Ἠi obiectivele tezei, prezentate elementele de noutate Ἠi originalitate ἨtiinἪificŁ. 

De asemenea au fost menἪionate importanἪa teoreticŁ Ἠi aplicativŁ a cercetŁrilor precum Ἠi 

implementarea rezultatelor obἪinute. 

Capitolul 1. Sinteza bibliograficŁ, prezintŁ unele metode moderne de studiere a 

diversitŁἪii vertebratelor terestre, analiza literaturii de referinἪŁ precum Ἠi istoricul cercetŁrilor 

din domeniu ´n Moldova Ἠi la nivel internaἪional. Este argumentatŁ necesitatea aplicŁrii ´n 

tandem a unor metode precum modelarea distribuἪiei speciilor Ἠi analiza ADN-ului acestora. 

Sunt specificate regiunile ADN-ului mitocondrial al vertebratelor terestre care prezintŁ interes 

pentru studii moleculare, secvenἪiere Ἠi analizŁ filogeneticŁ. Se descrie pe larg potenἪialul ADN-

ului de mediu ´n calitate de instrument de studiere a biodiversitŁἪii Ἠi modalitŁἪile de creare Ἠi 

testare a primerilor pentru metabarcodare. Sunt menἪionate dificultŁἪile apŁrute ´n procesul de 

identificare a metabarcodurilor Ἠi strategiile de cercetare utilizate. De asemenea este reflectat 

fenomenul de hibridizare la vertebratele terestre Ἠi analizate tehnicile de identificare a unor 

hibrizi. Capitolul se ´ncheie cu concluzii. 

Capitolul 2. Materiale Ἠi metode de cercetare, este consacrat descrierii metodelor Ἠi 

materialelor utilizate ´n studiu. Ċn capitol sunt prezentate modalitŁἪile de colectare Ἠi prelucrare 

primarŁ a materialului biologic ´n teren, metodele de lucru ´n laboratorul de biologie molecularŁ 

Ἠi liniile de cod necesare pentru analiza bioinformaticŁ. A fost efectuatŁ o descriere amplŁ a 

procesului de lucru cu dispozitivul Bento Lab utilizat ´n premierŁ ´n Ἢara noastrŁ. Capitolul se 

´ncheie cu concluzii. 

Capitolul 3. Designul primerilor pentru metabarcodare Ἠi genotiparea cu enzime de 

restricἪie, reflectŁ detaliat rezultatele obἪinute cu privire la designul Ἠi testarea primerilor. 

Perechea creatŁ de primeri denumitŁ provizoriu Met-12S a fost testatŁ in silico pentru acoperirea 

taxonomicŁ (taxonomic coverage) Ἠi specificitate Ἠi in vitro pentru acoperirea taxonomicŁ. Ċn 

comparaἪie cu primerii universali existenἪi, noii primeri au demonstrat performanἪe superioare 

pentru grupul studiat: 174 specii de vertebrate terestre din Moldova care au genom mitocondrial 

´n RefSeq. Testarea ´n laborator a fost efectuatŁ ´n baza ADN-ului izolat de la 16 specii de 
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mamifere, 4 specii de pŁsŁri Ἠi c©te 3 specii de reptile Ἠi amfibieni, iar amplificarea prin PCR 

tradiἪional a confirmat dimensiunea metabarcodurilor identificate bioinformatic. Ċn ce priveἨte 

genotiparea speciei Sus scrofa au fost prezentate rezultate obἪinute ´n urma fragmentŁrii cu 

enzime de restricἪie at©t in silico, c©t Ἠi in vitro ceea ce a permis optimizarea Ἠi implementarea ´n 

practica de cercetare a unei metode moleculare ce permite diferenἪierea ´ntre liniile pure Ἠi 

hibrizii de mistreἪ. Capitolul se ´ncheie cu concluzii. 

Capitolul 4. Analiza filogeneticŁ Ἠi modelarea distribuἪiei speciilor. ConἪine rezultate 

obἪinute ´n urma secvenἪierii Ἠi analizei filogenetice a genei citocromului b de la specii de 

microtine din Republica Moldova. DistanἪa geneticŁ ´ntre secvenἪe a fost determinatŁ at©t ´n plan 

interpopulaἪional, c©t Ἠi interspecific. Ċn baza filogeniei elaborate a fost demonstrat cŁ populaἪiile 

de Microtus arvalis din Republica Moldova fac parte din linia filogeneticŁ esticŁ a subspeciei M. 

arvalis arvalis. Modelarea distribuἪiei unor specii rare a permis crearea hŁrἪilor cu distribuἪia 

potenἪialŁ Ἠi identificarea la sudul ἪŁrii a unei populaἪii de Ἠarpe cu patru linii rŁsŁritean (Elaphe 

sauromates) care ultima datŁ a fost atestatŁ ´n aceastŁ regiune cu mai bine de jumŁtate de secol 

´n urmŁ. De asemenea la vipera comunŁ (Vipera berus) a fost descrisŁ corelaἪia dintre variaἪiile 

de culoare care predominŁ ´n populaἪii Ἠi altitudinea habitatului. Capitolul se ´ncheie cu 

concluzii.   

Concluziile generale Ἠi RecomandŁrile practice sunt formulate ´n compartimente 

separate Ἠi reflectŁ importanἪa rezultatelor obἪinute at©t ´n plan practic, c©t Ἠi teoretic. 

Bibliografia  include 169 surse citate ´n tezŁ. 

Cuvinte-cheie: vertebrate terestre, primeri, ADN, diversitate molecularŁ, metabarcodare, 

secvenἪiere, genotipare, filogenie, SDM. 
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1. SINTEZA BIBLIOGRAFICŀ 

1.1.  Metode moderne de cercetare a diversitŁἪii vertebratelor terestre 

Diversitatea vertebratelor terestre reprezintŁ o arie vastŁ de studiu ´n domeniul biologiei 

care ne permite sŁ ´nἪelegem Ἠi sŁ evaluŁm speciile de animale vertebrate adaptate la viaἪa ´n 

ecosistemele terestre. ExistŁ mai multe metode de a colecta probe Ἠi a observa date cu referire la 

speciile de VT. Cele mai clasice sunt observaἪiile ´n c©mp (metoda transectelor, metoda 

pŁtratelor etc.) Ἠi mŁsurŁtorile biometrice. Metodele tradiἪionale sunt adesea laborioase Ἠi uneori 

insuficiente pentru monitorizarea datelor cu referire la specii. Ċn prezent existŁ alternative noi 

(prelevarea probelor de ADN [126], modelarea [122], camera trapping-ul (captarea imaginilor) 

[72],) ce au o eficienἪŁ ´naltŁ, pot fi parἪial automatizate Ἠi vin sŁ completeze potenἪialul actual 

de studiere a biodiversitŁἪii. 

Prelevarea ѽi analiza probelor de ADN (DNA sampling) ï poate fi efectuatŁ ´ntr-un mod 

invaziv c©nd animalele sunt prinse cu scopul de a li se recolta probe Ἠi noninvaziv ï probele sunt 

colectate din mediul ´n care habiteazŁ organismele studiate (ADN de mediu). Metodele de 

monitorizare a diversitŁἪii speciilor prin analiza ADN-ului de mediu sunt ´n plinŁ dezvoltare Ἠi ´n 

viitor vor permite analize de metabarcodare ample cu evaluarea biodiversitŁἪii ecosistemelor 

´ntregi. Datele pot fi colectate prin utilizarea a diferite tipuri de probe precum materii fecale, sol, 

pene, ouŁ, fire de pŁr etc. 

Captarea imaginilor prin intermediul camerelor (Camera trapping) ï camerele sunt 

utilizate ´n special pentru a studia animale relativ mari (pŁsŁri Ἠi mamifere) cu scopul detectŁrii 

speciilor rare Ἠi estimŁrii abundenἪei Ἠi dimensiunii populaἪiilor. Ċn prezent existŁ Ἠi tendinἪe de 

utilizare a camerelor pentru monitorizarea grupurilor de specii mici (´n special a mamiferelor 

mici). 

Monitorizarea acusticŁ (Acousting monitoring) ï presupune evaluarea faunei sŁlbatice cu 

utilizarea ´nregistratoarelor de sunet Ἠi a senzorilor acustici. Acestea sunt desfŁἨurate ´n teren 

pentru ore, zile, sau sŁptŁm©ni cu scopul de a ´nregistra date acustice dupŁ un anumit program. 

ĊnregistrŁrile mai apoi se proceseazŁ pentru detectarea sunetelor speciilor de interes. Senzorii 

acustici sunt mici, neobservabili, non-invazivi Ἠi din ce ´n ce mai accesibili din punct de vedere 

al costului. Exemple cunoscute de monitorizare acusticŁ sunt monitorizarea liliecilor Ἠi a 

mamiferelor marine. 

Teledetecѿia (Remote sensing) ï permite obἪinerea de informaἪii despre specii fŁrŁ a intra 

´n contact fizic cu obiectul studiat. Ċn contrast, alte tehnici de studiere a biodiversitŁἪii necesitŁ 

observarea sau colectarea probelor la faἪa locului (in situ). Termenul de teledetecἪie se referŁ ´n 
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general la utilizarea sateliἪilor sau aeronavelor ´n scopul de a detecta Ἠi clasifica diferite obiecte 

de pe PŁm©nt. Animalele studiate pot fi numŁrate manual, semi-automat sau automat cu 

utilizarea senzorilor Ἠi softurilor speciale. Rezultatele obἪinute prin aplicarea teledetecἪiei depind 

de tehnologia utilizatŁ, tipul imaginilor, specia studiatŁ precum Ἠi de dimensiunea arealului 

cercetat. 

Modelarea ï utilizeazŁ algoritmi informatici care permit obἪinerea informaἪiilor relevante 

din date oportunistice. Pot viza aspecte spaἪiale sau temporale ´n cercetarea biodiversitŁἪii, 

permit analiza la nivel de comunitŁἪi sau Ἢin de studierea speciilor individuale. Spre exemplu 

Modelarea populaѿiilor (Population modelling) permite evaluarea dinamicii populaἪiilor sub 

acἪiunea diferitor condiἪii de mediu. Un exemplu cunoscut de modelare a populaἪiilor ´n studiul 

diversitŁἪii vertebratelor terestre este modelarea relaἪiei pradŁ-prŁdŁtor (modelul Lotka-Volterra), 

Fig. 1.1. 

 

Fig. 1.1. RelaἪia pradŁ-prŁdŁtor [161] 

Modelarea distribuѿiei speciilor (SDM ï Species distribution modelling) este un alt tip de 

modelare Ἠi are la bazŁ corelarea coordonatelor geografice asociate prezenἪei cunoscute a 

speciilor cu valorile variabilelor de mediu [107]. MŁsura ´n care un astfel de model va reflecta 

situaἪia realŁ a distribuἪiei speciilor depinde de un Ἠir de factori precum: date de intrare corecte, 

algoritmul utilizat, tipul reliefului Ἠi a vegetaἪiei, dispersia biologicŁ, interacἪiunile biotice Ἠ.a. 

Modelarea distribuἪiei speciilor are multiple aplicaἪii Ἠi beneficii. Aceasta poate ajuta la 

identificarea zonelor critice pentru conservare, la evaluarea impactului schimbŁrilor climatice 

asupra distribuἪiei speciilor, la identificarea habitatelor potenἪiale pentru reintroducerea sau 

relocarea speciilor Ἠi la dezvoltarea planurilor de gestionare a speciilor invazive. De asemenea, 

modelele pot fi folosite ´n identificarea hotspot-urilor de biodiversitate Ἠi ´n evaluarea stŁrii 

speciilor. TotuἨi, este important sŁ fie menἪionat cŁ SDM are anumite limitŁri Ἠi incertitudini 
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acestea put©nd fi rezultatul calitŁἪii datelor de intrare, a variabilitŁἪii ´n timp Ἠi spaἪiu a factorilor 

mediului, precum Ἠi a limitŁrilor tehnice Ἠi metodologice ale modelelor utilizate. De aceea, este 

important sŁ se interpreteze rezultatele modelŁrii distribuἪiei speciilor cu precauἪie Ἠi sŁ se ἪinŁ 

cont de incertitudini. Este recomandat sŁ se utilizeze mai multe tehnici Ἠi surse de date pentru a 

obἪine rezultate mai robuste Ἠi pentru a evalua variabilitatea rezultatelor. De asemenea, este 

esenἪial sŁ se actualizeze modelele ´n mod regulat, pe mŁsurŁ ce se adunŁ noi date Ἠi se 

´mbunŁtŁἪesc metodele de modelare. Cu toate cŁ existŁ incertitudini, utilizarea acestei metode ´n 

combinaἪie cu date de teren Ἠi expertizŁ ἨtiinἪificŁ ne poate oferi informaἪii importante Ἠi 

perspective valoroase pentru conservarea speciilor Ἠi a ecosistemelor ´n care trŁiesc. Tehnicile 

SDM sunt pe larg utilizate ´n cercetarea ecosistemelor terestre cunosc©nd o dezvoltare rapidŁ ´n 

special ´n ultimele douŁ decenii [1, 37], iar obiectivul de bazŁ al acestora este de a genera noi 

hŁrἪi de distribuἪie a speciilor de interes. Pe parcursul timpului au fost dezvoltaἪi diverἨi algoritmi 

SDM precum Bioclim, GLM (Generalized Linear Model), MaxEnt, RF (Random Forest), BRT 

(Boosted Regression Tree), CL (CLIMEX) Ἠi alἪii toἪi av©nd la bazŁ procese diferite de generare 

a hŁrἪilor de distribuἪie. Unele tehnici de modelare necesitŁ date de intrare care sŁ includŁ 

coordonate ale prezenἪei Ἠi absenἪei speciei (ex. GLM) ´n timp ce altele doar datele cu referire la 

prezenἪŁ (MaxEnt, Bioclim) [1, 56, 95]. Alegerea algoritmului aplicat ´n cercetare depinde de 

datele de intrare disponibile Ἠi de scopul studiului [1, 37]. Bioclim este primul pachet SDM 

utilizat pe scarŁ largŁ pentru generarea hŁrἪilor de distribuἪie Ἠi reprezintŁ un model clasic 

bioclimatic (Climate Envelope Model ï analizeazŁ variabilele climatice asociate habitatului unei 

anumite specii) [56]. DeἨi conform unor cercetŁri acesta a generat rezultate mai slabe ´n 

comparaἪie cu alἪi algoritmi [36], un studiu efectuat ´n 2016 de cŁtre F. Shabani Ἠi colab. 

sugereazŁ cŁ Bioclim a demonstrat performanἪe similare cu GLM, MaxEnt Ἠi CL, dar superioare 

algoritmilor BRT Ἠi RF [113]. Fiind uἨor de aplicat Ἠi permiἪ©nd modelarea distribuἪiei speciilor 

cu un numŁr redus de locaἪii cunoscute [22, 118], algoritmul Bioclim continuŁ a fi utilizat Ἠi ´n 

prezent [112]. 

Ċn Republica Moldova datele cu referire la aplicarea tehnicilor de modelare a distribuἪiei 

speciilor sunt limitate, prima lucrare ´n care a fost utilizat modelul Bioclim fiind prezentatŁ ´n 

2014 la un simpozion internaἪional care a avut loc ´n ChiἨinŁu [153]. CercetŁrile efectuate de 

autor au avut ca scop modelarea distribuἪiei unor specii de nevertebrate din genul Spodoptera pe 

teritoriul Rom©niei Ἠi a Republicii Moldova. Ulterior algoritmul Bioclim a fost aplicat pentru 

studierea unor specii rare de reptile din Ἢara noastrŁ precum Ἠarpele cu patru linii rŁsŁritean 

(Elaphe sauromates) Ἠi vipera de stepŁ (Vipera ursinii) [122, 152]. 
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Acestea fiind spuse existŁ mai multe motive care scot ´n evidenἪŁ necesitatea utilizŁrii 

metodelor menἪionate ´n cercetarea diversitŁἪii vertebratelor terestre: 

V Precizie Ἠi acurateἪe. Metodele moderne permit obἪinerea de informaἪii precise cu privire 

la biodiversitate. Spre exemplu, utilizarea tehnologiilor de secvenἪiere poate oferi 

informaἪii genetice ´n baza cŁrora se poate realiza identificarea cu exactitate a speciilor Ἠi 

´nἪelegerea relaἪiilor filogenetice dintre ele. 

V EficienἪŁ Ἠi economie de timp. Permit colectarea Ἠi analiza rapidŁ a unui numŁr mare de 

eἨantioane. De exemplu, utilizarea tehnicilor de metabarcodare permit identificarea 

rapidŁ a speciilor dintr-un amestec de ADN din surse diferite. Acest lucru economiseἨte 

timp Ἠi resurse, comparativ cu metodele clasice care necesitŁ identificarea tradiἪionalŁ a 

speciilor. 

V Detectarea speciilor rare Ἠi invazive. Prin analiza ADN-ului de mediu, putem identifica 

speciile prezente ´ntr-un anumit habitat, inclusiv cele care sunt dificil de observat sau 

care nu pot fi identificate cu uἨurinἪŁ prin metode vizuale. Acest lucru este deosebit de 

important ´n monitorizarea speciilor invazive care pot avea un impact negativ asupra 

ecosistemelor locale. 

V Detectarea Ἠi monitorizarea vectorilor bolilor infecἪioase. Utilizarea tehnicilor de 

secvenἪiere Ἠi de diagnostic molecular permit identificarea at©t a speciilor care transmit 

diverse boli, c©t Ἠi a patogenilor asociaἪi cu acestea. Ċn consecinἪŁ implementarea 

mŁsurilor de control Ἠi prevenire, contribuie at©t la protejarea sŁnŁtŁἪii omului, c©t Ἠi la 

conservarea unor ecosisteme sŁnŁtoase. 

V Evaluarea detaliatŁ a biodiversitŁἪii. AbordŁrile moderne contribuie la evaluarea 

diversitŁἪii speciilor ´ntr-un mod mai cuprinzŁtor Ἠi detaliat. Utilizarea tehnicilor 

moleculare, monitorizarea acusticŁ, ´nregistrarea video Ἠi alte tehnologii ne permit sŁ 

identificŁm Ἠi sŁ catalogŁm speciile prezente ´ntr-un anumit habitat, inclusiv cele rare sau 

dificil de observat. Aceste informaἪii sunt cruciale pentru evaluarea stŁrii de conservare a 

speciilor Ἠi pentru dezvoltarea mŁsurilor adecvate de protecἪie. 

V ConἨtientizarea Ἠi educaἪia publicului. Utilizarea metodelor moderne ´n studierea 

diversitŁἪii vertebratelor terestre poate contribui la conἨtientizarea Ἠi educaἪia publicului 

´n privinἪa importanἪei conservŁrii acestor specii Ἠi a habitatelor lor. Tehnicile avansate 

pot aduce informaἪii captivante Ἠi uἨor de ´nἪeles pentru publicul larg. Prin utilizarea 

vizualizŁrilor tridimensionale, a simulŁrilor computerizate Ἠi a altor instrumente 

interactive putem transmite cunoἨtinἪe complexe ´ntr-un mod accesibil Ἠi atractiv. Aceste 
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informaἪii pot fi utilizate pentru a genera interes Ἠi empatie faἪŁ de VT Ἠi habitatul lor Ἠi 

pot stimula acἪiuni concrete de conservare Ἠi protecἪie. 

V ContribuἪia la conservare. Toate metodele menἪionate pot contribui semnificativ la 

eforturile de conservare a speciilor de VT Ἠi a habitatelor lor. InformaἪiile obἪinute prin 

aplicarea acestora pot fi utilizate pentru identificarea zonelor critice pentru conservare, 

dezvoltarea strategiilor de gestionare a speciilor Ἠi luarea deciziilor informate ´n 

planificarea conservŁrii. 

Ċn studiul nostru ne-am propus sŁ abordŁm anumite metode moderne de cercetare a 

diversitŁἪii vertebratelor terestre Ἠi anume analiza ADN-ului speciilor Ἠi modelarea distribuἪiei 

acestora. SDM Ἠi cercetarea ADN-ului de mediu sunt instrumente de studiere a diversitŁἪii 

speciilor care se pot completa reciproc. Spre exemplu se pot preleva probe de ADN din locaἪiile 

geografice ´n care existŁ o probabilitate ´naltŁ de a ´nt©lni o anumitŁ specie Ἠi invers - locaἪiile 

geografice ´n care a fost detectat ADN-ul unei specii pot fi utilizate ´n calitate de date de intrare 

pentru modelarea distribuἪiei. Ambele metode presupun utilizarea softurilor Ἠi instrumentelor 

informatice, iar prelevarea Ἠi analiza ADN-ului poate fi efectuatŁ ´n combinaἪie cu aplicarea 

tehnicilor de biologie molecularŁ. ExistŁ mai multe studii recente care sugereazŁ cŁ combinarea 

acestor douŁ instrumente de cercetare a diversitŁἪii faunistice are un mare potenἪial at©t pentru 

monitorizarea speciilor rare Ἠi invazive, c©t Ἠi pentru evaluarea succesului reintroducerii speciilor 

[26, 83, 103]. Ċn prezenta lucrare au fost abordate mai multe probleme existente ´n cercetarea 

diversitŁἪii speciilor de vertebrate terestre din Republica Moldova Ἠi utilizate instrumente 

informatice Ἠi molecular-biologice pentru rezolvarea acestora. Aplicarea tehnologiilor ´n 

studierea acestor specii are un potenἪial enorm de a aduce schimbŁri semnificative ´n domeniul 

conservŁrii. Prin promovarea cunoaἨterii Ἠi conἨtientizŁrii, putem mobiliza resursele Ἠi acἪiunile 

necesare pentru a proteja Ἠi conserva vertebratele terestre Ἠi habitatul lor, contribuind astfel la 

menἪinerea biodiversitŁἪii Ἠi a echilibrului ecologic ´n Ἢara noastrŁ Ἠi ´n ´ntreaga lume. 

 

1.2. Studiile bioinformatice Ἠi barcodarea 

speciilor de animale ́ n Republica Moldova 

Ċn Moldova primele cercetŁri cu privire la barcodarea nevertebratelor Ἠi a unor specii de 

peἨti au fost iniἪiate de cŁtre cercetŁtorii Ion ToderaἨ, Galina BuἨmachiu, Tatiana ἧuleἨco, Anna 

Moldovan Ἠi alἪii [82, 96, 128, 138]. Pe parcursul ultimei decade ´n baza de date globalŁ BOLD 

Systems au fost ´nregistrate peste 400 barcoduri ale mai multor specii de plante Ἠi animale din 

Republica Moldova [101]. Majoritatea acestor ´nregistrŁri sunt reprezentate de specii de 

nevertebrate, performanἪŁ realizatŁ datoritŁ contribuἪiei pe parcursul anilor a mai multor 
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cercetŁtori [82, 96, 128]. SituaἪia e diferitŁ ´n ce priveἨte ´nregistrarea markerilor moleculari ai 

speciilor de vertebrate terestre din Moldova p©nŁ ´n anul 2022 ´n baza de date BOLD Systems 

[101] fiind ´nregistrate barcodurile citocrom oxidazei I a doar douŁ specii: Spermophilus citellus 

[38] Ἠi Triturus cristatus [125]. La ´nceputul anului 2023 datoritŁ colaborŁrii dintre cercetŁtorii 

Institutului de Zoologie al UniversitŁἪii de Stat din Moldova Ἠi UniversitŁἪii din Berna (ElveἪia), 

pe platforma Barcode of Life a fost ´nregistrat un proiect care urmŁreἨte depozitarea barcodurilor 

Ἠi metabarcodurilor moleculare ale vertebratelor terestre din Republica Moldova [116]. P©nŁ ´n 

prezent ´n cadrul proiectului au fost depozitate 13 barcoduri ale citocromului b care corespund 

speciilor Microtus arvalis Ἠi Microtus levis/rossiaemeridionalis (Anexa 3). Ċn ce priveἨte 

abordŁrile bioinformatice care urmŁresc cercetarea vertebratelor, acestea au fost iniἪiate ´n anul 

2008 de cŁtre Viorel Munteanu, Alexei LeviἪchi Ἠi Maria Duca Ἠi au constat ´n studierea 

factorilor de transcripἪie ´n procesul evoluἪiei vertebratelor [84]. Aplicarea tehnicilor 

bioinformatice Ἠi molecular biologice pentru crearea primerilor la plante au fost descrise de cŁtre 

Daniela Galea-AbduἨa, Rodica Martea (2014) [77] Ἠi alἪii [15, 81] iar primele studii in silico Ἠi in 

vitro cu referire la primerii sistemelor de metabarcodare a vertebratelor terestre au fost realizate 

´ncep©nd cu anul 2021 [114, 115, 120]. CercetŁri de importanἪŁ internaἪionalŁ care urmŁresc 

dezvoltarea metodelor bioinformatice Ἠi a bazelor de date pentru analiza imunitŁἪii adaptive la 

speciile de vertebrate sunt realizate de moldoveanul Serghei Mangul ´n Statele Unite la 

Universitatea din California de Sud [76]. C©t priveἨte studiile metagenomice efectuate ´n 

Moldova acestea sunt puἪine Ἠi Ἢin ´n special de cercetarea microbiomului uman [127] Ἠi a 

microbiomului solului [8], cercetarea ´n scopul monitorizŁrii diversitŁἪii faunistice fiind ´ncŁ ´n 

stadiu incipient. Dezvoltarea bazelor de date de referinἪŁ care sŁ cuprindŁ speciile de vertebrate 

terestre din fauna actualŁ cu mitogenom ´n RefSeq, ´n comun cu crearea condiἪiilor de laborator, 

va permite aplicarea protocoalelor de secvenἪiere Ἠi utilizarea ADN-ului de mediu ´n calitate de 

instrument de monitorizare a faunei locale. Dezvoltarea sistemelor de metabarcodare a faunei 

terestre prezente ´n Ἢara noastrŁ va face posibilŁ detectarea a zeci Ἠi sute de specii ´ntr-un singur 

experiment. 

1.3. Diversitatea vertebratelor terestre Ἠi potenἪialul ADN-ului de mediu 

Studierea mecanismelor care ´ntreἪin diversitatea abundentŁ a vieἪii pe PŁm©nt a fost Ἠi 

rŁm©ne unul din scopurile de bazŁ ale cercetŁrilor biologice. Biodiversitatea este extrem de 

importantŁ pentru supravieἪuirea omului Ἠi este cea mai preἪioasŁ Ἠi fragilŁ resursŁ de pe pŁm©nt. 

Aceasta implicŁ multitudinea de date despre organizarea Ἠi diversitatea vieἪii de la scale mici la 

nivelul genelor Ἠi cromozomilor p©nŁ la scale mari, la nivelul organismelor Ἠi ecosistemelor. Ċn 
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prezent pierderea biodiversitŁἪii este o problemŁ majorŁ pe ´ntreg globul, iar principalele cauze 

ale acesteia sunt activitŁἪile umane Ἠi schimbŁrile climatice ce induc modificŁri ale habitatelor, 

apariἪia speciilor invazive, alterarea integritŁἪii genetice Ἠi a potenἪialului adaptiv al speciilor. 

AcἪiunile distructive ale omului asupra habitatelor VT pot produce fenomenul de Breeding 

Overlaps (suprapunerea zonei de habitat a diferitor specii sau subspecii), ceea ce poate facilita 

transferul materialului genetic a unei specii ´n rezerva de gene a alteia. ExperienἪa cercetŁtorilor 

sugereazŁ cŁ existŁ mai multe specii de vertebrate terestre care se pot ´ncruciἨa Ἠi genera hibrizi 

cu potenἪial adaptiv scŁzut, Ἠi care nu se ´ncadreazŁ ´n principiul de izolare reproductivŁ 

delimitat de specie. Hibridizarea poate fi definitŁ ca ´ncruciἨarea indivizilor din douŁ populaἪii 

sau grupuri de populaἪii distincte Ἠi ´n unele cazuri reprezintŁ o ameninἪare realŁ asupra 

diversitŁἪii genetice a populaἪiilor reduc©nd rata reproductivŁ Ἠi de supravieἪuire a indivizilor. 

Fiind catalizat de factorul antropogen acest fenomen poate duce ´n timp chiar la dispariἪia 

speciilor. De asemenea integritatea genelor diferitor animale sŁlbatice poate fi afectatŁ atunci 

c©nd acestea produc hibrizi ´n urma ´ncruciἨŁrii cu animale domestice. Animalele domestice au 

fost selectate artificial ´n funcἪie de stilul de viaἪŁ al omului Ἠi atunci c©nd ´Ἠi rŁsp©ndesc genele 

´n naturŁ, pot influenἪa o ´ntreagŁ reἪea de interacἪiuni ecologice gener©nd efecte dificil de 

previzionat [99]. Actualmente, ´n Republica Moldova, existŁ diferite populaἪii de vertebrate 

terestre care suportŁ fenomene de hibridizare sau care prezintŁ statut sistematic incert. Deoarece 

identificarea acestora doar ´n baza trŁsŁturilor morfologice este adesea imposibilŁ, diferenἪierea 

hibrizilor de liniile pure necesitŁ aplicarea metodelor moleculare de genotipare Ἠi utilizarea 

diferitor markeri moleculari. Evaluarea molecular-biologicŁ a fenomenului de hibridizare la VT 

este esenἪialŁ pentru luarea mŁsurilor eficiente de bioconservare Ἠi implicŁ at©t studierea 

genomului mitocondrial, c©t Ἠi a celui nuclear. Aceasta poate contribui la reducerea riscurilor 

sus-menἪionate Ἠi la dezvoltarea unor programe adecvate de management a populaἪiilor. 

Starea actualŁ a vertebratelor terestre ´n Republica Moldova scoate ´n evidenἪŁ unele 

provocŁri Ἠi ameninἪŁri care afecteazŁ populaἪiile de specii terestre. Republica Moldova este 

caracterizatŁ printr-un habitat variat, care include pŁduri, mlaἨtini, stepe Ἠi c©mpii agricole, 

oferind adŁpost Ἠi hranŁ pentru o varietate de vertebrate terestre. Conform anumitor surse, ´n Ἢara 

noastrŁ sunt ´nregistrate 337 de specii dintre care 237 specii de pŁsŁri [101], 72 specii de 

mamifere (com. pers. Victoria Nistreanu), 14 specii de amfibieni Ἠi 14 specii de reptile (com. 

pers. Vladimir Ἡurcanu). Pierderea Ἠi fragmentarea habitatului din cauza extinderii agriculturii, a 

urbanizŁrii Ἠi a infrastructurii rutiere afecteazŁ disponibilitatea resurselor alimentare Ἠi a zonelor 

de reproducere pentru aceste specii. SchimbŁrile climatice pot avea, de asemenea, un impact 

negativ asupra speciilor terestre, prin modificarea distribuἪiei Ἠi a disponibilitŁἪii resurselor. Alte 
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ameninἪŁri includ v©nŁtoarea ilegalŁ, braconajul Ἠi poluarea. Aceste activitŁἪi umane pot duce la 

reducerea populaἪiilor de vertebrate terestre Ἠi la diminuarea diversitŁἪii biologice ´n ansamblu. 

De asemenea, existŁ Ἠi riscul introducerii speciilor invazive care pot afecta echilibrul ecologic Ἠi 

pot concura cu speciile native pentru resursele disponibile (ex. speciile Trachemis scripta Ἠi 

Emys orbicularis). Pentru a proteja vertebratele terestre Ἠi pentru a conserva biodiversitatea ´n 

Republica Moldova, sunt luate diverse mŁsuri de conservare Ἠi gestionare a habitatelor naturale. 

ĊnfiinἪarea Ἠi administrarea ariilor protejate, cum ar fi parcurile naἪionale Ἠi rezervaἪiile naturale, 

contribuie la conservarea speciilor Ἠi a habitatelor lor. Este crucial sŁ se dezvolte Ἠi sŁ se 

implementeze politici de conservare a habitatelor naturale Ἠi sŁ se promoveze practici agricole 

sustenabile, care sŁ reducŁ impactul asupra speciilor terestre. Ċn acelaἨi timp, educaἪia Ἠi 

conἨtientizarea publicului despre importanἪa biodiversitŁἪii Ἠi necesitatea protejŁrii speciilor sunt 

esenἪiale pentru a promova coexistenἪa armonioasŁ ´ntre oameni Ἠi fauna sŁlbaticŁ. De asemenea, 

este necesarŁ desfŁἨurarea proiectelor de cercetare Ἠi monitorizare a speciilor, cercetarea 

ἨtiinἪificŁ continu©nd sŁ joace un rol crucial ´n ´nἪelegerea ecologiei speciilor terestre. 

Monitorizarea populaἪiilor, analiza la nivel genetic Ἠi studiile de habitat sunt instrumente 

importante ´n evaluarea stŁrii speciilor Ἠi ´n dezvoltarea strategiilor de conservare eficiente. 

Vertebratele terestre reprezintŁ o componentŁ importantŁ a biodiversitŁἪii globale Ἠi 

conform International Union for Conservation of Nature (IUCN) cel puἪin 15% dintre acestea 

sunt pe cale de dispariἪie [71]. Conform anumitor studii, ´n ultimii cinci sute de ani, rata 

extincἪiei speciilor de vertebrate terestre ´n lume este de mai mult de o specie pe an [17, 71, 102], 

acest lucru impun©nd necesitatea unor mŁsuri urgente Ἠi eficiente de conservare. Monitorizarea 

diversitŁἪii VT folosind doar metode tradiἪionale este ´n general laborioasŁ Ἠi dificilŁ, astfel ´n 

prezent existŁ tendinἪe tot mai pronunἪate de a utiliza tehnicile de analizŁ a ADN-ului de mediu 

´n scopul cercetŁrii diversitŁἪii acestora. Spre exemplu, un studiu recent realizat ´n Danemarca a 

permis identificarea a 49 specii de vertebrate (30 - mamifere, 13 - pŁsŁri, 4 - peἨti, 1 - amfibieni 

Ἠi 1 - reptile) ´n baza moleculelor de eADN captate din aer [75]. Pentru amplificarea 

metabarcodurilor au fost utilizaἪi primerii universali 12S-V5 [104] specifici vertebratelor Ἠi 

primerii 16Smam [133] concepuἪi pentru a analiza ADN-ul mamiferelor. O altŁ cercetare 

similarŁ a demonstrat cŁ extragerea Ἠi secvenἪierea eADN-ului din probe de sol se dovedeἨte a fi 

o practicŁ eficientŁ de monitorizare a diversitŁἪii mamiferelor mici [72]. ADN-ul de mediu poate 

fi utilizat at©t pentru detectarea unei singure specii (metodŁ aplicatŁ ´n special pentru 

monitorizarea speciilor rare sau invazive), c©t Ἠi pentru identificarea mai multor taxoni simultan. 

Metabarcodarea are un potenἪial enorm pentru biomonitoringul diferitor tipuri de ecosisteme, 

anumite studii ´ncerc©nd deja sŁ standardizeze procesul de lucru pentru evaluarea diversitŁἪii 
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speciilor acvatice [142]. Ċn ecosistemele terestre metabarcodarea speciilor este mai anevoioasŁ 

´nsŁ cercetŁrile ´n aceastŁ direcἪie de asemenea contribuie la dezvoltarea protocoalelor 

experimentale Ἠi aplicarea lor ´n deciziile cu privire la mediu. Cercetarea eADN-ului 

vertebratelor terestre prezintŁ un potenἪial vast Ἠi cuprinde multiple aspecte: 

Monitorizarea non-invazivŁ. Colectarea probelor este non-invazivŁ Ἠi poate fi realizatŁ 

fŁrŁ a deranja direct speciile ἪintŁ. Acest lucru este particular avantajos pentru studiul speciilor 

eluzive sau sensibile, deoarece eliminŁ necesitatea observŁrii directe sau capturŁrii acestora, fapt 

ce poate fi stresant sau perturbator pentru animal. 

Aplicaѿii ´n conservare ѽi gestionare. OferŁ informaἪii valoroase pentru planificarea 

conservŁrii Ἠi strategiilor de gestionare a ecosistemelor Ἠi contribuie direct la identificarea 

zonelor cu biodiversitate ridicatŁ, prioritizarea zonelor protejate Ἠi evaluarea eficienἪei 

intervenἪiilor de conservare Ἠi restaurare a habitatelor. 

Interacѿiunea ´ntre specii ѽi dinamica troficŁ. DezvŁluie interacἪiunile dintre diferite 

specii precum Ἠi rolul speciilor ´n reἪelele ecologice. Prin identificarea semnŁturilor moleculare 

provenite de la surse alimentare specifice se pot determina relaἪiile trofice Ἠi dinamica lanἪului 

trofic. 

Detectarea timpurie a speciilor invazive. Identificarea timpurie a speciilor invazive 

permite efectuarea intervenἪiilor rapide Ἠi aplicarea acἪiunilor de gestionare. Astfel, cercetŁtorii 

pot determina ameninἪŁrile potenἪiale Ἠi pot rŁspunde ´nainte ca acestea sŁ provoace daune 

ireversibile. 

Evaluarea impactului activitŁѿilor umane. Detectarea schimbŁrilor ´n comunitŁἪile 

faunistice poate oferi indicii cu privire la perturbŁrile ecosistemelor cauzate de defriἨŁri, 

urbanizare sau alte activitŁἪi umane. 

Diagnosticarea ѽi monitorizarea bolilor. Contribuie la detectarea vectorilor bolilor 

infecἪioase Ἠi a paraziἪilor care afecteazŁ populaἪiile de vertebrate terestre permiἪ©nd astfel 

prevenirea Ἠi ´ndepŁrtarea factorilor de risc pentru sŁnŁtatea omului Ἠi animalelor. 

Determinarea speciilor criptice sau noi. OferŁ posibilitatea de a diferenἪia speciile 

criptice sau de a descoperi specii noi. ADN-ul eliberat ´n mediul ´nconjurŁtor poate dezvŁlui 

prezenἪa unor specii necunoscute anterior sau care au fost greu de detectat prin metode 

tradiἪionale. Aceasta poate contribui la ´nἪelegerea biodiversitŁἪii Ἠi la identificarea zonelor de 

interes pentru cercetŁri ulterioare. 

Monitorizarea diversitŁѿii ´n timp real. Colectarea regulatŁ a probelor dintr-un anumit 

habitat permite evaluarea dinamicii populaἪiilor Ἠi a schimbŁrilor ´n compoziἪia comunitŁἪii 

faunistice. 
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Un exemplu interesant de aplicare a experimentelor de metabarcodare ´n ecosistemele 

terestre este limitarea aἨa numitelor fenomene Birdstrike Hazards din preajma aeroporturilor 

[24]. Implementarea practicŁ a abordŁrilor menἪionate necesitŁ utilizarea algoritmilor 

bioinformatici pentru designul primerilor, identificarea metabarcodurilor Ἠi crearea bazelor de 

date de referinἪŁ ce permit atribuirea taxonomicŁ a metabarcodurilor studiate. La fel de 

importantŁ este standardizarea tehnicilor experimentale de lucru ´n laboratorul de biologie 

molecularŁ. Dezvoltarea Ἠi integrarea acestor aspecte ´n campaniile de monitorizare a speciilor 

va permite eficientizarea evaluŁrii diversitŁἪii vertebratelor terestre [24, 59, 130]. 

Descoperirea Ἠi utilizarea eADN-ului ´n cursul ultimelor decenii a reprezentat o adevŁratŁ 

revoluἪie ´n domeniul ἨtiinἪei biologice schimb©nd fundamental modul ´n care explorŁm lumea 

vie din jurul nostru. Istoria cercetŁrilor ADN-ului de mediu a ´nceput ´n anul 1987 odatŁ cu 

elaborarea unor rapoarte despre protocolul de extragere a acestuia din sedimente [90]. Trei ani 

mai t©rziu a fost publicat primul studiu cu referire la metabarcodare [46] acesta urmŁrind analiza 

diversitŁἪii genei ARN-ului ribozomal 16S la procariote [130]. Ulterior metagenomica a devenit 

o rutinŁ ´n cercetŁrile microbiologice iar ´n anul 2003 a apŁrut prima lucrare ´n care a fost 

descrisŁ metabarcodarea macroorganismelor aceasta suger©nd cŁ este posibilŁ recuperarea ADN-

ului fosil al megafaunei (mamuἪi, bizoni, cai) din permafrost Ἠi a ADN-ului unor specii de pŁsŁri 

dispŁrute (Dinornithiformes), din sedimentele peἨterilor [145]. Un alt studiu semnificativ care a 

urmŁrit utilizarea ADN-ului de mediu pentru metabarcodarea vertebratelor terestre a fost efectuat 

´n anul 2008 de cŁtre Ficetola Ἠi colaboratorii sŁi [40]. AceἨtia au demonstrat cŁ ADN-ul eliberat 

´n mediul ´nconjurŁtor de cŁtre amfibieni poate fi detectat Ἠi identificat prin intermediul 

tehnicilor de secvenἪiere. Ulterior, ´n anul 2010, Francesco Ficetola Ἠi colaboratorii propun o 

metodŁ de evaluare a calitŁἪii Ἠi performanἪei barcodurilor cu utilizarea unei metode 

bioinformatice ce prevede realizarea reacἪiei de PCR in silico asupra secvenἪelor din bazele de 

date. Ċn cadrul cercetŁrilor sale, acesta a comparat acoperirea taxonomicŁ Ἠi rezoluἪia anumitor 

regiuni de ADN deja propuse pentru barcodarea vertebratelor [39]. Un an mai t©rziu, Tiayyba 

Riaz a propus un algoritm bioinformatic care permite identificarea metabarcodurilor noi Ἠi a 

primerilor asociaἪi ´n baza unui grup de secvenἪe de interes [104]. Ċn continuare, noile metode au 

permis o reducere considerabilŁ a timpului, efortului Ἠi costului dedicat cercetŁrilor ADN-ului de 

mediu datoritŁ posibilitŁἪii de a realiza designul Ἠi validarea bioinformaticŁ a markerilor Ἠi 

primerilor asociaἪi. Algoritmii bioinformatici au permis identificarea biomarkerilor [119] ´n 

limita condiἪiilor impuse cum ar fi dimensiunea redusŁ a metabarcodurilor Ἠi asigurarea 

parametrilor optimi pentru o bunŁ desfŁἨurare a reacἪiei de PCR. Ċn rezultat au apŁrut mai multe 

publicaἪii care aveau la bazŁ analiza eADN-ului macroorganismelor Ἠi se refereau at©t la 
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detectarea unei singure specii [29, 48, 58], c©t Ἠi la identificarea taxonilor multipli [137, 142]. Ċn 

anii care au urmat, cercetŁtorii din ´ntreaga lume au extins studiile de metabarcodare la toate 

grupurile de vertebrate terestre, demonstr©nd cŁ acestea pot fi utilizate pentru investigarea Ἠi 

identificarea speciilor de mamifere [27], pŁsŁri [85], reptile [89] Ἠi amfibieni [129]. Astfel, 

tehnicile de metabarcodare au fost aplicate pentru evaluarea biodiversitŁἪii ´n diferite tipuri de 

habitate terestre, inclusiv pŁduri [97], zone umede [74], deἨerturi [35] Ἠi ecosisteme alpine [130]. 

Extragerea Ἠi analiza ADN-ului de mediu a oferit rezultate promiἪŁtoare ´n detectarea Ἠi 

monitorizarea speciilor rare, endemice sau ameninἪate, cum ar fi lupul [75], ursul polar [33] sau 

unele specii de Ἠerpi [78]. Pe l©ngŁ identificarea speciilor, eADN-ul prezintŁ interes Ἠi pentru a 

studia alte aspecte care vizeazŁ vertebratele terestre, cum ar fi dieta [79], paraziἪii [9] sau chiar 

unele tulpini ale virusurilor [2]. Toate aceste studii au contribuit la dezvoltarea protocoalelor 

experimentale care vizeazŁ monitorizarea diversitŁἪii faunistice totuἨi, ´ncŁ existŁ diverse 

provocŁri Ἠi limite asociate cu metabarcodarea animalelor adaptate la viaἪa pe uscat. Una din 

principalele dificultŁἪi este reprezentatŁ de calitatea Ἠi stabilitatea eADN-ului. Acesta poate 

suferi modificŁri sub acἪiunea unor factori precum lumina solarŁ, temperatura ridicatŁ sau 

enzimele prezente ´n mediu Ἠi care afecteazŁ integritatea Ἠi cantitatea de ADN disponibilŁ pentru 

analizŁ. Prin urmare, pentru a minimiza riscul de degradare este necesarŁ colectarea corectŁ a 

probelor Ἠi gestionarea adecvatŁ a mostrelor Ἠi a condiἪiilor de stocare. O altŁ provocare o 

reprezintŁ detectarea Ἠi identificarea speciilor din amestecul complex de ADN prezent ´n probe. 

Deoarece ADN-ul de mediu provine nu doar de la speciile investigate, ci Ἠi de la alte organisme 

prezente ´n ecosistem, analiza trebuie sŁ fie capabilŁ sŁ distingŁ ´ntre ADN-ul speciei de interes 

Ἠi ADN-ul non-target. Aceasta necesitŁ utilizarea tehnicilor avansate de secvenἪiere Ἠi a unor 

algoritmi performanἪi de analizŁ a datelor. Pe l©ngŁ aceste aspecte tehnice unele specii pot 

elibera ADN ´n cantitŁἪi mici sau pot prezenta dificultŁἪi de detectare datoritŁ diferitor factori 

ambientali sau biologici, iar procesarea unor astfel de mostre nu este la fel de simplŁ precum 

prelucrarea probelor proaspete de Ἢesut. Ċn consecinἪŁ, nu existŁ un protocol standard recomandat 

pentru extragerea tuturor tipurilor de eADN iar ajustarea protocoalelor de lucru se efectueazŁ ´n 

funcἪie de specificul cercetŁrilor Ἠi a grupului de specii care urmeazŁ a fi studiat. De asemenea, 

selectarea markerilor genetici potriviἪi pentru grupuri de specii Ἠi dezvoltarea bazelor de date de 

referinἪŁ rŁm©n a fi o prioritate de bazŁ pentru studiile de metabarcodare. 

1.4. Metabarcodurile Ἠi designul primerilor  

Barcodurile sunt markeri genetici standardizaἪi care servesc pentru identificarea 

taxonomicŁ a speciilor [19, 52]. ProprietŁἪile acestora sunt optimizate anume pentru acest scop Ἠi 
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nu ´ntrunesc neapŁrat cerinἪele pentru identificarea mai multor specii simultan adesea ´n baza 

unui ADN de calitate joasŁ. Metabarcodurile sunt secvenἪe scurte de ADN sau ARN care pot fi 

utilizate pentru identificarea simultanŁ a zeci sau chiar sute de specii. Astfel, pentru a evita 

potenἪialele confuzii este necesar de a face diferenἪŁ ´ntre barcodurile clasice Ἠi metabarcoduri. 

Un metabarcod este format dintr-un fragment variabil, flancat de douŁ structuri conservate care 

servesc ´n calitate de ancore pentru legarea primerilor (Fig. 1.2).  

  

Fig. 1.2. Structura unui metabarcod [159] 

Regiunile conservate sunt necesare pentru realizarea reacἪiei de amplificare, iar cea variabilŁ - 

pentru a permite identificarea Ἠi diferenἪierea ´ntre taxoni. Acest proces se realizeazŁ prin 

compararea secvenἪelor obἪinute ´n urma secvenἪierii metabarcodurilor cu secvenἪele din bazele 

de date de referinἪŁ, iar atribuirea statutului taxonomic are loc ´n baza gradului de similaritate sau 

divergenἪŁ a acestora. DeἨi suntem ´ncŁ departe de a putea efectua metabarcodarea ADN-ului 

tuturor speciilor existente, efortul Ἠi iniἪiativele de creare a sistemelor de metabarcodare/ bazelor 

de date regionale, ´mpreunŁ cu scŁderea semnificativŁ a costurilor de secvenἪiere vor permite ´n 

viitor realizarea acestei sarcini deloc uἨoare. Dezvoltarea Ἠi actualizarea bazelor de date de 

referinἪŁ a devenit un proces continuu Ἠi dinamic. Pe mŁsurŁ ce noi secvenἪe sunt generate Ἠi sunt 

obἪinute noi informaἪii taxonomice, bazele de date de referinἪŁ sunt create, actualizate Ἠi 

´mbunŁtŁἪite pentru a reflecta aceste descoperiri. Acest proces implicŁ colaborarea ´ntre 

comunitatea ἨtiinἪificŁ, instituἪii de cercetare Ἠi organizaἪii, care contribuie la colectarea Ἠi 

disiminarea datelor genomice Ἠi taxonomice. SecvenἪele utilizate pentru crearea bazelor de date 

de referinἪŁ pot fi selectate astfel ´nc©t sŁ corespundŁ aceluiaἨi locus genomic sau ´n cazul 

cercetŁrii ADN-ului procariot se pot utiliza chiar genomuri ´ntregi. OdatŁ cu dezvoltarea 

Regiune variabilŁ 

Regiuni conservate (primeri) 
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tehnologiilor Ἠi ´mbunŁtŁἪirea algoritmilor de procesare big data ar putea deveni posibilŁ chiar 

crearea sistemelor de metabarcodare cu utilizarea de genomuri eucariote ´ntregi [130]. 

Designul primerilor reprezintŁ un aspect crucial al procesului de metabarcodare, av©nd un 

impact semnificativ asupra eficienἪei Ἠi acurateἪei identificŁrii speciilor. Este necesar ca primerii 

sŁ fie specifici pentru regiunea genomicŁ doritŁ Ἠi sŁ permitŁ amplificarea selectivŁ a ADN-ului 

ἪintŁ, minimiz©nd amplificarea nedoritŁ a altor secvenἪe. Alegerea greἨitŁ a primerilor poate duce 

la apariἪia diferitor ambiguitŁἪi Ἠi la rezultate inexacte ´n procesul de cercetare a diversitŁἪii 

faunistice. TotuἨi, ´n cazul ´n care nu este posibilŁ crearea primerilor ce discrimineazŁ ´ntre 

speciile target Ἠi cele non-target, pot fi utilizate oligonucleotide sau primeri de blocare care se 

leagŁ de secvenἪele nespecifice Ἠi ´mpiedicŁ amplificarea acestora prin diferite mecanisme (Fig. 

1.3). 

 

Fig. 1.3. Mecanisme de blocare a amplificŁrii ADN-ului non-target [143] 

(a ï blocare la etapa de aliniere; b ï blocare la etapa de elongare) 

Principala caracteristicŁ a primerilor de blocare este complementaritatea cu secvenἪele 

nespecifice Ἠi modul ´n care aceἨtia interfereazŁ cu reacἪiile de amplificare. Astfel, ´n timpul 

ciclurilor de denaturare Ἠi reasociere a catenelor de ADN ´n cadrul reacἪiei de PCR, primerii de 

blocare se leagŁ mai rapid Ἠi mai str©ns de secvenἪele nespecifice, ´mpiedic©ndu-le sŁ participe la 

reacἪia de amplificare. 

ExistŁ mai mulἪi algoritmi Ἠi instrumente bioinformatice dezvoltate special pentru a 

facilita obἪinerea primerilor potriviἪi, fiecare av©nd caracteristicile, avantajele Ἠi dezavantajele 

sale. Un algoritm specializat ´n proiectarea primerilor pentru studii de metabarcodare este 
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ecoPrimers [104]. Acesta permite designul primerilor specifici ´n baza analizei unor seturi mari 

de date, oferind posibilitatea identificŁrii markerilor moleculari potriviἪi pentru studii de 

metabarcodare. Algoritmul ecoPrimers a fost dezvoltat ca o abordare flexibilŁ, care permite 

cercetŁtorilor sŁ ajusteze diferiἪi parametri, cum ar fi lungimea primerilor, dimensiunea 

metabarcodurilor, numŁrul de nepotriviri per primer Ἠi alte aspecte ´n funcἪie de cerinἪele 

specifice ale proiectului de cercetare. Pentru a evalua performanἪa unui sistem de metabarcodare 

Ἠi a primerilor asociaἪi sunt utilizaἪi doi indici importanἪi (Fig. 1.4): 

1. Bc sau indicele de acoperire (Coverage Index) ï corespunde raportului dintre numŁrul 

taxonilor amplificaἪi Ἠi numŁrul total de taxoni din baza de date de referinἪŁ [39]. 

2. Bs sau indicele de specificitate (Specificity Index) ï este definit ca raportul dintre 

numŁrul taxonilor corect identificaἪi Ἠi numŁrul taxonilor amplificaἪi [39]. 

 

Fig. 1.4. Calcularea indicilor Bc (acoperirea taxonomicŁ) 

Ἠi Bs (rezoluἪia taxonomicŁ) 

Bc Ἠi Bs pot fi determinate at©t in silico c©t Ἠi in vitro Ἠi oferŁ informaἪii cruciale cu privire la 

calitatea secvenἪelor Ἠi la capacitatea primerilor de a identifica corect organisme sau taxoni 

specifici. Acoperirea taxonomicŁ indicŁ gradul de capturŁ a diversitŁἪii reale a taxonilor studiaἪi 

Ἠi reflectŁ c©t de bine este reprezentatŁ aceastŁ diversitate ´n secvenἪele amplificate. Cu c©t acest 

parametru este mai mare, cu at©t se obἪine o imagine mai completŁ a grupului de specii 

investigat. Pe de altŁ parte rezoluἪia taxonomicŁ Ἢine de precizia, fiabilitatea Ἠi nivelul taxonomic 

p©nŁ la care pot fi identificate organismele. O valoare scŁzutŁ a acesteia indicŁ prezenἪa unor 

erori de atribuire Ἠi ambiguitŁἪi ´n identificarea taxonilor inferiori. ExistŁ mai multe strategii Ἠi 
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abordŁri care pot fi aplicate pentru a spori performanἪa acestor parametri ´n studiile de 

metabarcodare. Unele dintre acestea includ: 

Identificarea ѽi selectarea unor secvenѿe de calitate. SecvenἪele pot fi identificate ´n 

bazele de date publice Ἠi ´nainte de selectarea acestora este necesarŁ stabilirea clarŁ a obiectivelor 

cercetŁrii. O platformŁ cu secvenἪe de calitate recomandate pentru designul Ἠi validarea 

bioinformaticŁ a primerilor o reprezintŁ banca de gene RefSeq [91]. SecvenἪele din acest 

repozitoriu sunt supuse unui proces riguros de curŁἪare, verificare Ἠi adnotare. Fiind o bazŁ de 

date oficialŁ Ἠi recunoscutŁ, RefSeq respectŁ standardele Ἠi formatele actuale facilit©nd 

interoperabilitatea Ἠi compatibilitatea cu alte platforme Ἠi instrumente bioinformatice. Extragerea 

secvenἪelor relevante se poate face ´n format FASTA sau GenBank ´n funcἪie de scopul Ἠi 

cerinἪele studiului. 

Validarea ѽi evaluarea in silico a calitŁѿii primerilor. Evaluarea  bioinformaticŁ a 

performanἪei primerilor utilizaἪi ´n procesul de amplificare a ADN-ului de mediu poate reduce 

semnificativ costurile unui experiment de metabarcodare permiἪ©nd selectarea celei mai optime 

perechi de primeri pentru o bunŁ desfŁἨurare a studiului. ExistŁ diverse instrumente Ἠi tehnici de 

simulare computaἪionalŁ a reacἪiei de PCR ce permit determinarea parametrilor de calitate Ἠi 

identificarea potenἪialelor probleme, cum ar fi amplificarea nespecificŁ sau interferenἪele cu 

regiuni genomice non-target. Un instrument bioinformatic valoros care este utilizat de cŁtre 

cercetŁtori pentru simularea reacἪiei de amplificare a ADN-ului este algoritmul ecoPCR [39]. 

ecoPCR asigurŁ evaluarea riguroasŁ a performanἪei primerilor Ἠi selectarea corectŁ a acestora 

fapt ce permite obἪinerea unor rezultate de amplificare Ἠi secvenἪiere de ´naltŁ calitate. 

Optimizarea protocoalelor experimentale. Factorii experimentali, cum ar fi parametrii de 

amplificare Ἠi condiἪiile de secvenἪiere, pot influenἪa acoperirea Ἠi rezoluἪia taxonomicŁ. 

Optimizarea acestor parametri contribuie la o mai bunŁ reprezentare a diversitŁἪii faunistice 

cercetate, la creἨterea preciziei Ἠi la reducerea erorilor experimentale. 

Dezvoltarea ѽi actualizarea sistemelor de metabarcodare de referinѿŁ. ExistenἪa unor 

baze de date de referinἪŁ actualizate Ἠi cuprinzŁtoare Ἠi care vizeazŁ diverse grupuri de specii este 

esenἪialŁ pentru o clasificare corectŁ a secvenἪelor de metabarcod. 

Integrarea datelor moleculare cu alte tipuri de date. Combinarea datelor molecular 

biologice cu unele informaἪii ecologice, cum ar fi datele despre abundenἪŁ sau distribuἪie a 

speciilor, poate oferi o perspectivŁ mai cuprinzŁtoare Ἠi detaliatŁ asupra unui experiment. 

Un aspect important ´n proiectarea experimentelor de metabarcodare este lungimea 

metabarcodului care poate varia ´n funcἪie de regiunea genomicŁ utilizatŁ, de obiectivele 

studiului Ἠi de gradul de fragmentare a ADN-ului analizat. Ċn general, aceasta poate varia de la 
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c©teva zeci de baze p©nŁ la c©teva sute de baze nucleotidice. O dimensiune optimŁ este 

determinatŁ de mai mulἪi factori, precum nivelul de rezoluἪie taxonomicŁ dorit, variabilitatea 

secvenἪelor ´n regiunea respectivŁ, disponibilitatea bazelor de date de referinἪŁ Ἠi metoda de 

secvenἪiere utilizatŁ. Pentru o rezoluἪie taxonomicŁ mai ´naltŁ, pot fi preferaἪi markerii mai lungi, 

deoarece aceἨtia conἪin mai multŁ informaἪie geneticŁ despre taxonii cercetaἪi Ἠi pot ajuta la 

diferenἪierea mai precisŁ ´ntre specii. Cu toate acestea, metabarcodurile cu dimensiuni mai mari 

pot prezenta risc crescut de amplificŁri nespecifice Ἠi prezintŁ o probabilitate mai mare de 

degradare Ἠi fragmentare (spre exemplu ´n cazul probelor de ADN din materiile fecale). Pe de 

altŁ parte, markerii mai scurἪi pot fi preferaἪi ´n situaἪiile ´n care se doreἨte o acoperire 

taxonomicŁ mai largŁ sau c©nd regiunea genomicŁ studiatŁ prezintŁ o variabilitate mare. 

Dimensiunea redusŁ a secvenἪelor de referinἪŁ micἨoreazŁ riscul formŁrii dimerilor de primeri, 

scade probabilitatea amplificŁrilor nespecifice Ἠi creἨte Ἠansa de a amplifica cu succes secvenἪele 

degradate cum sunt cele din probele de mediu. Ċn practicŁ, Ἢin©ndu-se cont de gradul ´nalt de 

fragmentare a eADN-ului, se utilizeazŁ metabarcoduri scurte de aproximativ 100-200 perechi de 

baze (acestea asigurŁ o amplificare eficientŁ ´n ciuda posibilelor degradŁri Ἠi modificŁri la 

nivelul materialului genetic) care ´nsŁ pot furniza suficiente informaἪii pentru a permite 

diferenἪierea ´ntre taxoni [130]. 

Ċn ce priveἨte regiunile genomice abordate, acestea pot viza at©t markeri mitocondriali, 

c©t Ἠi nucleari, ´n funcἪie de necesitŁἪile studiului Ἠi de speciile investigate. Genele mitocondriale 

sunt adesea utilizate ´n experimente de metabarcodare ´ntruc©t pot prezenta un grad ´nalt de 

conservare ´n cadrul unui grup taxonomic Ἠi variazŁ semnificativ ´ntre grupuri prin aceasta 

facilit©nd identificarea Ἠi clasificarea speciilor. De asemenea, acestea pot fi utilizate la o gamŁ 

largŁ de organsime ´ntruc©t ´n bazele de date publice existŁ multe specii care au genomul 

mitocondrial secvenἪiat ´n ´ntregime. 

1.5. ADN-ul mitocondrial al vertebratelor terestre. Analiza filogeneticŁ 

ADN-ul mitocondrial (ADNmt) este un component esenἪial al celulelor vertebratelor 

terestre Ἠi joacŁ un rol important ´n studierea diversitŁἪii genetice Ἠi a evoluἪiei acestor 

organisme. Acesta se gŁseἨte ´n mitocondriile celulelor Ἠi este moἨtenit ´n principal de la sexul 

femel la majoritatea speciilor de VT. MoἨtenirea ADNmt pe linie maternalŁ se datoreazŁ faptului 

cŁ mitocondriile spermatozoizilor sunt ´n general excluse ´n timpul fecundŁrii fiind localizate ́ n 

regiunea cozii. Din punct de vedere structural ADNmt este o moleculŁ circularŁ destul de 

conservatŁ ´n cadrul grupurilor de vertebrate, dar pot exista variaἪii mici ´n ceea ce priveἨte 

lungimea Ἠi secvenἪa acestuia. InformaἪiile genetice care se conἪin ´n ADN-ul mitocondrial au un 
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rol semnificativ ´n studierea diversitŁἪii vertebratelor terestre. Aceste informaἪii sunt esenἪiale 

pentru ´nἪelegerea modului ´n care speciile evolueazŁ, se diversificŁ Ἠi se adapteazŁ la mediu. 

Mitocondriile vertebratelor terestre conἪin 3 tipuri importante de regiuni de ADN 

mitocondrial (ADNmt) care pot fi utilizate ´n calitate de markeri moleculari. Acestea sunt: 

1. genele responsabile de sinteza ARN-ului ribozomal; 

2. genele codificatoare de proteine; 

3. regiunile de control (ADNmt necodificator). 

Genele responsabile de sinteza ARN-ului ribozomal sunt de douŁ tipuri ï 12S Ἠi 16S. 

Acestea codificŁ secvenἪe de ARN ribozomal, astfel juc©nd un rol important ´n procesul de 

biosintezŁ a proteinelor. La vertebratele terestre genele 12S Ἠi 16S sunt utilizate pe scarŁ largŁ ´n 

cercetŁrile evolutive, filogenetice Ἠi de biodiversitate [7]. De asemenea, acestea pot oferi indicii 

asupra evoluἪiei convergente sau divergente ´ntre linii filogenetice Ἠi pot contribui la ´nἪelegerea 

proceselor de speciaἪie. Variabilitatea interspecificŁ 12S poate fi utilizatŁ pentru a estima 

divergenἪa geneticŁ ´ntre specii precum Ἠi pentru identificarea acestora. Un exemplu cunoscut de 

cercetare a genei ARN-ului ribozomal 12S cu scopul identificŁrii speciilor de vertebrate este 

lucrarea lui Riaz Ἠi colab. din 2011 publicatŁ ´n revista Nucleic Acid Research [104]. Ċntr-un alt 

studiu ´n baza haplotipurilor 12S au fost determinate efectele izolŁrii geografice asupra 

diversitŁἪii genetice a speciei periclitate Testudo graeca [6]. Gena 16S prezintŁ o ratŁ mai lentŁ 

de evoluἪie fiind mai conservatŁ ´n timp Ἠi poate servi pentru studierea familiilor Ἠi genurilor. 

TotuἨi, este important de a se menἪiona cŁ gradul de conservare poate fi diferit ´ntre diferite 

regiuni genice, unele prezent©nd o conservare mai mare, pe c©nd altele demonstr©nd o 

variabilitate mai ´naltŁ. De asemenea, nivelul de conservare poate varia ´ntre diferiἪi taxoni Ἠi 

linii evolutive. 

Genele mitocondriale codificatoare de proteine. Sunt responsabile pentru producἪia de 

proteine mitocondriale esenἪiale, cum ar fi componentele lanἪului respirator mitocondrial Ἠi alἪi 

factori necesari pentru sinteza proteinelor mitocondriale. O caracteristicŁ distinctivŁ a genelor 

mitocondriale codificatoare de proteine este faptul cŁ ele prezintŁ unele particularitŁἪi ´n 

comparaἪie cu genele codificatoare de proteine din genomul nuclear fiind mult mai scurte Ἠi ´n 

mare parte codific©nd doar o singurŁ proteinŁ. MutaἪiile Ἠi disfuncἪiile acestor gene pot avea 

consecinἪe grave asupra funcἪionŁrii mitocondriilor Ἠi pot afecta producἪia de energie ´n celule. 

SecvenἪele de ADN mitocondrial codificator de proteine, cum ar fi citocromul b (CYTB) Ἠi 

citocrom-oxidaza I (Cytochrome Oxidase I sau COI), sunt adesea selectate ca Ἢinte pentru 

barcodarea speciilor. Acestea prezintŁ anumite caracteristici Ἠi avantaje pentru acest scop 

demonstr©nd o eficacitate ´naltŁ la un spectru larg de organisme, inclusiv animale, plante Ἠi 
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fungi, iar faptul cŁ prezintŁ o lungime convenabilŁ pentru amplificare Ἠi secvenἪiere le fac 

eficiente din punct de vedere practic. De asemenea, deoarece mitocondriile sunt prezente ´n mai 

multe copii per celulŁ, iar fiecare mitocondrie conἪine mai multe copii ale genomului 

mitocondrial, sporesc Ἠansele de extracἪie Ἠi amplificare reuἨitŁ a acestor gene, ´n special atunci 

c©nd se lucreazŁ cu mostre de calitate scŁzutŁ sau concentraἪie joasŁ de ADN. ExistŁ variate 

studii care au urmŁrit barcodarea CYTB Ἠi COI la vertebratele terestre. Spre exemplu ´n scopul 

cercetŁrii diversitŁἪii genetice Ἠi facilitŁrii mŁsurilor de conservare a gazelei tibetane (Procapra 

picticaudata), au fost utilizate secvenἪe ale CYTB [149], iar pentru documentarea diversitŁἪii 

moleculare a unor exemplare de muzeu ale ciocŁnitoarei cu cioc de fildeἨ (Campephilus 

principalis) a fost realizatŁ barcodarea citocrom-oxidazei I [42]. O altŁ genŁ mitocondrialŁ 

codificatoare de proteine Ἠi care prezintŁ importanἪŁ ´n calitate de marker molecular a 

vertebratelor terestre este subunitatea 5 a dehidrogenazei NADH. Aceasta a fost utilizatŁ pentru 

analiza filogeneticŁ a felinelor Ἠi a permis diferenἪierea cu succes a opt grupuri monofiletice 

separate [60]. DeἨi markerii menἪionaἪi, ´n special CYTB Ἠi COI, corespund necesitŁἪilor pentru 

barcodarea speciilor, aceἨtia ar putea sŁ nu fie cea mai potrivitŁ alegere c©nd vine vorba de 

metabarcodare. Spre exemplu, anumite studii la animale au demonstrat cŁ gena COI are o 

eficacitate limitatŁ ´n secvenἪierea mai multor specii simultan, put©nd favoriza amplificarea unor 

taxoni ´n detrimentul altora [28]. Acest lucru se poate ´nt©mpla din cauza dimensiunii reduse a 

metabarcodurilor ´n comparaἪie cu cea a barcodurilor, variabilitŁἪii secvenἪelor de legare a 

primerilor Ἠi dificultŁἪii de concepere a unui set de primeri care sŁ acopere Ἠi sŁ amplifice ´n 

acelaἨi timp ´ntregul grup de specii investigate. Toate acestea pot distorsiona compoziἪia realŁ a 

diversitŁἪii faunistice Ἠi pot conduce la sub- sau supra-reprezentarea anumitor specii. 

Regiunea mitocondrialŁ de control (Control Region - CR). ReprezintŁ o secvenἪŁ de 

ADN distinctŁ a genomului mitocondrial Ἠi este compusŁ din mai multe sub-regiuni, printre care 

se numŁrŁ D-loop-ul, regiunea de replicare a ADN-ului Ἠi regiunea de iniἪiere a transcripἪiei. D-

loop-ul este cea mai studiatŁ Ἠi mai variabilŁ parte a regiunii de control mitocondrial fiind 

cunoscutŁ Ἠi sub denumirea de regiune mitocondrialŁ hipervariabilŁ (Hypervariable Region - 

HVR). Aceasta este non-codantŁ, are rol ´n reglarea activitŁἪii mitocondriale Ἠi prezintŁ un nivel 

de variaἪie mare ´n comparaἪie cu ADN-ul codificator (fapt datorat presiunilor funcἪionale 

reduse). Incluz©nd elemente de legare a factorilor de transcripἪie mitocondrialŁ Ἠi a proteinelor 

implicate ´n replicare permite interacἪiunea dintre diferite molecule asigur©nd o desfŁἨurare 

corectŁ a proceselor de transcripἪie Ἠi replicare. Ċn comparaἪie cu genele ARN-ului ribozomal sau 

genele codificatoare de proteine, secvenἪa D-loop se caracterizeazŁ printr-o ratŁ ridicatŁ a 

inserἪiilor, deleἪiilor sau substituἪiilor. Av©nd o dimensiune de aproximativ 1 kb aceasta poate fi 
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uἨor amplificatŁ, secvenἪiatŁ Ἠi evaluatŁ bioinformatic ´n scopul studierii raselor sau variaἪiilor 

intraspecifice [30, 150]. Deasemenea, regiunea mitocondrialŁ de control poate fi utilŁ ´n 

investigaἪii criminalistice Ἠi arheogenetice contribuind la rezolvarea unor probleme complexe 

legate de identificarea indivizilor Ἠi reconstrucἪia istoriei populaἪiilor. 

ADN-ul mitocondrial este considerat al doilea sistem genetic informaἪional al celulelor 

eucariote Ἠi ´n anumiἪi loci are o variabilitate care coreleazŁ cu procesele evolutive. Aceste 

caracteristici fac din genomul mitocondrial o resursŁ valoroasŁ inclusiv pentru ´nἪelegerea 

filogeniei Ἠi diversitŁἪii genetice a speciilor. Analiza filogeneticŁ a secvenἪelor de ADN 

mitocondrial permite estimarea relaἪiilor evolutive Ἠi a distanἪelor genetice ´ntre diferite grupuri 

de organisme precum populaἪiile, speciile, genurile etc. Anterior, analiza filogeniilor se baza pe 

comparaἪia morfologicŁ a diferitor fosile, iar datele despre acestea erau limitate. Ċn prezent 

studiile filogenetice implicŁ ´n mare parte utilizarea secvenἪelor moleculare, acestea oferind o 

perspectivŁ de cercetare a biodiversitŁἪii printr-o modalitate obiectivŁ de a compara unicitatea Ἠi 

diversitatea diferitor taxoni [88]. Pentru analiza filogeneticŁ a speciilor de vertebrate terestre, se 

utilizeazŁ ´n principal secvenἪe de ADN, cum ar fi secvenἪe ale genelor mitocondriale sau 

nucleare. Aceste secvenἪe, obἪinute prin tehnici de secvenἪiere permit identificarea variaἪiilor 

genetice ´ntre diferite categorii taxonomice Ἠi construirea arborilor filogenetici. AceἨtia oferŁ o 

reprezentare graficŁ a filogeniei indic©nd gradul de similaritate, ´nrudire evolutivŁ, divergenἪa 

sau distanἪa geneticŁ ´ntre specii. De asemenea, ´n baza analizelor filogenetice se pot identifica 

evenimente importante din punct de vedere evolutiv, cum ar fi fenomenele de speciaἪie, apariἪia 

unor caractere specifice Ἠi rŁsp©ndirea acestora ´n cadrul grupului de specii studiat. Pe l©ngŁ 

´nἪelegerea evoluἪiei, cercetŁrile filogeniei speciilor de vertebrate terestre au implicaἪii 

semnificative ´n domeniul conservŁrii. Acestea ar putea facilita identificarea speciilor vulnerabile 

sau endemice Ἠi stabilirea prioritŁἪilor ´n eforturile de conservare. De asemenea, ar contribui la 

evaluarea impactului schimbŁrilor de mediu Ἠi ameninἪŁrilor antropice asupra diversitŁἪii Ἠi la 

dezvoltarea strategiilor de conservare bazate pe evoluἪia Ἠi relaἪiile filogenetice ale speciilor. 
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1.6. Concluzii la capitolul 1 

1. Metodele moderne de cercetare a diversitŁἪii vertebratelor terestre au o eficienἪŁ ´naltŁ Ἠi 

vin sŁ le completeze pe cele tradiἪionale facilit©nd studierea aspectelor moleculare Ἠi 

distribuἪiei speciilor. 

2. SDM Ἠi cercetarea ADN-ului sunt instrumente de studiere a biodiversitŁἪii care se pot 

completa reciproc. ExistŁ mai multe studii recente care sugereazŁ cŁ combinarea acestor 

abordŁri prezintŁ un mare potenἪial pentru studierea diversitŁἪii faunistice. 

3. Utilizarea bioinformaticii Ἠi a tehnicilor moleculare pentru identificare taxonomicŁ 

devine o practicŁ de rutinŁ ´n cercetarea diversitŁἪii speciilor Ἠi Ἢine at©t de aplicarea 

soluἪiilor simple, low-cost (PCR, RFLP-PCR) c©t Ἠi de punerea ´n practicŁ a 

protocoalelor de secvenἪiere care presupun costuri mai mari. 

4. Ċn anul 2010, Francesco Ficetola Ἠi colaboratorii propun o metodŁ de evaluare a calitŁἪii 

Ἠi performanἪei barcodurilor cu utilizarea unei metode bioinformatice ce prevede 

realizarea reacἪiei de PCR in silico asupra secvenἪelor din bazele de date. Ċn cadrul 

cercetŁrilor sale, acesta a comparat acoperirea taxonomicŁ Ἠi rezoluἪia anumitor regiuni 

de ADN deja propuse pentru barcodarea vertebratelor. Un an mai t©rziu, Tiayyba Riaz a 

propus un algoritm bioinformatic care permite identificarea metabarcodurilor noi Ἠi a 

primerilor asociaἪi ´n baza unui grup de secvenἪe de interes. Ċn continuare, noile metode 

au permis o reducere considerabilŁ a timpului, efortului Ἠi costului dedicat cercetŁrilor 

ADN-ului de mediu datoritŁ posibilitŁἪii de a realiza designul Ἠi validarea bioinformaticŁ 

a markerilor Ἠi primerilor asociaἪi. 

5. Pe parcursul ultimilor 15-20 ani ´n baza de date globalŁ BOLD Systems au fost depozitate 

peste 400 barcoduri moleculare a 85 specii de plante Ἠi animale din Republica Moldova. 

Din totalul acestor ´nregistrŁri p©nŁ ´n anul 2022 s-au ´nregistrat barcodurile citocrom 

oxidazei I a doar douŁ specii de vertebrate terestre: Spermophilus citellus Ἠi Triturus 

cristatus. 

6. Bioclim este primul Ἠi cel mai vechi algoritm SDM utilizat pe scarŁ largŁ pentru 

generarea hŁrἪilor de distribuἪie. Fiind uἨor de aplicat Ἠi permiἪ©nd modelarea distribuἪiei 

speciilor cu un numŁr redus de locaἪii cunoscute, acesta continuŁ a fi utilizat Ἠi ´n prezent. 

Ċn Republica Moldova datele cu referire la aplicarea tehnicilor SDM sunt limitate prima 

lucrare ´n care a fost utilizat modelul Bioclim fiind prezentatŁ ´n 2014. 
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2. MATERIALE ἧI METODE DE CERCETARE 

Pentru realizarea cercetŁrilor propuse au fost efectuate activitŁἪi ´n teren, aplicate 

instrumente bioinformatice Ἠi utilizate tehnici de biologie molecularŁ. Ċn cele ce urmeazŁ sunt 

prezentate materialele Ἠi metodele abordate pentru realizarea prezentei lucrŁri. 

Metode de observare, colectare ѽi prelucrare primarŁ a materialului biologic ´n teren. 

Probele de Ἢesut au fost prelevate de la animale moarte identificate sporadic sau v©nate (´n cazul 

pŁsŁrilor Ἠi mamiferelor mari) Ἠi de la animale capturate ´n capcane (´n cazul mamiferelor mici). 

Speciile de amfibieni Ἠi reptile au fost capturate manual. Tipurile de Ἢesut prelevat au variat ´n 

funcἪie de specie Ἠi starea animalelor (de la piele Ἠi muἨchi p©nŁ la organe interne). DupŁ 

prelevare probele au fost fixate ´n alcool etilic de 96% Ἠi pŁstrate la -20 ÁC p©nŁ la extragerea 

ADN-ului. Acestea au servit ´n calitate de eἨantioane pentru extragerea ADN-ului Ἠi au fost 

pŁstrate ´n congelator p©nŁ la efectuarea analizelor de laborator.  

Instrumente ѽi metode bioinformatice. Ċn scopul realizŁrii designului Ἠi testŁrii in silico a 

primerilor pentru metabarcodare au fost utilizate softurile ecoPrimers [104], ecoPCR [39] Ἠi 

OBITools [14]. Acestea sunt utilizate pentru analiza datelor genomice ´n studiile de 

metabarcodare Ἠi sunt distribuite ca software open source. Algoritmul ecoPrimers poate fi utilizat 

pentru identificarea noilor markeri Ἠi a primerilor asociaἪi, ´n timp ce ecoPCR permite testarea 

acestora prin realizarea PCR-ului in silico asupra unei baze de date de secvenἪe (asociate cu 

speciile din grupul ἪintŁ). ĊmpreunŁ, aceste programe permit designul Ἠi validarea in silico a 

primerilor de interes. Pentru descrierea suplimentarŁ a proprietŁἪilor primerilor obἪinuἪi a fost 

utilizat instrumentul online de analizŁ a secvenἪelor oligonucleotidice PrimerROC [61]. 

Evaluarea gradului de conservare a primerilor Ἠi reprezentarea graficŁ au fost efectuate cu 

ajutorul limbajului R [100] Ἠi a librŁriilor ROBITaxonomy [4], ROBITools [5] Ἠi ROBIBarcodes 

[3]. Baza de date cu mitogenomurile de referinἪŁ a fost creatŁ cu utilizarea platformei NCBI 

(National Center for Biotechnology Information) [110] Ἠi conἪine 174 genomuri mitocondriale 

(un genom per specie). Aceasta a fost generatŁ ´n urma verificŁrii individuale ´n baza de date 

globalŁ RefSeq a 337 specii de vertebrate terestre din fauna Republicii Moldova. Analiza 

filogeneticŁ Ἠi modelarea distribuἪiei speciilor au fost realizate cu utilizarea limbajului R. 

Metode de biologie molecularŁ. Probele prelevate au fost supuse analizelor de laborator 

care au constat ´n extragerea ADN-ului, efectuarea reacἪiei de PCR convenἪional, digestia cu 

enzime de restricἪie Ἠi electroforeza pe gel de agarozŁ. Pentru prima datŁ ´n Republica Moldova a 

fost utilizat instrumentul mobil Bento Lab pentru extragerea, amplificarea Ἠi vizualizarea ADN-

ului. 
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2.1. Colectarea Ἠi prelucrarea primarŁ a materialului biologic ´n teren 

Colectarea Ἠi pŁstrarea corespunzŁtoare a Ἢesuturilor speciilor de vertebrate este 

fundamentalŁ pentru extragerea reuἨitŁ a ADN-ului nuclear Ἠi mitocondrial ´ntruc©t post-mortem 

sau dupŁ prelevarea probei materialul biologic degradeazŁ rapid. De asemenea, este esenἪialŁ 

documentarea istoricului individual al fiecŁrui specimen fiind importante sexul, v©rsta, regiunea 

geograficŁ, starea animalului ´n momentul prelevŁrii probei etc. Procedura de colectare ´n sine va 

depinde de specia studiatŁ, buget, transportul disponibil, starea specimenului sursŁ (viu sau mort) 

precum Ἠi de timpul care trece p©nŁ la stocarea corespunzŁtoare a probei. Unele animale pot fi 

vectori de transmitere a diferitor zoonoze precum leptospiroza sau rabia, de aceea este necesarŁ 

respectarea mŁsurilor de securitate biologicŁ. Prelevarea probelor de la mamifere Ἠi pŁsŁri vii ca 

regulŁ este relativ uἨoarŁ, foliculii de pŁr Ἠi calamusul penelor furniz©nd de obicei suficiente 

celule pentru obἪinerea unor cantitŁἪi utile de ADN [50, 94, 126]. Ċn ce priveἨte amfibienii Ἠi 

reptilele, acestora le lipseἨte un astfel de Ἢesut uἨor accesibil, iar colectarea probelor poate 

implica abordŁri invazive, cum ar fi colectarea de s©nge, ´ndepŁrtarea degetelor sau tŁierea 

bucŁἪilor din coadŁ. O alternativŁ non-invazivŁ ´n ce priveἨte prelevarea mostrelor de la 

amfibieni Ἠi reptile ar fi tamponul bucal sau utilizarea bucŁἪilor de piele rezultate ´n urma 

procesului de nŁp©rlire. Ċn cadrul cercetŁrilor efectuate tipurile de probe prelevate au variat ´n 

funcἪie de specie Ἠi starea animalelor (de la tampon bucal Ἠi calamusul penelor p©nŁ la piele, 

muἨchi Ἠi organe interne). Acestea au fost colectate de la animale vii, animale moarte identificate 

sporadic sau v©nate (´n cazul pŁsŁrilor Ἠi mamiferelor mari) Ἠi de la animale prinse ´n capcane (´n 

cazul mamiferelor mici). Speciile de amfibieni Ἠi reptile au fost capturate manual (Tabelul 2.1). 

DupŁ colectarea probelor, animalele vii au fost eliberate ´n habitatul ´n care au fost identificate 

iar mostrele de Ἢesut ï fixate ´n alcool etilic de 96% (Fig. 2.1) Ἠi pŁstrate la -20 ÁC p©nŁ la 

extragerea ADN-ului. 

 

Fig. 2.1. Mostre de Ἢesut fixate ´n alcool etilic de 96% 
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Ċn Tabelul 2.1 sunt prezentate unele specimene incluse ´n cercetare precum Ἠi detalii cu 

referire la prelevarea probelor. 

Tabelul 2.1. Documentarea unor specimene de vertebrate terestre incluse ´n studiu 

Imagini foto Documentare specimen 

 

BroascŁ roѽie de munte (Rana temporaria). 

IdentificatŁ ´n RezervaἪia NaturalŁ Plaiul Fagului ´n 

luna noiembrie, anul 2022. Este o specie vulnerabilŁ 

(VU) inclusŁ ´n Cartea RoἨie a Republicii Moldova, ´n 

Anexa II a ConvenἪiei de la Berna Ἠi ´n Directiva 

Habitate.  Au fost colectate probe de tampon bucal Ἠi 

tampon de piele. 

 

Amfibian devorat de un rŁpitor ´n RezervaἪia NaturalŁ 

PŁdurea DomneascŁ. Identificare probabilŁ ´n baza 

morfologiei resturilor - BroascŁ r©ioasŁ brunŁ (Bufo 

bufo), specie vulnerabilŁ (VU) inclusŁ ´n Cartea RoἨie 

Ἠi ´n Anexa II a convenἪiei de la Berna . Au fost 

prelevate probe de piele. 

 

Ѽop©rlŁ cenuѽie (Lacerta agilis). CapturatŁ ´n 

localitatea StŁuceni, municipiul ChiἨinŁu ´n iulie, 

2022. Ċn calitate de probŁ a fost utilizatŁ o porἪiune de 

coadŁ lŁsatŁ de animal. 

 

Ѽarpele cu patru linii rŁsŁritean (Elaphe sauromates). 

A fost descoperit mort ´n luna noiembrie, 2022, la 

marginea traseului de l©ngŁ lacul SŁrata NouŁ. Specie 

critic periclitatŁ (CR), inclusŁ ´n Lista RoἨie IUCN, 

Anexa IV a Directivei Habitate, Anexa II a ConvenἪiei 

de la Berna, Cartea RoἨie a Europei Ἠi Cartea RoἨie a 

Republicii Moldova. Au fost prelevate probe de piele 

Ἠi muἨchi. 
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Ѽorecar comun (Buteo buteo) identificat mort pe 

marginea traseului ´n preajma localitŁἪii BucovŁἪ. A 

fost luat animalul ´n ´ntregime iar dupŁ prelevarea 

probelor de piele pentru analize molecular biologice a 

fost transmis ́ n laboratorul de parazitologie pentru 

studii ulterioare. Noiembrie, 2022. 

 

CiocŁnitoare pestriѿŁ mare (Dendrocopos major). A 

fost identificatŁ moartŁ l©ngŁ localitatea StŁuceni ´ntr-

o zonŁ cu vegetaἪie arboricolŁ. Pentru extragerea 

ADN-ului au fost ´ndepŁrtate falangele de la un picior. 

Septembrie, 2022. 

 

Sorex araneus (Chiѿcan comun). Specimen descoperit 

mort ´ntr-un c©mp din suburbia ChiἨinŁului. 

Octombrie, 2021. 

 

NevŁstuicŁ (Mustela nivalis). A fost gŁsitŁ moartŁ ´n 

regiunea sectorului de vile din localitatea StŁuceni. 

Probabil a fost ucisŁ de un animal domestic sau de un 

rŁpitor din fauna sŁlbaticŁ. Caz rar pentru un astfel de 

animal agil. Au fost prelevate probe de piele Ἠi muἨchi. 

Decembrie, 2022. 

 

Bursuc (Meles meles). Identificat l©ngŁ traseu la 

marginea localitŁἪii StŁuceni, posibil accidentat de un 

automobil. Pentru izolarea ADN-ului au fost prelevate 

probe de piele. Iunie, 2022. 

 

Un sumar al probelor utilizate ´n cercetare Ἠi a metodelor molecular-biologice aplicate pentru 

realizarea obiectivelor propuse este prezentat ´n Tabelul 2.2. 
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Tabelul 2.2. Materialul biologic Ἠi metodele moleculare utilizate 

Obiectiv 

Metoda aplicatŁ Ἠi 

locul ´n care au avut 

loc cercetŁrile 

Specii 

cercetate 

NumŁr

de 

probe 

Tipul probelor  

Testarea in vitro a 

acoperirii 

taxonomice a 

primerilor pentru 

metabarcodare 

PCR convenἪional, 

electroforeza ADN-

ului pe gel de agarozŁ, 

Institutul de Zoologie 

al USM, Moldova 

26 specii de 

vertebrate 

terestre 

26 

Calamus, exuviu, 

falange, ficat, piele, 

tampon bucal Ἠi de 

piele, Ἢesut muscular, 

Ἢesut pulmonar, 

ureche, v©rf de coadŁ 

Genotiparea 

mistreἪului ´n 

baza genei MC1R 

RFLP-PCR, 

electroforeza ADN-

ului pe gel de agarozŁ, 

Institutul de Zoologie 

al USM, Moldova 

Sus scrofa 19 
Ἡesut muscular, 

piele 

SecvenἪierea 

genei CYTB 

la microtine 

SecvenἪiere Sanger, 

Institutul de Ecologie 

Ἠi EvoluἪie a 

UniversitŁἪii din 

Berna, ElveἪia 

Microtus 

arvalis, 

Microtus 

levis 

13 Ficat, coadŁ 

 

Colectarea mostrelor a fost efectuatŁ cu respectarea tuturor mŁsurilor de securitate biologicŁ Ἠi a 

procedurilor sus-menἪionate. 

  2.2. Instrumente Ἠi metode bioinformatice 

2.2.1. Designul ѽi testarea in silico a primerilor pentru metabarcodare 

 Pentru designul Ἠi testarea in silico a primerilor sistemelor de metabarcodare sunt 

necesare softurile ecoPrimers [104] Ἠi ecoPCR [39], iar pentru manipularea, formatarea Ἠi 

filtrarea secvenἪelor ï programul OBITools [14]. Toate trei softuri sunt asociate sistemului de 

operare Unix [47] iar pentru a rula, ecoPrimers Ἠi ecoPCR necesitŁ un set de secvenἪe de 

referinἪŁ Ἠi o bazŁ de date care sŁ cuprindŁ grupul de specii studiate. AdŁugŁtor, ´n scopul 

determinŁrii gradului de conservare a primerilor, simulŁrii fragmentŁrii cu enzime de restricἪie Ἠi 

vizualizŁrii rezultatelor a fost utilizat limbajul de programare R [100]. 

 Obѿinerea setului de secvenѿe ѽi procesarea primarŁ a datelor. Seturile de secvenἪe care 

reprezintŁ mitogenomuri RefSeq ale 127 specii de pŁsŁri, 38 specii de mamifere, 5 specii de 

amfibieni Ἠi 4 specii de reptile, precum Ἠi baza de date taxonomicŁ au fost descŁrcate de pe 

platforma NCBI [110] ´n noiembrie 2021. Ċn baza de date taxonomicŁ fiecare taxon este asociat 

unei valori unice care reprezintŁ un numŁr ´ntreg Ἠi se numeἨte taxid. Un taxid identificŁ exact un 

anumit taxon, totuἨi, nefiind universal sau permanent. El este valabil pentru o anumitŁ bazŁ de 

date precum Ἠi pentru o anumitŁ versiune a acestei baze de date (ex. NCBI - Release 246: 
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October 15 2021). De la o versiune la alta anumite taxid-uri pot fi adŁugate, modificate sau 

Ἠterse. Neluarea ´n calcul a acestor aspecte poate determina apariἪia erorilor ´n procesul de lucru. 

O bazŁ de date taxonomicŁ formatatŁ pentru OBITools constŁ din cel puἪin 3 fiἨiere: 

Taxonomy.ndx, Taxonomy.rdx Ἠi Taxonomy.tdx [130]. Seturile de secvenἪe sub formŁ de fiἨiere 

GenBank (.gb) [23] au fost convertite ´n format ecoPCR, format necesar pentru lansarea 

algoritmului ecoPrimers. 

 

 Designul in silico al primerilor. Pentru crearea primerilor se utilizeazŁ baza de date ´n 

format ecoPCR Ἠi se lanseazŁ programul ecoPrimers. Denumirea fiἨierului se specificŁ ´n dreptul 

argumentului -d. 

 

Parametrii obligatorii care trebuie indicaἪi la acest pas sunt minimul Ἠi maximul lungimii 

metabarcodului (fŁrŁ primeri). Acestea se specificŁ prin opἪiunile -l (minim) Ἠi -L (maxim) ´n 

cazul de faἪŁ 80 Ἠi 150. Pentru ceilalἪi parametri pot fi lŁsate valorile de bazŁ (default values) 

[160], dar pentru o ajustare eficientŁ a procesului de creare a primerilor acestea ar trebui 

modificate. Ċn cercetarea de faἪŁ a fost admisŁ o nepotrivire de maxim 2 nucleotide (argumentul -

e), iar pentru a asigura o bunŁ calitate a procesului de amplificare nu au fost admise nepotriviri 

pentru ultimele 2 nucleotide dinspre flancul 3' a fiecŁrui primer (opἪiunea -3). Nepotrivirile ´n 

aceste regiuni ar putea ´mpiedica alinierea primerilor Ἠi ar afecta puternic eficienἪa procesului de 

amplificare. Argumentul -c ia ´n considerare faptul cŁ secvenἪele din baza de date sunt circulare 

(ADN mitocondrial), iar -U nu permite potrivirile multiple pentru o singurŁ secvenἪŁ. Alt 

parametru opἪional ar fi specificarea valorii taxid a unitŁἪii taxonomice pentru care se creeazŁ 

primerii (opἪiunea -r). Ċn cazul ´n care se doreἨte evitarea amplificŁrii unei anumite unitŁἪi 

taxonomice se defineἨte taxid-ul acesteia ´n dreptul argumentului -i. AceastŁ opἪiune poate fi 

utilŁ atunci c©nd existŁ riscul amplificŁrii ADN-ului unor organisme non-target [130]. 

 Analiza fiѽierului de ieѽire al programului ecoPrimers. Prima parte a fiἨierului de ieἨire 

ecoPrimers indicŁ parametrii utilizaἪi pentru designul primerilor, iar a doua parte include un 

(OBI-env) vs@Victor:~$ obiconvert ït baza de date taxonomicŁ --ecopcrdb-output=setul de 

secvenѿe ´n format ecoPCR --genbank --skip-on-error fiѽierul cu mitogenomurile de referinѿŁ 

(*.gb) 

Reading taxonomy dump file... 

(OBI-env) vs@Victor:/mnt/d/ecoPCR_Teza/ecoPrimers/src$ ./ecoPrimers -d fiѽierul ´n 

format ecoPCR -e 2 -l 80 -L 150 -3 2 -c -q 0.5 -U > fiѽierul de ieѽire 
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tabel cu perechile de primeri identificate pentru parametrii setaἪi Ἠi caracteristicile sistemului de 

metabarcodare corespunzŁtor. Este necesar ca valorile Bc Ἠi Bs (coloanele 16 Ἠi 18) sŁ fie c©t mai 

mari, iar lungimea maximŁ Ἠi medie a metabarcodurilor (coloanele 20 Ἠi 21)  ï c©t mai mici. At©t 

timp c©t parametrii setaἪi ´ntrunesc condiἪiile pentru un sistem de metabarcodare, ecoPrimers va 

identifica toἪi potenἪialii primeri asociaἪi regiunilor conservate care flancheazŁ o regiune 

variabilŁ. Astfel, programul va propune mai multe variante de metabarcoduri toate asociate 

aceluiaἨi sistem de metabarcodare. Spre exemplu ´ntre perechile de primeri 5,6,7,8 Ἠi 9 din Fig. 

2.2 existŁ diferenἪe minore ´ntruc©t aceἨtia amplificŁ aceeaἨi regiune variabilŁ. 

 

Fig. 2.2. Perechi de primeri care amplificŁ aceeaἨi regiune variabilŁ 

De aici vor rezulta Ἠi valori apropiate ale indicilor Bc/Bs Ἠi a lungimii metabarcodurilor. Uneori 

poate fi avantajos de a ´mbunŁtŁἪi perechile de primeri obἪinute cu scopul de a modifica 

temperatura de topire (Tm) a acestora sau de a avea 1-2 nucleotide de citozinŁ/guaninŁ la flancul 

3ǋ (acest lucru ar favoriza o legare mai eficientŁ a primerilor ´ntruc©t C Ἠi G formeazŁ 3 legŁturi 

de hidrogen cu nucleotida complementarŁ). Un alt aspect important pentru a asigura o bunŁ 

specificitate a primerilor ar fi Ἠi evitarea timinei ´n poziἪia 3ǋ [68, 130]. De asemenea optimizarea 

primerilor se poate face pentru a evita formarea structurilor secundare nedorite de tipul self/cross 

dimerilor sau a structurilor hairpin (Fig. 2.3). 

 

Fig. 2.3. Structuri ce trebuie evitate ´n timpul designului primerilor  [162] 

Astfel, adŁugarea sau excluderea uneia sau a c©torva nucleotide (3ǋ sau 5ǋ) ´n anumite cazuri 

poate creἨte eficienἪa Ἠi specificitatea primerilor. Ċntr-un final, pentru amplificarea ADN-ului 

celor 174 specii de vertebrate terestre din Moldova (cu mitogenom ´n RefSeq) a fost selectatŁ o 

pereche de primeri care reprezintŁ un bun compromis ´n ce priveἨte indicii Bc/Bs, lungimea 

metabarcodului, temperatura de topire Ἠi susceptibilitatea de a forma structuri secundare. AceἨtia 

Ἢintesc o regiune a genei mitocondriale ARNr 12S. 
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 OdatŁ creaἪi, primerii au fost evaluaἪi pentru rezoluἪia taxonomicŁ care caracterizeazŁ 

noul sistem de metabarcodare la diferite nivele taxonomice. Acest lucru a fost efectuat cu 

utilizarea tehnicii PCR in silico Ἠi a softului ecoPCR. Lansarea ecoPCR se poate face asupra 

setului de secvenἪe utilizate pentru designul primerilor (vert_db) sau asupra unui set mai mare de 

secvenἪe av©nd ´n calitate de parametri obligatori cele douŁ secvenἪe de primeri nou create ï 

forward Ἠi reverse. 

 

 Evaluarea gradului de conservare a primerilor ѽi a lungimii metabarcodurilor. Pentru a 

evalua gradul de conservare a primerilor specifici pentru un anumit grup taxonomic ἪintŁ pot fi 

construite reprezentŁri grafice numite logouri de secvenἪe (sequence logos). Acestea sunt 

formate din litere ce reprezintŁ abrevierile dezoxiribonucleotidelor, iar ´nŁlἪimea literelor este un 

indiciu al gradului de conservare ´n diferite poziἪii (´nŁlἪimea literelor este direct proporἪionalŁ cu 

frecvenἪa nucleotidelor din poziἪiile asociate [111]). Astfel, logourile secvenἪelor sunt 

reprezentŁri grafice care reflectŁ ´ntr-un mod eficient conservarea primerilor pentru un anumit 

grup taxonomic Ἠi pot fi realizate cu ajutorul limbajului de programare R Ἠi a librŁriilor 

ROBITaxonomy, ROBITools Ἠi ROBIBarcodes (Fig. 2.4). 

 

Fig. 2.4. Evaluarea gradului de conservare a primerilor (mediul Rstudio) 

(OBI-env) vs@Victor:/mnt/d/ecoPCR_Teza/174specii/db$ ecoPCR -d vert_db -e 2 -l 80 -L 

150 -c AAGGCGGATTTAGCAGT#A# CACTTACCTTGTTACGA#C# > fiѽierul ecoPCR de 

ieѽire 

Reading 2426082 taxa... 

# Reading file vert_db_001.sdx containing 174 sequences... 
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Ċn Fig. 2.5 a Ἠi b sunt prezentate logourile primerilor forward Ἠi reverse a sistemului de 

metabarcodare Met-12S (sunt admise 2 nepotriviri per primer Ἠi 2 nucleotide fixe ´n poziἪia 3ǋ). 

Astfel, se observŁ un nivel ´nalt de conservare a primerilor prezentaἪi  cu maxim 2 nepotriviri per 

primer Ἠi cu o lipsŁ totalŁ a nepotrivirilor pentru majoritatea ampliconilor (speciilor, ´ntruc©t a 

fost selectat c©te un singur amplicon per specie). DouŁ nepotriviri reprezintŁ o valoare rezonabilŁ 

care poate asigura o amplificare calitativŁ a eADN-ului speciilor cercetate, iar mai mult de trei 

nepotriviri pentru oricare dintre primeri determinŁ o amplificare ineficientŁ. Ċn Fig. 2.5. c Ἠi d se 

observŁ distribuἪia numŁrului de nepotriviri cu setarea de 2 nepotriviri per primer Ἠi frecvenἪa 

lungimii metabarcodurilor din baza de date de referinἪŁ. 

 

Fig. 2.5. Caracteristicile sistemului de metabarcodare Met-12S 

a, b - logouri de secvenѿe obѿinute pentru perechea de primeri Met-12S; 

c ï numŁrul de nepotriviri per primer; 

d ï frecvenѿa lungimii metabarcodului fŁrŁ primeri 
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Ċn ce priveἨte histograma cu frecvenἪa lungimii metabarcodurilor, aceasta a fost obἪinutŁ ´n 

RSudio [167] cu utilizarea funcἪiei hist() (Fig. 2.6). 

 

Fig. 2.6. Utilizarea RStudio pentru reprezentarea graficŁ 

a frecvenἪei lungimii metabarcodurilor  [167] 

 Acoperirea taxonomicŁ ѽi indicele Bc. Ċn scopul determinŁrii proporἪiei taxonilor din 

setul de date ce sunt amplificaἪi corespunzŁtor parametrilor specificaἪi (indicele Bc) este 

necesarŁ trecerea la sistemul de operare Unix Ἠi utilizarea algoritmului ecotaxstat. 

 

Executarea comenzii se face cu utilizarea setului de secvenἪe (vert_db) Ἠi a fiἨierului ecoPCR. 

Un exemplu de rezultat pentru ecotaxstat este prezentat ´n Tabelul 2.3. 

Tabelul 2.3. Rezultatul (cu anumite modificŁri) algoritmului 

ecotaxstat la diferite nivele taxonomice 

rank ecopcr db procent (Bc index * 100) 

regn 1 1 100 

´ncrengŁturŁ 1 1 100 

clasŁ 2 2 100 

ordin 9 9 100 

familie 32 34 94.11 

gen 89 94 94.68 

specie 135 149 90.60 

(OBI-env) vs@Victor:/mnt/d/ecoPCR_Teza/174specii/db$ ecotaxstat -d vert_db -r 7742 

fiѽierul ecoPCR 

Reading binary taxonomy database... 
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Valorile db reprezintŁ numŁrul total de unitŁἪi taxonomice din baza de date la diferite nivele, iar 

ecopcr numŁrul de unitŁἪi taxonomice amplificate. Ultima coloanŁ prezintŁ valoarea acoperirii 

taxonomice (´n procente) pentru fiecare categorie taxonomicŁ. 

 Rezoluѿia taxonomicŁ ѽi indicele Bs. Pentru a determina rezoluἪia sistemului de 

metabarcodare la diferite nivele taxonomice poate fi utilizat algoritmul ecotaxspecificity al 

programului OBITools. Acesta considerŁ cŁ douŁ secvenἪe care au mai puἪin de 5 diferenἪe 

aparἪin aceluiaἨi barcod. Pentru lansare se recomandŁ restricἪionarea setului de secvenἪe 

examinate astfel ´nc©t acestea sŁ aibŁ maxim 2-3 nepotriviri pentru fiecare primer. 

 

Rezultatul lansŁrii ecotaxspecificity pentru diferite nivele taxonomice este prezentat ´n Tabelul 

2.4. 

Tabelul 2.4. Rezultatul (cu anumite modificŁri) algoritmului 

ecotaxspecificity la diferite nivele taxonomice 

rank taxon_ok taxon_total procent (Bs index * 100) 

regn 1 1 100 

´ncrengŁturŁ 1 1 100 

clasŁ 2 2 100 

ordin 9 9 100 

familie 31 32 96.87 

gen 86 89 96.62 

specie 113 135 83.70 

 

Taxon_total reprezintŁ numŁrul de taxoni care urmeazŁ a fi determinaἪi, iar Taxon_ok ï numŁrul 

de taxoni care pot fi identificaἪi ´n baza secvenἪelor de metabarcod. Conform algoritmului  

ecotaxspecificity, sistemul de metabarcodare asociat datelor din tabel demonstreazŁ o 

performanἪŁ destul de bunŁ ´ntruc©t poate diferenἪia ´n peste 83% din taxonii inferiori precum 

specia Ἠi genul Ἠi ´n 100 % din ordine. Ċn cadrul cercetŁrilor efectuate a fost evaluatŁ ´n plan 

(OBI-env) vs@Victor:/mnt/d/ecoPCR_Teza/174specii/db$ ecotaxspecificity -e 2 -d vert_db 

fiѽierul ecoPCR  

Reading binary taxonomy database... 

[INFO : Taxon alias file found] 

Taxonomical tree read 

ok 
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comparativ acoperirea Ἠi rezoluἪia taxonomicŁ a douŁ perechi de primeri universali utilizaἪi 

pentru identificarea vertebratelor: Kitano-16S [66] Ἠi 12S-V5 [107]. Perechea cu valori mai mari 

ale indicilor Bc Ἠi Bs a fost ulterior comparatŁ cu primerii Met-12S. 

Este necesar de a menἪiona cŁ ´n bazele de date publice se gŁsesc multiple erori de 

secvenἪiere precum Ἠi alte ambiguitŁἪi, iar pentru a obἪine o bunŁ estimare a puterii de rezoluἪie Ἠi 

a acoperirii sistemului de metabarcodare se impune selectarea secvenἪelor cu care se lucreazŁ 

(exemplu secvenἪe din baza de date RefSeq) [130]. 

2.2.2. Fragmentarea RFLP in silico a alelelor genei porcine MC1R 

 La specia Sus scrofa, gena MC1R are 963 perechi de baze iar alela de tip sŁlbatic (E+) se 

´nt©lneἨte ´n formŁ homozigotŁ la mistreἪii de linie purŁ. Alte alele diferŁ prin modificŁri ´n 

urmŁtoarele poziἪii [34, 65, 117]: 

1. c.370G>A ï rasele marele alb, Hampshire Ἠi Pietrain (EPD2); 

2. c.283G>A, c.305T>C Ἠi c.363T>C ï marele negru Ἠi Meishan (ED1); 

3. c.491C>T Ἠi c.727G>A ï rasa Duroc (e). 

SecvenἪa MC1R de tip sŁlbatic a fost extrasŁ de pe platforma NCBI [110] ´n format 

FASTA, iar alinierea alelelor a fost efectuatŁ ´n limbajul R [100] cu utilizarea librŁriilor 

DECIPHER [147] Ἠi Biostrings [92]. 

    

 
 

Rezultatul alinierii se salveazŁ sub formŁ de fiἨier HTML. Ċn Fig. 2.7 este prezentatŁ alinierea 

alelelor MC1R cu marcarea poziἪiilor variabile. 

> # accesarea librŁriilor 

   library(DECIPHER) 

   library(Biostrings) 

   mc1r=readDNAStringSet(file.choose()) # citirea fiἨierului FASTA cu secvenἪele de interes 

   mc1r 

   A DNAStringSet instance of length 4 

    width seq 

  .................. dimensiunea Ἠi denumirea secvenἪelor ééééé. 

  data(BLOSUM80) # se introduc datele cu referire la matricea de substituἪie 

  MC1R=AlignSeqs(mc1r,substitutionMatrix=BLOSUM80) # alinierea secvenἪelor 

  rezultat=BrowseSeqs(MC1R,highlight = 0)    
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Fig. 2.7. Alinierea alelelor genei MC1R 

Simularea digestiei cu enzime de restricἪie Ἠi vizualizarea fragmentelor au fost realizate ´n 

Rstudio cu utilizarea librŁriei seqRFLP [98]. Acest pachet include diverse funcἪii pentru lucrul 

cu secvenἪele de ADN Ἠi ´n special pentru simularea tehnicii RFLP ´n baza enzimelor de 

restricἪie selectate Ἠi a secvenἪelor nucleotidice de interes. 

2.2.3. Analiza filogeneticŁ ´n baza secvenѿelor de ADN 

Analiza filogeneticŁ Ἠi construcἪia arborilor filogenetici ´n baza datelor moleculare 

necesitŁ parcurgerea a mai multor etape precum: identificarea, obἪinerea Ἠi alinierea secvenἪelor; 

generarea distanἪelor genetice; elaborarea filogeniei Ἠi estimarea calitŁἪii arborelui filogenetic 

etc. Ċn cercetŁrile efectuate au fost utilizate secvenἪe de ADN obἪinute de la specimene de 

microtine din Republica Moldova, precum Ἠi secvenἪe identificate ´n GenBank [23, 110]. Analiza 

bioinformaticŁ  a fost efectuatŁ cu aplicarea metodei NJ (Neighbor Joining) [108] Ἠi a modelului 

TN93 (Tamura Ἠi Nei, 1993) [131]. De asemenea a fost utilizat limbajul R [100] Ἠi urmŁtoarele 

librŁrii: ape [93], adegenet [62], msa [13], ips [53], ggtree [148], ggplot2 [144], fields [32]. Ċn 

total au fost analizate 117 secvenἪe tip FASTA. Fluxul de lucru a fost adaptat ´n urma studierii 

mai multor surse [136, 139] Ἠi este prezentat mai jos. 

 

> # accesarea librŁriilor 

   library(adegenet) 

   library(ape) 

   library(ggtree) 

   library(ggplot2) 

   library(ips) 

   library(msa) 

   library(fields) 
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Ċn scopul estimŁrii calitŁἪii filogeniei se recomandŁ efectuarea testului de corelaἪie cofeneticŁ. 

Acesta se face de obicei ´ntre setul de date cu distanἪa geneticŁ originalŁ Ἠi cel cu distanἪa 

geneticŁ generatŁ din arbore (o matrice cofeneticŁ). Cele douŁ matrici sunt apoi examinate 

folosind testul Mantel [31]. Astfel, corelaἪia dintre matricea cofeneticŁ Ἠi matricea originalŁ 

> seq <- readDNAStringSet(file.choose()) # citirea fiἨierului FASTA cu secvenἪele de interes 

   al <- msa(seq) 

   bin <- as.DNAbin(al) # format DNAbin 

   dist <- dist.dna(bin, model = "TN93") # generarea distanἪelor conform modelului TN93 

   df <- as.data.frame(as.matrix(dist)) # construirea matricii distanἪelor 

   df <- df[, ncol(df):1] 

   png("Microtus_plot.png", units="in", width=10, height=10, res=800) 

   image.plot(x=1:86, y=1:86, df, col=rev(heat.colors(100)), xaxt="n", yaxt="n", xlab="", 

   ylab="",legend.width=.4, legend.shrink=1, legend.lab="DistanἪa geneticŁ", 

   horizontal=TRUE) 

   axis(side = 3, at = 1:86, lab = rownames(dna), las = 3, cex.axis = 0.5) 

   axis(side = 2, at = 86:1, lab = rownames(dna), las = 2, cex.axis = 0.5) 

   dev.off() 

   # construirea arborelui filogenetic 

   arbore <- nj(bin) 

   gga <- ggtree (arbore, cex = 0.8, aes (color=branch.length)) + scale_color_continuous 

   (high='lightskyblue1', low='coral4') + geom_tiplab (align=TRUE, size=2) 

   + geom_treescale 

   (y = - 5, color = "coral4", fontsize = 4) 

   plot <- msaplot (gga, bin, offset = 0.009, width=1, height = 0.5) 

   # estimarea calitŁἪii filogeniei Ἠi calcularea indicelui cofenetic de corelaἪie 

   x <- as.vector (dist) 

   y <- as.vector(as.dist(cophenetic(arbore))) 

   plot (x, y, xlab = "DistanἪa originalŁ", ylab = "DistanἪa ´n arborele filogenetic", pch = 20, 

   col = transp ("black", 0.1), cex = 3) 

   abline(lm(y ~ x), col = "red") 

   cor(x, y)^2 

   [1] 0.9902641 
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estimeazŁ c©t de bine reprezintŁ arborele filogenetic datele distanἪei genetice. DacŁ corelaἪia este 

mare, atunci arborele reprezintŁ bine datele originale, iar ´n cazul ´n care corelaἪia este scŁzutŁ, 

atunci arborele nu reprezintŁ fidel distanἪa geneticŁ Ἠi este necesarŁ construcἪia altuia. Ċn jurnalul 

Systematic Zoology, cercetŁtorul James Rohlf a sugerat cŁ un coeficient cofenetic de corelaἪie 

(CCC) de peste 0,9 estimeazŁ o potrivire foarte bunŁ, unul ´ntre 0,8 Ἠi 0,9 ï o potrivire bunŁ, 

´ntre 0,7 Ἠi 0,8 ï potrivire slabŁ Ἠi pentru CCC < 0,7 ï o calitate a filogeniei foarte slabŁ [106, 

49]. 

2.2.4. Modelarea distribuѿiei speciilor cu limbajul R 

Pentru modelarea distribuἪiei speciilor a fost utilizat algoritmul Bioclim Ἠi urmŁtoarele 

librŁrii R [100]: raster [54], rgdal [12], dismo [55], XML[134] Ἠi maps[10]. De asemenea de pe 

platforma online WorldClim au fost descŁrcate datele cu referire la variabilele bioclimatice [41]. 

Acestea reprezintŁ valorile lunare pentru temperatura minimŁ, medie Ἠi maximŁ, precipitaἪii, 

radiaἪia solarŁ, viteza v©ntului, presiunea vaporilor de apŁ Ἠi precipitaἪiile totale. Ċn total au fost 

utilizate 19 variabile bioclimatice cifrate dupŁ cum urmeazŁ: BIO1, BIO2, BIO3, ...., BIO19. 

Mai jos este prezentat fluxul de lucru ´n mediul R [63]: 

 

> # accesarea librŁriilor 

   library(raster) 

   library(rgdal) 

   library(dismo) 

   library(XML)  

   library(maps) 

   # setarea directorului de lucru 

   setwd (choose.dir ("C:/Users/User/Desktop/Bioclim")) 

   rasters <- list.files (pattern=".tif") # crearea unei liste de fiἨiere cu extensiunea ".tif" 

   # combinarea rasterelor ´ntr-un singur fiἨier 

   stackrasters <- raster (rasters[1]) 

   for (x in rasters) {stackrasters <- stack (stackrasters,raster(x))}  

   # decuparea rasterelor ´n limita coordonatelor geografice a Republicii Moldova 

   dec <- extent (26.5,30.5,45,49) 

   md <- crop (stackrasters, dec) 

   # citirea fiἨierului cu distribuἪia cunoscutŁ a speciei cercetate 

   distr <- read.delim(file.choose()) 
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Ċn calitate de date de intrare pentru modelarea distribuἪiei Ἠarpelui cu patru linii rŁsŁritean Ἠi a 

viperei de stepŁ au fost utilizate coordonatele asociate prezenἪei cunoscute a acestor specii. 

Determinarea altitudinii (metri) ´n baza coordonatelor geografice a fost realizatŁ cu utilizarea 

pachetului raster [54], iar coeficientul de corelaἪie ï calculat cu aplicarea funcἪiei biserial.cor() 

din librŁria ltm [105]. 

2.2.5. Limbajul R ѽi mediul de dezvoltare RStudio 

Limbajul R este o platformŁ gratuitŁ de facilitŁἪi software pentru manipularea, analiza Ἠi 

reprezentarea graficŁ a datelor [100] fiind considerat de mulἪi cercetŁtori un instrument 

fundamental pentru cercetŁrile biologice. Mediul de programare R a fost propus ´n 1993 de cŁtre 

Ross Ihaka Ἠi Robert Gentleman Ἠi a ´nceput sŁ devinŁ popular ´n domeniul biologiei datoritŁ 

proiectului Bioconductor care furnizeazŁ diverse pachete de analizŁ a datelor biologice [44, 57]. 

Proiectul ´Ἠi propune sŁ faciliteze cercetarea interdisciplinarŁ, dezvoltarea rapidŁ a software-ului 

ἨtiinἪific Ἠi colaborarea ´ntre utilizatori. Ċn prezent R se aflŁ ´n primele 10 cele mai populare 

limbaje de programare din lume, iar comunitatea sa a produs zeci de mii de extensii Ἠi librŁrii 

[45]. De asemenea acesta este unul dintre cele mai utilizate limbaje de programare ´n 

bioinformaticŁ permiἪ©nd manipularea unor seturi foarte mari de date.  Seturile de date create Ἠi 

manipulate ´n R sunt cunoscute sub denumirea de obiecte Ἠi pot fi de tip vector, matrix,  factor, 

dataframe, s.a., iar funcἪiile de bazŁ oferite permit vizualizarea conἪinutului, structurii Ἠi 

dimensiunii oricŁrui obiect. ColecἪia de obiecte existente ´n timpul procesului de lucru se 

numeἨte spaѿiu de lucru (workspace) iar obiectele create ´n timpul unei sesiuni R pot fi stocate 

permanent ´ntr-un fiἨier pentru sesiuni viitoare. Scopul de bazŁ al manipulŁrii obiectelor este de a 

extrage informaἪii utile Ἠi cunoἨtinἪe (smart data) din date brute Ἠi oportunistice (raw data). 

> # vizualizarea distribuἪiei cunoscute 

   plot (distr$lon, distr$lat, xlim = c (26.5,30.5), ylim = c (45, 49), col = "red", pch = 19, 

   xlab = "Longitudine", ylab = "Latitudine") 

   map (add=TRUE) 

   coord <- data.frame (distr$lon, distr$lat) 

   # modelarea distribuἪiei 

   bio.mod <- bioclim (md, coord) 

   harta <- predict (bio.mod, md) 

   plot (harta, xlab="Longitudine", ylab="Latitudine") 

   map (add=TRUE) 

 



54 

 

Datele importate pot fi din mai multe surse Ἠi de mai multe tipuri: fiἨiere TXT, CSV, VCF, format 

FASTA, ecoPCR Ἠi alte formate de date specifice. Ċn ceea ce priveἨte fiἨierele de tip text, R poate 

citi direct fiἨiere clasice, delimitate de caractere ´ntr-un obiect de tip matrix sau dataframe. Una 

din filozofiile de bazŁ de care se ghideazŁ comunitatea R este de a oferi o funcἪie pentru fiecare 

metodŁ matematicŁ existentŁ. Conceptual, funcἪionalitatea limbajului R poate fi ´mpŁrἪitŁ ´n trei 

clase care pot rezuma rolul acestuia ´n bioinformaticŁ Ἠi data science ´n general: interacἪiunea 

datelor, analiza, vizualizarea rezultatelor [45]. Ċn afarŁ de consola de bazŁ ´ncorporatŁ, utilizatorii 

R pot beneficia de diverse IDE-uri (Integrated Development Environments ï Medii Integrate de 

Dezvoltare) ´n scopul de a analiza, testa Ἠi manipula mai eficient datele. Acestea sunt concepute 

pentru a ajuta Ἠi asista utilizatorul ´n privinἪa scrierii liniilor de cod, vizualizŁrii facile a 

variabilelor Ἠi librŁriilor ´ncŁrcate ´n memorie, accesŁrii paginilor de ajutor etc. RStudio [167] 

este unul dintre cele mai populare medii de dezvoltare R fiind lansat ca IDE specific limbajului R 

´nsŁ ulterior evolu©nd spre un mediu bilingual axat pe R Ἠi Python. R menἪine ´n prezent Ἠi 

probabil va menἪine Ἠi pe viitor o niἨŁ dominantŁ ´n domeniul bioinformaticii furniz©nd librŁrii Ἠi 

funcἪii de mare ajutor pentru analiza datelor biologice [45]. 

2.3. Metode de biologie molecularŁ 

Ċn cadrul cercetŁrilor efectuate au fost utilizate mai multe instrumente Ἠi tehnici 

experimentale de laborator unele dintre care ´n premierŁ pentru Ἢara noastrŁ. Astfel, pentru prima 

datŁ ´n Republica Moldova a fost utilizat instrumentul multifuncἪional Bento Lab [155] care 

permite extragerea, amplificarea Ἠi vizualizarea ADN-ului (Fig. 2.8). 

 

Fig. 2.8. Dispozitivul Bento Lab din cadrul Centrului de 

Cercetare a Faunei Terestre, Institutul de Zoologie 
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Acest dispozitiv portabil combinŁ cele mai importante echipamente necesare pentru realizarea 

unei reacἪii de PCR Ἠi include o microcentrifugŁ cu vitezŁ variabilŁ ´ntre 3000 Ἠi 13500 rpm, un 

termociclor, casetŁ pentru electroforezŁ, bloc de alimentare ´ncorporat Ἠi transiluminator. 

Deoarece acidul dezoxiribonucleic este o moleculŁ fundamentalŁ pentru toate sistemele 

biologice, cercetarea diversitŁἪii speciilor necesitŁ studii genetice Ἠi aplicarea metodelor de 

biologie molecularŁ. Dincolo de extragerea, amplificarea Ἠi vizualizarea ADN-ului, mŁsurarea Ἠi 

cuantificarea informaἪiei genetice ´n studiul biodiversitŁἪii urmŁreἨte identificarea indivizilor, 

speciilor, populaἪiilor, unitŁἪilor de conservare precum Ἠi detectarea zonelor hibride Ἠi a fluxului 

de gene strŁine ´n diferite comunitŁἪi faunistice.  

2.3.1. Extragerea ADN-ului genomic 

Ċn scopul purificŁrii ADN-ului au fost utilizate douŁ kituri: GeneJET Genomic DNA 

Purification Kit [135] de la producŁtorul Thermo Fisher Scientific Ἠi Dipstick DNA Extraction 

Kit [158] de la Bento Lab. Primul protocol de extracἪie are la bazŁ tehnologia de purificare pe 

coloane Ἠi permite obἪinera unui ADN de calitate ´naltŁ din diferite tipuri de Ἢesuturi precum 

organe interne, muἨchi, piele, coadŁ, s©nge etc. Procedura de izolare decurge ´n mai multe etape 

prezentate ´n Fig. 2.9. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 2.9. Etapele de izolare a ADN-ului dupŁ protocolul 

GeneJET Genomic DNA Purification Kit 

Omogenizarea materialului biologic  

Digestia cu ÐÒÏÔÅÉÎÁÚá + 

)ÎÃÕÂÁÒÅÁ ÿÎ ÔÅÒÍÏÂÌÏÃ ÌÁ υφ Ј# 

Incubarea cu ARN-ÁÚá ! 

Liza probelor  

Mixarea cu etanol de 50%  

Transferul lizatului pe coloanele de  
 purificare. Centrifugare  

0ÒÉÍÁ ÓÐáÌÁÒÅȢ Wash Buffer I 

! ÄÏÕÁ ÓÐáÌÁÒÅȢ Wash Buffer II  

Eluarea ADN-ului genomic  

Stocarea ADN-ÕÌÕÉ ÐÅÎÔÒÕ ÁÐÌÉÃÁĪÉÉ 

ulterioare  
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Ċn ce priveἨte protocolul Dipstick DNA Extraction Kit punctul forte este extracἪia rapidŁ Ἠi costul 

redus. Av©nd un cost redus aceastŁ metodŁ poate fi uneori o alternativŁ metodei de extragere pe 

coloane. TotuἨi cantitatea totalŁ de ADN extras este foarte micŁ Ἠi nu poate fi utilizatŁ ´n 

aplicaἪiile care necesitŁ concentraἪii mari de ADN. Protocolul Dipstick nu necesitŁ echipamente 

precum termobloc, vortex sau centrifugŁ Ἠi a fost publicat ´n 2017 de cŁtre Zou Ἠi colab. [151], 

fiind observat faptul cŁ h©rtia din celulozŁ permite captarea rapidŁ a ADN-ului precum Ἠi 

spŁlarea acestuia de inhibitori. Etapele de realizare sunt prezentate ´n Fig. 2.10. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 2.10. Etapele de izolare a ADN-ului dupŁ protocolul Dipstick DNA Extraction 

Pentru eficientizarea metodei Dipstik ar putea fi necesare proceduri suplimentare de lizŁ celularŁ 

Ἠi de eliminare a impuritŁἪilor care pot contribui semnificativ la obἪinerea unui ADN de calitate 

Ἠi la reducerea inhibitorilor de amplificare din amestec. De asemenea, una din principalele 

provocŁri asociate acestui protocol este cantitatea limitatŁ de ADN extras dintr-o probŁ 

biologicŁ. 

2.3.2. Amplificarea ADN-ului  

ReacἪia de polimerizare ´n lanἪ a fost realizatŁ la compartimentul pentru PCR al 

instrumentului Bento Lab cu utilizarea urmŁtoarelor kit-uri: Thermo Scientific DreamTaq Green 

PCR Master Mix (2X) Ἠi AmpliTaq Gold 360 Master Mix. Ambele sunt amestecuri gata de 

utilizare ce conἪin ADN polimerazŁ, soluἪie tampon, MgCl2 Ἠi patru tipuri de 

dezoxiribonucleotide (dATP, dCTP, dGTP Ἠi dTTP). Suplimentar, amestecul DreamTaq conἪine 

douŁ tipuri de coloranἪi Ἠi un reagent de densitate care permit ´ncŁrcarea directŁ a ampliconilor 

pe gel. ColoranἪii din amestec nu afecteazŁ performanἪa reacἪiei de PCR Ἠi sunt compatibili cu 

operaἪiuni ulterioare precum secvenἪierea sau fragmentarea cu enzime de restricἪie. Cel de 

culoare albastrŁ migreazŁ ´n gelul de agarozŁ de 1% ´mpreunŁ cu fragmentele de ADN de 3-5 kb, 

!ÍÅÓÔÅÃÕÌ ÐÒÏÂÅÌÏÒ ÃÕ ÓÏÌÕĪÉÅ ÄÅ ÅØÔÒÁÃĪÉÅ 

Strivirea materialului biologic cu un pistil. 
3ÐáÌÁÒÅÁ ĦÉ ÅØÔÒÁÇÅÒÅÁ !$.-ului  

cu benzi dipstick  

)ÎÔÒÏÄÕÃÅÒÅÁ ÂÅÎÚÉÌÏÒ ÄÉÐÓÔÉË ÿÎ ÁÍÅÓÔÅÃÕÌ 
ÄÅ ÁÍÐÌÉÆÉÃÁÒÅ ÓÁÕ ÿÎ ÓÏÌÕĪÉÅ ÔÁÍÐÏÎ 
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iar cel galben ´n tandem cu secvenἪele oligo scurte de 10 pb. Amestecul AmpliTaq Gold este 

destinat pentru un spectru larg de aplicaἪii, se recomandŁ pentru protocoalele ´n care este utilizat 

ADN-ul degradat Ἠi poate amplifica fragmente de p©nŁ la 5 kb. Comparativ, DreamTaq, 

genereazŁ ampliconi de p©nŁ la 6 kb ´n cazul ADN-ului genomic Ἠi 20 kb ´n cazul ADN-ului 

viral. Se recomandŁ de a fi utilizat ´n tehnici de genotipare, clonare etc. Acest amestec a fost 

utilizat at©t pentru testarea in vitro a acoperirii taxonomice a noilor primeri, c©t Ἠi pentru 

genotiparea mistreἪului. At©t ´n cazul testŁrii primerilor, c©t Ἠi pentru genotiparea Sus scrofa 

volumul de reacἪie a fost optimizat fiind redus la jumŁtate. Ambele amestecuri, DreamTaq Ἠi 

AmpliTaq Gold, au fost utilizate pentru evaluarea capacitŁἪii de amplificare a ADN-ului extras 

dupŁ protocolul Dipstick DNA Extraction. Din primerii procuraἪi sub formŁ de pulbere liofilizatŁ 

au fost obἪinute soluἪii stoc de 100 ÕM, acestea fiind la r©ndul lor diluate la 10 ÕM pentru 

crearea soluἪiilor de lucru. Programele de amplificare Ἠi componenἪa volumului de reacἪie sunt 

prezentate ´n tabelele 2.5, 2.6 Ἠi 2.7. 

Tabelul 2.5. ComponenἪa volumului de reacἪie pentru realizarea PCR-ului  

 

Tabelul 2.6. Programul de amplificare pentru DreamTaq Green PCR Master Mix (2X) 

Etapa Temperatura (ÁC) Timpul  
NumŁrul de 

cicluri  

Denaturarea iniἪialŁ 95 3 min 1 

Denaturarea 95 30 s 
35* 

30**  

40***  

Alinierea primerilor  
45* 

61**  
30 s 

Extensia 72 1 min 

Extensia finalŁ 72 10 min 1 

Component 
DreamTaq Green PCR 

Master Mix (2X)  

AmpliTaq Gold 360 

Master Mix  

Master Mix 12,5 ÕL 12,5 ÕL 

360 GC Enhancer - 2,5 ÕL 

Forward primer (conc. 10 ÕM ) 0,5 ÕL 1 ÕL 

Reverse primer (conc. 10 ÕM ) 0,5 ÕL 1 ÕL 

ProbŁ ADN 3 ÕL 3 ÕL 

H2O nuclease-free 8,5 ÕL 5 ÕL 

Volum total 25 ÕL 25 ÕL 
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* - Realizarea PCR-ului cu primerii Met-12S 

** - Realizarea PCR-ului pentru amplificarea genei MC1R la mistreѿ a fost realizatŁ cu primerii: 

AGTGCCTGGAGGTGTCCATTCCC (forward) 

CGTAGATGAGGGGGTCCACGATGGA (reverse) [34]  

** *  - Realizarea PCR-ului cu ADN izolat dupŁ protocolul Dipstick DNA Extraction 

Tabelul 2.7. Programul de amplificare pentru AmpliTaq Gold 360 Master Mix 

Etapa Temperatura (ÁC) Timpul  
NumŁrul de 

cicluri  

Denaturarea iniἪialŁ 95 8 min 1 

Denaturarea 95 30 s 

40 Alinierea primerilor  61 30 s 

Extensia 72 1 min 

Extensia finalŁ 72 7 min 1 

 

Temperatura de aliniere a primerilor a fost calculatŁ Ἠi ajustatŁ ´n baza temperaturii de topire cu 

ajutorul calculatorului platformei New England Biolabs [86]. 

2.3.3. Electroforeza pe gel de agarozŁ ѽi vizualizarea rezultatelor de amplificare 

Electroforeza pe gel de agarozŁ este o formŁ de electroforezŁ utilizatŁ pentru separarea 

fragmentelor de ADN ´n baza dimensiunii acestora. Astfel, la aplicarea c©mpului electric 

moleculele de ADN av©nd sarcinŁ negativŁ migreazŁ prin porii gelului de agarozŁ dinspre 

capŁtul ´ncŁrcat negativ (catod) spre cel ´ncŁrcat pozitiv (anod), fragmentele mai mici migr©nd 

mai repede. Etapele de realizare a electroforezei ADN-ului sunt: 

1. Montarea cutiei pentru electroforezŁ ѽi prepararea gelului  

Ċn cercetŁrile efectuate a fost utilizat gel de agarozŁ de 1% la care dupŁ ´ncŁlzire s-a 

adŁugat 2 ÕL (1 ÕL la 10 mL) soluἪie agent de intercalare GelGreen. Acesta se leagŁ de 

moleculele de ADN Ἠi permite vizualizarea benzilor ´ntr-un c©mp UV. Ċn comparaἪie cu Etidium 

Bromidul, GelGreen-ul are o masŁ molecularŁ mare care nu-i permite traversarea membranelor 

celulare. Acest lucru ´i oferŁ avantajul de a fi non-toxic Ἠi non-mutagenic ´nsŁ viteza de migrare 

prin gel este mai micŁ (viteza de migrare a ADN-ului va fi de asemenea influenἪatŁ de 

concentraἪia agarozei Ἠi rezoluἪia gelului). SoluἪia de agarozŁ cu agent de intercalare se adaugŁ ´n 

cutia pentru electroforezŁ Ἠi se lasŁ (aprox. 30 min) la temperatura camerei p©nŁ la ´ntŁrirea 

gelului. DupŁ solidificare se adaugŁ buffer 0,5 x TBE astfel ´nc©t volumul soluἪiei sŁ acopere 

toatŁ suprafaἪa gelului. 
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2. ĊncŁrcarea probelor 

Ċn cazul utilizŁrii ampliconilor obἪinuἪi cu mastermixul DreamTaq Green PCR (2X) 

aceἨtia se ´ncarcŁ direct (aprox. 8-10 ÕL per probŁ) ´ntruc©t  deja conἪin colorant. Pentru 

ampliconii rezultaἪi ´n urma utilizŁrii AmpliTaq Gold 360 Master Mix la 8 ÕL de probŁ se adaugŁ 

2 ÕL colorant (6X DNA Loading Dye) dupŁ care probele se ´ncarcŁ pe gel. Ċn scopul evaluŁrii 

dimensiunii ampliconilor ´ntr-un buzunŁraἨ se adaugŁ 8-10 ÕL GeneRuler 50bp DNA Ladder. 

Acesta permite determinarea dimensiunii ADN-ului dublu catenar ´ntre 50 Ἠi 1000 pb. 

3. Conectarea cutiei la sursa de alimentare ѽi lansarea electroforezei 

Separarea fragmentelor se efectueazŁ la o tensiune de 50V timp de aprox. 40-50 min dupŁ 

care bufferul se varsŁ Ἠi se vizualizeazŁ benzile electroforetice (Fig. 2.11). 

  

Fig. 2.11. Vizualizarea gelului la dispozitivul Bento Lab 

Analiza rezultatului electroforezei s-a efectuat ´n c©mp UV, la transiluminatorul Bento Lab, cu 

utilizarea unei hote speciale pentru obἪinerea imaginilor (Gel Imaging Hood). Aceasta poate fi 

utilizatŁ inclusiv pentru fotografierea gelului cu telefonul mobil. 

2.3.4. Fragmentarea ampliconilor cu enzime de restricѿie 

Polimorfismul lungimii fragmentelor de restricŞie (Restriction fragment length 

polymorphism - RFLP) este o tehnicŁ molecularŁ care permite distingerea ´ntre secvenἪele de 

ADN omoloage (secvenἪe care derivŁ din aceeaἨi genŁ ancestralŁ Ἠi au origine evolutivŁ 

comunŁ) ´n scopul identificŁrii indivizilor, populaἪiilor, speciilor, formelor hibride etc. Pentru 

digestia alelelor genei MC1R la specia Sus scrofa, cu enzimele de restricἪie BspHI Ἠi BstUI a fost 

aplicat urmŁtorul protocol de lucru: 
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1. Formarea amestecului de reacѿie. 

- produs PCR ï 10 ÕL; 

- apŁ nuclease free ï 18 ÕL; 

- 10X Buffer O pentru BspHI Ἠi 10X Buffer R pentru BstUI ï 2 ÕL; 

- enzimŁ BspHI (10 U/ÕL) sau BstUI (10 U/ÕL) ï 1-2 ÕL. 

2. Se amestecŁ ´ncet, spin down pentru c©teva secunde. 

3. Se incubeazŁ la 37ÁC pentru 1-16 ore. 

Site-uri de digestie: 

- BspHI 

5ǋ...TCATGA... 3ǋ 

3ǋ...AGTACT... 5ǋ 

- BstUI 

5ǋ...CGCG... 3ǋ 

3ǋ...GCGC... 5ǋ 

BspHI poate fi inactivatŁ termic prin incubare la 80ÁC timp de 20 min, iar BstUI ï 65ÁC timp de 

20 min. 

2.3.5. Secvenѿierea ADN-ului  

SecvenἪierea ADN-ului se referŁ  la determinarea succesiunii nucleotidelor ´n molecula 

de ADN. Fiind una dintre cele mai mari realizŁri ale epocii moderne, secvenἪierea materialului 

genetic permite studierea organismelor vii prin descifrarea anumitor regiuni genomice sau a 

´ntregului genom ceea ce permite gŁsirea rŁspunsurilor la multe ´ntrebŁri de ordin biologic. 

SecvenἪierea genei CYTB a probelor de microtine din Republica Moldova a fost realizatŁ prin 

tehnologia Sanger la Institutul de Ecologie Ἠi EvoluἪie a UniversitŁἪii din Berna, ElveἪia. 

Secvenѿierea Sanger. DenumitŁ Ἠi metoda de secvenѿiere prin terminarea lanѿului (chain 

termination method) Sanger este o metodŁ de secvenἪiere de primŁ generaѿie propusŁ de cŁtre 

laureatul premiului Nobel, Frederick Sanger Ἠi colegii sŁi ´n anul 1977 [109]. Metoda decurge 

printr-un proces de ´ncorporare selectivŁ a dideoxinucleotidelor (ddNTP) de cŁtre ADN 

polimerazŁ ´n timpul replicŁrii in vitro a ADN-ului, acestea induc©nd stoparea sintezei Ἠi 

terminarea lanἪului nucleotidic. DupŁ denaturare, la ADN-ul monocatenar se aliniazŁ primeri 

specifici, noua catenŁ fiind elongatŁ cu utilizarea dNTP-urilor Ἠi a unei cantitŁἪi mici de ddNTP 

pentru fiecare tip de nucleotid. SecvenἪa se va extinde ´n baza ´ncorporŁrii dNTP-urilor p©nŁ la 

ataἨarea unui ddNTP. Deoarece at©t deoxi- c©t Ἠi dideoxinucleotidele au Ἠanse egale de a se 

ataἨa, sinteza secvenἪelor se va termina la diferite lungimi. Fiecare ddNTP include un marker 

fluorescent care este detectat ´n mod automat de cŁtre aparatul de citire a intensitŁἪii de 
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fluorescenἪŁ Ἠi transformat ´n semnal de culoare. Prin convenἪie adenina declanἨeazŁ semnal 

fluorescent verde, timina ï roἨu, guanina ï negru Ἠi citozina ï albastru. SecvenἪierea Sanger 

reprezintŁ standardul de aur pentru identificarea SNV-urilor Ἠi inserἪiilor/deleἪiilor mici fiind o 

metodŁ precisŁ Ἠi cost eficientŁ pentru citirea unor regiuni mici a genomului (ex. secvenἪierea 

unei singure gene). De asemenea, aceasta este pe larg utilizatŁ ´n scopul validŁrii rezultatelor 

NGS.  

Secvenѿierea de generaѿia urmŁtoare prin tehnologia Illumina. SecvenἪierea de generaἪie 

urmŁtoare (Next Generation Sequencing - NGS) este o tehnologie de secvenἪiere masiv paralelŁ, 

care oferŁ un randament ´nalt Ἠi o vitezŁ mare de analizŁ a secvenἪelor. NGS permite 

secvenἪierea a milioane de fragmente de ADN ´n paralel Ἠi este utilizatŁ at©t pentru determinarea 

succesiunii nucleotidelor ´n ´ntregul genom, c©t Ἠi ´n regiuni Ἢintite. AceastŁ tehnologie a 

revoluἪionat ἨtiinἪele biologice, permiἪ©nd laboratoarelor din ´ntreaga lume sŁ realizeze o mare 

varietate de aplicaἪii Ἠi sŁ studieze aprofundat sistemele biologice la nivel molecular. 

SecvenἪierea de generaἪie urmŁtoare Illumina utilizeazŁ amplificarea clonalŁ Ἠi secvenἪierea prin 

chimie de sintezŁ (sequencing by synthesis, SBS) identific©nd simultan nucleotidele, ´n timp ce 

le ´ncorporeazŁ ´ntr-un lanἪ de acid nucleic. Primul pas ´n realizarea secvenἪierii Ἢine de 

prepararea bibliotecilor genomice Ἠi implicŁ procesarea probelor astfel ´nc©t sŁ fie compatibile 

cu secvenἪiatorul. Bibliotecile de secvenἪiere de obicei sunt create prin fragmentarea ADN-ului Ἠi 

adŁugarea adaptorilor la ambele flancuri. Ċn cazul tehnologiei de secvenἪiere Illumina adaptorii 

conἪin secvenἪe suplimentare care permit legarea fragmentelor de ADN la celula de flux (flow 

cell). De asemenea ´n timpul procesului de legare a adaptorilor pot fi adŁugate secvenἪe unice de 

indexare numite barcoduri care servesc pentru distingerea ´ntre probe. UrmŁtoarea etapŁ a 

procesului de secvenἪiere Ἢine de ´ncŁrcarea bibliotecilor ´n celula de flux Ἠi plasarea acesteia ´n 

secvenἪiator. Ċn timpul SBS nucleotidele modificate chimic (marcate fluorescent) se leagŁ de 

catena matriἪŁ de ADN confrom principiului complementaritŁἪii. DupŁ legarea fiecŁrei 

nucleotide se emite un semnal fluorescent care indicŁ asupra tipului de nucleotidŁ care a fost 

adŁugatŁ. Analiza, vizualizarea Ἠi interpretarea datelor NGS se realizeazŁ cu softuri speciale 

(Illumina Connected Analytics, MiSeq Reporter, Sequencing Analysis Viewer etc.) [164]. 

Tehnologiile NGS au ´mbunŁtŁἪit considerabil capacitatea cercetŁtorilor de a secvenἪia 

barcoduri Ἠi metabarcoduri moleculare cu o acurateἪe ridicatŁ, cu toate acestea, una dintre 

limitŁrile acestora este faptul cŁ pot fi aplicate doar ´n laboratoare performante specializate. 

Dezvoltarea secvenἪiatorului MinION de cŁtre Oxford Nanopore Technologies a materializat 

rapid conceptul de secvenἪiere portabilŁ aceastŁ tehnologie fiind numitŁ Ἠi secvenἪiere de 

generaἪia a treia (Third Generation Sequencing). Lansarea sa a deschis noi perspective at©t ´n ce 
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priveἨte dimensiunile compacte Ἠi portabilitatea c©t Ἠi capacitatea de a genera date ´n timp real 

[80]. Ċn ultimii ani secvenἪierea Nanopore a fost aplicatŁ nu doar ´n laboratoare specializate ci Ἠi 

´n cele mai diverse medii precum StaἪia SpaἪialŁ InternaἪionalŁ [18] sau chiar largul mŁrii [21].  

SecvenἪierea portabilŁ ´n scopul identificŁrii speciilor Ἠi cercetŁrii biodiversitŁἪii rŁm©ne a fi 

limitatŁ ´n aplicare ´ntruc©t este limitat numŁrul probelor care pot fi analizate simultan (de obicei 

mai puἪin de 10 probe). TotuἨi, un studiu recent care a urmŁrit utilizarea dispozitivului portabil 

Bento Lab Ἠi a tehnologiei Nanopore pentru identificarea in situ a speciilor din fauna marinŁ a 

demonstrat posibilitatea de a secvenἪia ´n largul mŁrii 32 probe simultan cu o acurateἪe de 99,9% 

[21]. Metabarcodarea ADN-ului cu secvenἪiatorul Minion (Tehnologia Oxford Nanopore) care 

are un preἪ de achiziἪie scŁzut Ἠi este relativ simplu ´n utilizare ar putea permite obἪinerea datelor 

moleculare ´n timpi rapizi Ἠi fŁrŁ nevoia unui laborator sofisticat de biologie molecularŁ [140]. 
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2.4. Concluzii la capitolul 2 

1. Pentru realizarea cercetŁrilor propuse au fost utilizate at©t instrumente bioinformatice, 

tehnici de biologie molecularŁ c©t Ἠi activitŁἪi ´n teren. 

2. Analiza Ἠi procesarea datelor a fost efectuatŁ ´n terminalul Ubuntu Ἠi limbajul R (mediul 

RStudio). Fluxul de lucru Ἠi liniile de cod prezentate ´n capitol au fost optimizate Ἠi 

adaptate necesitŁἪilor studiului. Limbajul R a fost utilizat pentru realizarea mai multor 

obiective ale lucrŁrii precum evaluarea primerilor, digestia in silico a secvenἪelor de 

ADN, analiza filogeneticŁ Ἠi modelarea distribuἪiei speciilor. 

3. Ċn scopul testŁrii in vitro a acoperirii taxonomice a primerilor pentru metabarcodare, 

digestiei cu enzime de restricἪie Ἠi secvenἪierii genei CYTB au fost prelevate diferite 

probe de material biologic. 

4. Probele de Ἢesut au fost prelevate de la animale moarte identificate sporadic sau v©nate 

(´n cazul pŁsŁrilor Ἠi mamiferelor mari) Ἠi de la animale capturate ´n capcane (´n cazul 

mamiferelor mici). Speciile de amfibieni Ἠi reptile au fost capturate manual. Tipurile de 

Ἢesut prelevat au variat ´n funcἪie de specie Ἠi starea animalelor (de la piele Ἠi muἨchi p©nŁ 

la organe interne). DupŁ prelevare probele de Ἢesut au servit ´n calitate de material pentru 

extragerea ADN-ului. 

5. Probele prelevate au fost supuse analizelor de laborator care au constat ´n extragerea 

ADN-ului, efectuarea reacἪiei de PCR convenἪional, digestia cu enzime de restricἪie Ἠi 

electroforeza pe gel de agarozŁ. Pentru prima datŁ ´n Republica Moldova a fost utilizat 

instrumentul mobil Bento Lab pentru extragerea, amplificarea Ἠi vizualizarea ADN-ului. 

SecvenἪierea a fost realizatŁ prin tehnologia Sanger la Institutul de Ecologie Ἠi EvoluἪie a 

UniversitŁἪii din Berna. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



64 

 

3. DESIGNUL PRIMERILOR  PENTRU METABARCODARE  

ἧI GENOTIPAREA CU ENZIME DE RESTRICἩIE 

3.1. AbordŁri bioinformatice  

3.1.1. Determinarea tuturor speciilor de vertebrate terestre din Moldova 

care au mitogenom secvenѿiat inclus ´n baza de date globalŁ RefSeq 

P©nŁ ´n prezent au fost identificate 174 specii de vertebrate terestre care fac parte din 

fauna Republicii Moldova Ἠi au mitogenomul inclus ´n baza de date globalŁ RefSeq (Anexa 1). 

Acestea cuprind: 127 specii de pŁsŁri, 38 specii de mamifere, 5 specii de amfibieni Ἠi 4 specii de 

reptile. Trebuie menἪionat cŁ ´n studiu au fost incluse Ἠi unele specii de pasaj, cu prezenἪŁ incertŁ 

Ἠi apariἪie accidentalŁ/sporadicŁ precum Limosa lapponica, Stercorarius parasiticus  sau Larus 

melanocephalus [165]. ColecἪia care cuprinde 174 genomuri mitocondriale de referinἪŁ a fost 

creatŁ sub formŁ de fiἨier GenBank (*.gb), cu ajutorul platformei NCBI Ἠi ´n urma verificŁrii 

individuale a tuturor speciilor de vertebrate terestre ´nregistrate ´n Republica Moldova (337 la 

numŁr). Dintre acestea 237 reprezintŁ specii de pŁsŁri (BirdLife International) [156], 72 ï specii 

de mamifere (com. pers. V. Nistreanu), 14 ï specii de reptile Ἠi alte 14 ï specii de amfibieni 

(com. pers. V. Ἡurcanu). Ċn Tabelul 3.1 sunt prezentaἪi taxonii care au genom mitocondrial 

secvenἪiat inclus ´n baza de date RefSeq, denumirea ´n limbile rom©nŁ Ἠi latinŁ, precum Ἠi clasa 

din care aceἨtia fac parte. 

Tabelul 3.1. Speciile de vertebrate terestre din 

Republica Moldova care au mitogenom ´n RefSeq 

N/o Denumirea speciei ´n latinŁ Denumirea speciei ´n rom©nŁ Clasa 

1 Accipiter gentilis Uliu porumbar Aves 

2 Accipiter nisus Uliu pŁsŁrar Aves 

3 Acrocephalus scirpaceus LŁcar de stuf Aves 

4 Aix galericulata RaἪŁ mandarin Aves 

5 Alauda arvensis Cioc©rlie de c©mp Aves 

6 Alcedo atthis PescŁruἨ albastru Aves 

7 Anas acuta RaἪŁ suliἪar Aves 

8 Anas clypeata RaἪŁ lingurar Aves 

9 Anas crecca RaŞŁ micŁ Aves 

10 Anas platyrhynchos RaἪŁ mare Aves 

11 Anguis fragilis NŁp©rcŁ Lepidosauria 

12 Anser albifrons G©rliἪŁ mare Aves 

13 Anser anser G©scŁ de varŁ Aves 

14 Apodemus agrarius ἧoarece vŁrgat de c©mp Mammalia 



65 

 

15 Apodemus sylvaticus ἧoarece de pŁdure Mammalia 

16 Apus apus Drepnea neagrŁ Aves 

17 Aquila chrysaetos AcvilŁ de munte Aves 

18 Aquila heliaca AcvilŁ imperialŁ Aves 

19 Ardea cinerea St©rc cenuἨiu Aves 

20 Ardea purpurea St©rc roἨu Aves 

21 Arenaria interpres Pietruĸ Aves 

22 Asio flammeus Ciuf de c©mp Aves 

23 Asio otus Ciuf de pŁdure Aves 

24 Aythya ferina RaἪŁ cu cap castaniu Aves 

25 Aythya fuligula RaŞŁ moŞatŁ Aves 

26 Bombina bombina IzvoraἨ cu abdomen roἨu Amphibia 

27 Bombina variegata IzvoraἨ cu abdomen galben Amphibia 

28 Bombycilla garrulus MŁtŁsar Aves 

29 Botaurus stellaris Buhai de baltŁ Aves 

30 Bubo bubo BufniἪŁ mare Aves 

31 Bubulcus ibis St©rc de cireadŁ Aves 

32 Buteo buteo ἧorecar comun Aves 

33 Buteo lagopus ἧorecar ´ncŁlἪat Aves 

34 Calidris pugnax BŁtŁuἨ Aves 

35 Canis lupus Lup cenuἨiu Mammalia 

36 Capreolus capreolus CŁprioarŁ Mammalia 

37 Carduelis spinus Scatiu Aves 

38 Cecropis daurica R©ndunicŁ roἨcatŁ Aves 

39 Cervus elaphus Cerb comun Mammalia 

40 Cervus nippon Cerb pŁtat Mammalia 

41 Charadrius alexandrinus PrundŁraἨ de sŁrŁturŁ Aves 

42 Chroicocephalus ridibundus PescŁruĸ r©zŁtor Aves 

43 Ciconia ciconia BarzŁ albŁ Aves 

44 Ciconia nigra BarzŁ neagrŁ Aves 

45 Coccothraustes coccothraustes CireἨar Aves 

46 Columba livia Porumbel de st©ncŁ Aves 

47 Corvus corax Corb comun Aves 

48 Corvus cornix CioarŁ grivŁ Aves 

49 Corvus frugilegus CioarŁ de semŁnŁturŁ Aves 

50 Cricetulus migratorius Grivan cenuἨiu Mammalia 

51 Cricetus cricetus H©rciog Mammalia 

52 Cygnus columbianus LebŁdŁ micŁ Aves 

53 Cygnus cygnus LebŁdŁ de iarnŁ Aves 

54 Cygnus olor LebŁdŁ de varŁ Aves 
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55 Delichon urbicum LŁstun de casŁ Aves 

56 Dendrocopos leucotos CiocŁnitoare cu spate alb Aves 

57 Dendrocopos major CiocŁnitoare pestriἪŁ mare Aves 

58 Egretta garzetta EgretŁ micŁ Aves 

59 Eremophila alpestris Cioc©rlie urecheatŁ Aves 

60 Falco cherrug ἧoim dunŁrean Aves 

61 Falco columbarius ἧoim de iarnŁ Aves 

62 Falco naumanni V©nturel mic Aves 

63 Falco peregrinus ἧoim cŁlŁtor Aves 

64 Falco subbuteo ἧoimul r©ndunelelor Aves 

65 Falco tinnunculus V©nturel roἨu Aves 

66 Felis silvestris PisicŁ sŁlbaticŁ Mammalia 

67 Ficedula albicollis Muscar gulerat Aves 

68 Fringilla coelebs CintezŁ Aves 

69 Fringilla montifringilla CintezŁ de iarnŁ Aves 

70 Fulica atra LiἨiἪŁ Aves 

71 Gallinula chloropus GŁinuἨŁ de baltŁ Aves 

72 Garrulus glandarius GaiἪŁ Aves 

73 Gavia stellata Cufundar mic Aves 

74 Gelochelidon nilotica PescŁriἪŁ r©zŁtoare Aves 

75 Grus grus Cocor Aves 

76 Haematopus ostralegus Scoicar Aves 

77 Haliaeetus albicilla Codalb Aves 

78 Himantopus himantopus Piciorong Aves 

79 Hirundo rustica R©ndunicŁ Aves 

80 Jynx torquilla Cap´ntorturŁ Aves 

81 Lacerta agilis ἧop©rlŁ cenuἨie Lepidosauria 

82 Lacerta viridis ἧop©rlŁ verde Lepidosauria 

83 Lepus europaeus Iepure de c©mp Mammalia 

84 Limosa lapponica Sitar de mal nordic Aves 

85 Loxia curvirostra ForfecuἪŁ Aves 

86 Mareca penelope RaἪŁ fluierŁtoare Aves 

87 Mareca strepera RaἪŁ pestriἪŁ Aves 

88 Martes foina Jder de piatrŁ Mammalia 

89 Martes martes Jder de pŁdure Mammalia 

90 Meles meles Bursuc Mammalia 

91 Mergus merganser FerestraἨ mare Aves 

92 Micromys minutus ἧoarece pitic Mammalia 

93 Microtus arvalis ἧoarece de c©mp Mammalia 

94 Microtus levis ἧoarece rŁsŁritean de c©mp Mammalia 
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95 Milvus migrans Gaie neagrŁ Aves 

96 Motacilla alba CodobaturŁ albŁ Aves 

97 Motacilla cinerea CodobaturŁ de munte Aves 

98 Mus musculus ἧoarece de casŁ Mammalia 

99 Muscardinus avellanarius P©rἨ de alun Mammalia 

100 Mustela erminea HermelinŁ Mammalia 

101 Mustela eversmannii Dihor de stepŁ Mammalia 

102 Mustela lutreola NurcŁ europeanŁ Mammalia 

103 Mustela nivalis NevŁstuicŁ Mammalia 

104 Mustela putorius Dihor de pŁdure Mammalia 

105 Myotis bechsteinii Liliac cu urechi late Mammalia 

106 Myotis myotis Liliac comun Mammalia 

107 Neomys fodiens ChiἪcan de apŁ Mammalia 

108 Netta rufina RaἪŁ cu ciuf Aves 

109 Nucifraga caryocatactes Alunar Aves 

110 Nyctalus noctula Liliac de amurg Mammalia 

111 Nyctereutes procyonoides C©ine enot Mammalia 

112 Nycticorax nycticorax St©rc de noapte Aves 

113 Oenanthe isabellina Pietrar rŁsŁritean Aves 

114 Oenanthe oenanthe Pietrar sur Aves 

115 Ondatra zibethicus Bizam Mammalia 

116 Oriolus oriolus Grangur Aves 

117 Otis tarda Dropie Aves 

118 Otus scops Ciuf pitic Aves 

119 Pandion haliaetus Uligan pescar Aves 

120 Panurus biarmicus PiἪigoi de stuf Aves 

121 Parus major PiἪigoi mare Aves 

122 Passer domesticus Vrabie de casŁ Aves 

123 Passer montanus Vrabie de c©mp Aves 

124 Pelobates fuscus BroascŁ sŁpŁtoare brunŁ Amphibia 

125 Perdix perdix Pot©rniche Aves 

126 Periparus ater PiἪigoi de brŁdet Aves 

127 Phalacrocorax carbo Cormoran mare Aves 

128 Phasianus colchicus Fazan Aves 

129 Pica pica CoἪofanŁ Aves 

130 Picus canus Ghionoaie surŁ Aves 

131 Platalea leucorodia LopŁtar Aves 

132 Plecotus auritus Liliac urecheat brun Mammalia 

133 Pluvialis squatarola Ploier argintiu Aves 

134 Podiceps cristatus Corcodel mare Aves 
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135 Poecile palustris PiἪigoi sur Aves 

136 Pyrrhula pyrrhula Mugurar Aves 

137 Rallus aquaticus Cristel de baltŁ Aves 

138 Rana temporaria BroascŁ roἨie de munte Amphibia 

139 Rattus norvegicus ἧobolan cenuἨiu Mammalia 

140 Recurvirostra avosetta Cioc ´ntors Aves 

141 Regulus regulus AuἨel cu cap galben Aves 

142 Rhinolophus ferrumequinum Liliac mare cu potcoavŁ Mammalia 

143 Sciurus vulgaris VeveriἪŁ Mammalia 

144 Scolopax rusticola Sitar de pŁdure Aves 

145 Sitta europaea Ἡiclean Aves 

146 Sorex araneus ChiἪcan comun Mammalia 

147 Stercorarius parasiticus Lup de mare mic Aves 

148 Sterna hirundo ChirŁ de baltŁ Aves 

149 Sternula albifrons ChirŁ micŁ Aves 

150 Streptopelia decaocto GuguἨtiuc Aves 

151 Strix uralensis Huhurez mare Aves 

152 Sturnus vulgaris Graur Aves 

153 Sus scrofa MistreἪ Mammalia 

154 Sylvia atricapilla Silvie cu cap negru Aves 

155 Sylvia borin Silvie de zŁvoi Aves 

156 Sylvia curruca Silvie micŁ Aves 

157 Tachybaptus ruficollis Corcodel mic Aves 

158 Tadorna ferruginea Califar roἨu Aves 

159 Tadorna tadorna Califar alb Aves 

160 Talpa europaea C©rtiἪŁ Mammalia 

161 Tringa erythropus Fluierar negru Aves 

162 Tringa glareola Fluierar de mlaἨtinŁ Aves 

163 Tringa nebularia Fluierar cu picioare verzi Aves 

164 Tringa ochropus Fluierar de zŁvoi Aves 

165 Tringa stagnatilis Fluierar de lac Aves 

166 Tringa totanus Fluierar cu picioare roἨii Aves 

167 Triturus cristatus Triton crestat Amphibia 

168 Turdus merula MierlŁ Aves 

169 Turdus philomelos Sturz c©ntŁtor Aves 

170 Upupa epops PupŁzŁ Aves 

171 Vanellus vanellus Nag©Ἢ Aves 

172 Vespertilio murinus Liliac bicolor Mammalia 

173 Vipera berus ViperŁ comunŁ Lepidosauria 

174 Vulpes vulpes Vulpe Mammalia 
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Baza de date RefSeq [91] este o colecἪie de secvenἪe de referinἪŁ organizate, verificate, 

nonredundante Ἠi de o calitate ´naltŁ. Aceasta a fost creatŁ Ἠi este actualizatŁ continuu ´n baza 

datelor de arhivŁ transmise Ἠi schimbate ´ntre GenBank [23] din Statele Unite, biblioteca de date 

EMBL [64] din Regatul Unit Ἠi banca de date genetice a Japoniei [132]. CŁutarea a fost realizatŁ 

pentru fiecare specie ´n parte (337 cŁutŁri) utiliz©ndu-se urmŁtoarea formulŁ ĂDenumirea speciei 

´n latinŁ[orgn] mitochondrion genomeò. Filtrarea rezultatelor cŁutŁrii s-a efectuat pentru baza de 

date sursŁ (RefSeq) Ἠi compartimentul genetic de interes (mitochondrion). ColecἪia de 

mitogenomuri a fost salvatŁ ´n format GenBank (full) Ἠi corespunde la 174 specii, 131 genuri, 62 

familii, 26 ordine Ἠi 4 clase. Majoritatea speciilor sunt unicul reprezentant al genului lor, iar 

secvenἪele utilizate ´n procesul de lucru au fost adnotate, atribuindu-li -se un anumit taxid. 

3.1.2. Compararea in silico a primerilor universali 

utilizaѿi pentru identificarea vertebratelor 

Primerii universali se utilizeazŁ pentru amplificarea ADN-ului provenit de la un grup de 

organisme mai mult sau mai puἪin apropiate taxonomic Ἠi care are secvenἪe conservate pentru 

legarea acestor primeri. Ċn scopul testŁrii performanἪei de a fi utilizaἪi ´n studii de metabarcodare 

a fost efectuatŁ testarea in silico Ἠi compararea gradului de conservare, a 2 perechi de primeri 

universali utilizaἪi pentru identificarea speciilor de vertebrate. Prima pereche (Kitano-16S) a fost 

propusŁ ´n anul 2006 de cŁtre Takashi Kitano Ἠi colaboratorii ´n calitate de primeri universali 

pentru identificarea speciilor de vertebrate, ´n baza secvenἪierii unei regiuni a ADN-ului 

mitocondrial care codificŁ ARN-ul ribozomal 16S [66]. Pentru validarea acestora Kitano a inclus 

´n studiul sŁu 9 specii de mamifere, 9 specii de vertebrate non-mamaliene (peἨti, amfibieni, 

reptile, pŁsŁri) Ἠi douŁ specii de nevertebrate [66]. A doua pereche de primeri (12S-V5) Ἢintesc 

regiunea mitocondrialŁ 12S Ἠi au fost creaἪi de Tiayyba Riaz Ἠi colaboratorii ´n anul 2011 [104]. 

AceἨtia au fost validaἪi cu utilizarea algoritmilor bioinformatici (ecoPrimers) Ἠi a abordŁrilor 

experimentale de laborator [104]. 

Amplificarea in silico a fost realizatŁ pentru 191 mitogenomuri de vertebrate terestre, 174 

dintre care sunt parte a faunei Republicii Moldova. Rezultatele au scos ´n evidenἪŁ cŁ prima 

pereche de primeri (Kitano-16S) reprezintŁ un grad de conservare mai mare comparativ cu cea 

de-a doua (12S-V5). Ċn figurile 3.1 Ἠi 3.2 sunt prezentate logourile de secvenἪe (sequence logos) 

rezultate ´n urma analizei celor douŁ perechi de primeri. 
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Fig. 3.1. Logourile de secvenἪe obἪinute pentru perechea de primeri Kitano-16S: 

a ï forward primer (L2513) ѽi b ï reverse primer (H2714) 

 

 
Fig. 3.2. Logourile de secvenἪe obἪinute pentru perechea de primeri 12S-V5: 

a ï forward primer (12S-V5-F) ѽi b ï reverse primer (12S-V5-R) 

 

Ċn ce priveἨte acoperirea taxonomicŁ a primerilor studiaἪi perechea 12S-V5 a demonstrat 

o performanἪŁ net superioarŁ cu un indice Bc la nivel de specie de 0,9791 (97,91%) comparativ 

cu perechea Kitano-16S  ce a avut un rezultat de 0,2199 (21,99%). NumŁrul de nepotriviri per 

primer este prezentat ´n Fig. 3.3. 
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Fig. 3.3. NumŁrul de nepotriviri pentru perechile de primeri  

Kitano-16S (st©nga) ѽi 12S-V5 (dreapta) 

 

Din figurŁ se observŁ cŁ perechea 12S-V5 prezintŁ un numŁr maxim de 2 nepotriviri 

pentru ambii primeri ´n timp ce Kitano-16S un maximum de o singurŁ nepotrivire pentru 

primerul forward cu o lipsŁ totalŁ a nepotrivirilor pentru majoritatea ampliconilor. Lungimea 

metabarcodurilor (fŁrŁ primeri) este ´ntre 96 Ἠi 106 bp pentru 12S-V5 Ἠi de aproximativ 200 bp 

pentru Kitano-16S. Astfel, conform algoritmilor bioinformatici utilizaἪi, metabarcodarea 

speciilor de vertebrate terestre ar fi mai eficientŁ cu utilizarea primerilor universali 12S-V5. 

AceastŁ pereche va fi utilizatŁ ´n cercetŁrile ulterioare pentru a fi comparatŁ cu potenἪialii 

primeri nou creaἪi. 

3.1.3. Designul ѽi testarea in silico a primerilor 

Lansarea algoritmului ecoPrimers cu utilizarea celor 174 mitogenomuri RefSeq a permis 

identificarea mai multor perechi de primeri cu o dimensiune de 18 perechi de baze Ἠi o lungime a 

metabarcodurilor (fŁrŁ primeri) ´ntre 80 Ἠi 150 bp. Au fost ignorate perechile cu o diferenἪŁ de 

temperaturŁ de topire ´ntre primerii forward Ἠi reverse mai mare de 3ÁC, select©ndu-se o pereche 

cu valoare dG optimŁ (-0,83 kcal/mol) Ἠi cu o temperaturŁ de topire de 53,9 ÁC pentru primerul 

forward (AAGGCGGATTTAGCAGTA) Ἠi 51,0 ÁC pentru reverse 

(CACTTACCTTGTTACGAC). Ċn termeni simpli, dG, reprezintŁ cantitatea de energie necesarŁ 

pentru a distruge complet o structurŁ secundarŁ a ADN-ului, iar temperatura de topire poate fi 

definitŁ ca temperatura la care are loc denaturarea a jumŁtate din primerii prezenἪi ´n amestec. 

Cu c©t valorile dG sunt mai mici (valori negative), cu at©t este mai mare cantitatea de energie 

necesarŁ pentru separarea catenelor de ADN ´n cazul formŁrii structurilor secundare (ex. 

self/hetero dimeri sau structuri hairpin). DacŁ ´ntr-o reacἪie de PCR primerii au valori dG foarte 
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joase, cantitatea de energie necesarŁ pentru distrugerea dimerilor creἨte iar temperaturile prea 

ridicate pot perturba reacἪia. Ċn general sunt acceptabile valorile mai mari de - 9 kcal/mol ideale 

fiind cele de peste -6 kcal/mol. Ċn cazul de faἪŁ, conform instrumentului de analizŁ PrimerROC 

[61], primerii obἪinuἪi formeazŁ heterodimeri slabi cu o valoare dG foarte bunŁ Ἠi nefiind ´n stare 

sŁ afecteze buna desfŁἨurare a reacἪiei de PCR (Fig. 3.4). 

 

Fig. 3.4. Valoarea dG a primerilor nou creaἪi 

Deoarece noua pereche de primeri amplificŁ o regiune a genei mitocondriale care 

codificŁ ARNr 12S Ἠi a fost creatŁ pentru cercetŁri de metabarcodare, aceasta a fost denumitŁ 

provizoriu Met-12S (respectiv Met-12S-F pentru primerul forward Ἠi Met-12S-R pentru reverse). 

Ċn continuare, utiliz©nd PCR-ul in silico, ne-am propus sŁ determinŁm acoperirea taxonomicŁ 

(Bc), specificitatea (Bs) Ἠi gradul de conservare a noilor primeri ´n comparaἪie cu primerii 

universali utilizaἪi pentru metabarcodarea vertebratelor: 12S-V5-F Ἠi 12S-V5-R. Perechea 12S-V5 

vizeazŁ regiunea mitocondrialŁ ARNr 12S Ἠi prezintŁ o performanἪŁ bunŁ ´n comparaἪie cu alἪi 

primeri universali utilizaἪi pentru identificarea speciilor de vertebrate [115]. Amplificarea in 

silico a secvenἪelor studiate cu primerii 12S-V5 Ἠi Met-12S a arŁtat cŁ perechea lui Riaz [104] are 

un grad mai mare de conservare ´n comparaἪie cu noii primeri. Ċn figurile 3.5 Ἠi 3.6 sunt 

prezentate logourile de secvenἪe rezultate ´n urma analizei celor douŁ perechi. 
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Fig. 3.5. Logourile de secvenἪe obἪinute pentru perechea 12S-V5: 

a ï forward (12S-V5-F) ѽi b ï reverse (12S-V5-R) 
 

 
Fig. 3.6. Logourile de secvenἪe obἪinute pentru perechea Met-12S: 

a ï forward (Met-12S-F) ѽi b ï reverse (Met-12S-R) 

 

Astfel, se poate observa cŁ la capŁtul 3' toŞi primerii au un grad ridicat de conservare. Un grad 

mai scŁzut poate fi observat ´n prima poziŞie a regiunii de flancare 5' a 12S-V5-F ĸi, de asemenea, 

´n poziŞiile 1, 2 ale capŁtului 5' al Met-12S-R. NumŁrul de nepotriviri per primer este prezentat ´n 

figurile 3.7 Ἠi 3.8. 
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Fig. 3.7. NumŁrul de nepotriviri (st©nga) Ἠi lungimea metabarcodurilor (dreapta) 

pentru perechea de primeri Met-12S  

 

 

Fig. 3.8. NumŁrul de nepotriviri (st©nga) Ἠi lungimea metabarcodurilor (dreapta) 

pentru perechea de primeri 12S-V5 

Se poate observa cŁ noua pereche prezintŁ un numŁr maxim de 2 nepotriviri pentru ambii primeri 

´n timp ce 12S-V5 - maximum o nepotrivire pentru primerul forward Ἠi douŁ pentru cel reverse. 

NumŁrul de specii amplificate in silico poate fi crescut permiἪ©nd mai mult de douŁ nepotriviri 

per primer, totuἨi acest lucru poate duce la eἨuarea reacἪiei de PCR in vitro. PerformanἪa 

primerilor a fost evaluatŁ ´n baza a doi indici: Bc Ἠi Bs, care au demonstrat o performanἪŁ 

superioarŁ pentru perechea Met-12S, aceasta av©nd o acoperire taxonomicŁ la nivel de specie de 

98,28% (0,9828 x 100) (Tabelul 3.2) Ἠi o specificitate de 86,55% (0,8655 x 100) (Tabelul 3.3). 

Respectiv, pentru perechea 12S-V5 a rezultat un Bc de 0,9770 (97,70%) Ἠi Bs ï 0,5353 (53,53%). 
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Tabelul 3.2. Acoperirea taxonomicŁ pentru primerii Met-12S 

rank ecopcr db procent (Bc index * 100) 

regn 1 1 100 

´ncrengŁturŁ 1 1 100 

clasŁ 4 4 100 

ordin 26 26 100 

familie 60 61 98.36 

gen 129 130 99.23 

specie 171 174 98.28 

 

Tabelul 3.3. RezoluἪia taxonomicŁ pentru primerii Met-12S 

rank taxon_ok taxon_total procent (Bs index * 100) 

regn 1 1 100 

´ncrengŁturŁ 1 1 100 

clasŁ 4 4 100 

ordin 26 26 100 

familie 58 60 96.67 

gen 125 129 96.9 

specie 148 171 86.55 

 

Astfel, conform algoritmului bioinformatic, noua pereche de primeri ce corespunde sistemului de 

metabarcodare Met-12S (Anexa 2) prezintŁ acoperire taxonomicŁ pentru 171 de specii din 174 Ἠi 

identificŁ corect 148 specii din 171, ´n timp ce primerii universali 12S-V5 amplificŁ 170 din 174 

Ἠi identificŁ 91 din 170. Ċn Tabelul 3.4 sunt prezentate speciile pentru care primerii studiaἪi nu au 

acoperire taxonomicŁ. 

Tabelul 3.4. Specii care nu pot fi amplificate in silico 

12S-V5 Met-12S 

Grus grus 

Haliaeetus albicilla 

Lacerta viridis 

Vipera berus 

Ardea cinerea 

Lacerta agilis 

Sciurus vulgaris 
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Ċn scopul evaluŁrii ´n privinἪa amplificŁrii non-specifice a nevertebratelor au fost 

descŁrcate Ἠi amplificate in silico genomurile mitocondriale RefSeq a 4618 specii de 

nevertebrate. Astfel, amplificarea nespecificŁ a reprezentat 0,26 % ceea ce constituie 12 specii 

din 4618 (4 specii de echinodermate Ἠi 8 specii de artropode). Toate cele 12 specii au 

dimensiunea metabarcodului (fŁrŁ primeri) ´ntre 81 Ἠi 84 pb Ἠi nu fac parte din fauna Republicii 

Moldova. 

Pentru o performanἪŁ bunŁ a sistemului de metabarcodare este necesar ca valorile Bc Ἠi 

Bs sŁ fie c©t mai mari, iar pentru a putea analiza ADN cu un grad mare de degradare este 

recomandat ca lungimea maximŁ Ἠi medie a metabarcodurilor sŁ fie c©t mai micŁ. Deoarece 

ADN-ul de mediu de obicei este foarte degradat, se recomandŁ ca metabarcodurile sŁ aibŁ o 

lungime mai micŁ de 150-170 pb. Acest lucru este important ´n special atunci c©nd pentru 

monitorizarea diversitŁἪii speciilor se utilizeazŁ probe de materii fecale sau sol. Cum poate fi 

observat ´n Fig. 3.7 lungimea noilor metabarcoduri (fŁrŁ primeri) variazŁ de la 117 la 136 pb. 

Este necesar de a menἪiona cŁ ´n bazele de date publice pot fi ´nt©lnite multiple erori de 

secvenἪiere precum Ἠi alte ambiguitŁἪi, iar pentru a obἪine o bunŁ estimare a acoperirii 

taxonomice Ἠi a puterii de rezoluἪie a primerilor este necesarŁ o selecἪie atentŁ a secvenἪelor de 

referinἪŁ (ex: secvenἪe din baza de date RefSeq). Rezultatele prezentate mai sus au fost obἪinute 

´n baza cercetŁrilor in silico folosind secvenἪe de ´naltŁ calitate disponibile ´n baza de date 

RefSeq. De asemenea, a fost creatŁ o bazŁ de date de referinἪŁ (Anexa 2) reprezentativŁ pentru 

aceste secvenἪe care ar putea fi utilizatŁ ´n studiile viitoare de metabarcodare. Aceasta conἪine 

c©te o secvenἪŁ per specie, astfel fiind reduse aspectele legate de suprareprezentare. 

3.1.4. Fragmentarea RFLP in silico a alelelor genei porcine MC1R 

Simularea bioinformaticŁ a digestiei RFLP presupune utilizarea algoritmilor specializaἪi 

pentru anticiparea Ἠi analiza modelelor de fragmentare ale enzimelor de restricἪie asupra 

secvenἪelor de ADN. Acest lucru oferŁ avantajul de a planifica experimentele Ἠi de a efectua 

analize virtuale ´nainte de a lucra cu mostre reale de ADN ´n felul acesta economisind timp Ἠi 

resurse. Ċn cadrul cercetŁrilor efectuate, pentru realizarea analizei RFLP in silico, a fost utilizat 

un algoritm bioinformatic care prezice fragmentarea alelelor genei MC1R porcine simul©nd 

digestia secvenἪelor de interes cu peste 700 enzime de restricἪie [98]. Astfel, au fost identificate 

mai multe enzime care au potenἪialul de a fi utilizate pentru genotiparea specimenilor de mistreἪ 

Ἠi pentru diferenἪierea ´ntre hibrizi Ἠi liniile pure. Ċn Fig. 3.9 este prezentatŁ electroforegrama 

obἪinutŁ dupŁ simularea digestiei secvenἪelor alelice studiate cu urmŁtoarele enzime de restricἪie: 

AjiI, BspHI, BstUI, NspI, FnuDII, MhlI, PcsI Ἠi TspDTI. 
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Fig. 3.9. Electroforegrama obἪinutŁ ´n urma simulŁrii digestiei secvenἪelor alelice MC1R 

Enzime de restricѿie utilizate ï AjiI, BspHI, BstUI, NspI, FnuDII, MhlI, PcsI, TspDTI 

Enzimele prezentate ´n figura de mai sus pot discrimina ´ntre secvenἪe dupŁ cum urmeazŁ: 

1. AjiI, BspHI Ἠi TspDTI ï digerŁ doar alela EPD2; 

2. BstUI, FnuDII Ἠi MhlI ï digerŁ toate alelele testate (paternul electroforetic variazŁ ´n 

funcἪie de genotip); 

3. NspI Ἠi PcsI ï disting ´ntre ED1 Ἠi alte alele; 

Teoretic, este de aἨteptat ca ´n Republica Moldova alela predominantŁ ´n fermele de porci 

sŁ fie EPD2, prin urmare enzimele din prima categorie care ar putea discrimina ´ntre aceastŁ 

alelŁ Ἠi E+ de tip sŁlbatic prezintŁ un interes sporit. Enzima AjiI (BmgBI) taie regiunile 

CAC^GTC, ´n timp ce BspHI digerŁ situsurile T^CATGA, ambele enzime av©nd un optim de 

temperaturŁ de 37ÁC. DeἨi TspDTI discrimineazŁ prin producerea a douŁ benzi electroforetice la 

alela E+ Ἠi trei la EPD2, are un cost mai mare, de aceea primele douŁ candidate par a fi mai 

potrivite ´n aspect practic. Liniile pure ale raselor marele negru, Meishan Ἠi Duroc sunt probabil 
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mai puŞin frecvente ´n fermele din Moldova ´nsŁ hibrizii dintre rase ar putea fi cele mai 

rŁsp©ndite genotipuri. Enzimele din categoriile 2 ĸi 3 prezintŁ interes pentru identificarea 

indivizilor purtŁtori ai alelelor ED1 Ἠi e. Alte enzime de restricἪie care pot fi utile pentru 

identificarea variantelor MC1R sunt BdaI, BstNSI, BtrI, CciI, FatI, PagI, RcaI, SduI, XceI. 

Selectarea enzimelor pentru testarea ulterioarŁ in vitro a fost realizatŁ ´n baza analizei costurilor 

acestora Ἠi a studierii protocoalelor experimentale. S-a constatat cŁ combinaἪia dintre BspHI Ἠi 

BstUI a mai fost studiatŁ ´n scopuri de genotipare a speciei Sus scrofa [34] Ἠi ambele enzime au 

un cost redus. Astfel, acestea au fost selectate pentru testarea ulterioarŁ in vitro ´n laboratorul de 

biologie molecularŁ. 

Rezultate bune pentru diferenἪierea ´ntre hibrizi Ἠi liniile pure de mistreἪ ar putea fi 

obἪinute numai prin selecἪia corectŁ a enzimelor de restricἪie Ἠi prin combinarea lor. Acest lucru 

ar contribui la obἪinerea unor rezultate corecte Ἠi ar permite identificarea indivizilor heterozigoἪi. 

Studiile de genotipare a mistreἪilor din Republica Moldova ar permite determinarea gradului de 

hibridizare ´n cadrul populaἪiilor Ἠi ar contribui la elaborarea mŁsurilor adecvate de conservare. 

Se recomandŁ testarea enzimelor menἪionate mai sus ´n laboratorul de biologie molecularŁ Ἠi 

evaluarea in vitro a potenŞialului acestora de a fi utilizate ´n studiile de genotipare a speciei Sus 

scrofa. 

3.2. Testarea Ἠi analiza ´n laborator 

3.2.1. Izolarea ADN-ului  

Ċn scopul testŁrii in vitro a acoperirii taxonomice pentru primerii Met-12S (evaluarea ´n 

laborator a capacitŁἪii acestora de a amplifica regiunile ἪintŁ a speciilor de vertebrate studiate) a 

fost izolat ADN-ul a 26 specii de vertebrate terestre din Moldova dintre care 19 fac parte din lista 

de specii ´n baza cŁrora a fost creat noul sistem de metabarcodare (Tabelul 3.5). 

Tabelul 3.5. Lista speciilor de la care a fost izolat ADN-ul genomic 

Nr. Specia 

Tipul de material biologic 

utilizat pentru izolarea 

ADN-ului  

ConcentraἪia 

ADN-ului 

izolat (ng/Õl) 

A 260/280 

1 Apodemus agrarius V©rf de coadŁ 38,8 1,73 

2 Apodemus flavicolis Ficat 90,3 1,91 

3 Apodemus sylvaticus Ficat 67,1 1,75 

4 Bufo bufo Piele 32,0 1,81 

5 Buteo buteo Piele 62,5 1,79 

6 Dendrocopos major Falange 74,3 1,94 

7 Elaphe sauromates V©rf de coadŁ 59,5 1,86 

8 Erithacus rubecula Falange, calamus 38,2 1,78 

9 Lacerta agilis V©rf de coadŁ 75,6 1,70 
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10 Lepus europaeus MuἨchi 40,9 1,85 

11 Martes martes MuἨchi 26,7 1,76 

12 Meles meles Piele 195,9 2,01 

13 Microtus arvalis Ἡesut pulmonar 87,1 1,88 

14 Microtus levis V©rf de coadŁ 57,4 1,80 

15 Mus musculus V©rf de coadŁ 83,9 1,73 

16 Muscardinus avellanarius MuἨchi 32,8 1,89 

17 Nyctalus noctula Ureche 71,0 1,92 

18 Passer domesticus Falange 54,8 1,87 

19 Plecotus auritus Ureche 60,1 1,84 

20 Rana ridibunda Tampon bucal Ἠi de piele 16,5 1,94 

21 Rana temporaria Tampon bucal Ἠi de piele 12,8 1,77 

22 Sorex araneus V©rf de coadŁ 62,0 1,92 

23 Spalax leucodon Piele 18,1 1,71 

24 Sus scrofa MuἨchi 89,0 1,73 

25 Talpa europaea V©rf de coadŁ 43,3 1,89 

26 Vipera berus Fragmente de exuviu 22,6 1,65 

 

DupŁ extragere, concentraἪiile ADN-ului, precum Ἠi puritatea acestuia (raportul dintre 

absorbanἪa la 260 Ἠi 280 nm) au  fost determinate cu utilizarea spectrofotometrului NanoDrop 

Lite, (Thermo Fisher Scientific). Histogramele cu distribuἪia Ἠi frecvenἪa datelor sunt prezentate 

´n Fig. 3.10. 

 

Fig. 3.10. DistribuἪia datelor cu referire la concentraἪie (st©nga) Ἠi frecvenἪa 

puritŁἪii ADN-ului izolat (dreapta) de la cele 26 specii de vertebrate terestre 
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Conform testului statistic Shapiro-Wilk distribuἪia datelor este normalŁ ´n cazul valorilor 

cu privire la puritate Ἠi cu un caracter non-gaussian (p-value < 0,05) ´n cazul valorilor 

concentraἪiei. Se observŁ cŁ cea mai mare densitate de probabilitate a valorilor concentraἪiei 

ADN-ului se aflŁ ´n intervalul 50 Ἠi 100 ng/Õl (cu o medie de 58,2 Ἠi mediana ï 58,45), iar 

frecvenἪa raportului de puritate ï ´ntre 1,7 Ἠi 1,8 (cu media 1,82 Ἠi mediana 1,83). Raportul 

absorbanἪei la lungimile de undŁ 260 nm Ἠi 280 nm este un bun indicator al puritŁἪii ADN-ului. 

Se considerŁ cŁ probele pentru care valorile acestui raport se aflŁ ´ntre 1,7 Ἠi 2,0 prezintŁ o 

puritate acceptabilŁ a acidului dezoxiribonucleic, 1,8 fiind o caracteristicŁ a ADN-ului Ăpurò. De 

asemenea s-a observat cŁ ´n cazul fragmentelor de piele exfoliatŁ a reptilelor, precum Ἠi ´n 

probele de tampon bucal Ἠi de piele prelevate de la amfibieni, concentraἪia ADN-ului a fost mai 

joasŁ comparativ cu celelalte probe analizate. Nu s-a determinat o diferenἪŁ a puritŁἪii ADN-ului 

´ntre diferite tipuri de probe. 

 Ċn ce priveἨte mostrele colectate pentru evaluarea in vitro a metodei de genotipare a 

speciei Sus scrofa  a fost extras ADN-ul genomic din 14 probe de mistreἪ Ἠi 5 probe de porci 

domestici. Cu o singurŁ excepἪie, ´n toate cazurile pentru extragere s-a ´ntrebuinἪat Ἢesut 

muscular. A fost utilizatŁ o singurŁ probŁ de fragmente de piele de mistreἪ identificate ´n 

RezervaἪia NaturalŁ PŁdurea DomneascŁ. S-au obἪinut valori optime ale puritŁἪii Ἠi concentraἪiei 

´n probe ceea ce a permis ulterior o amplificare eficientŁ. Ċn Fig. 3.11 Ἠi Tabelul 3.6 sunt 

prezentate datele cu referire la concentraἪia Ἠi puritatea ADN-ului extras dupŁ protocolul 

GeneJET Genomic DNA Purification Kit. 

 

Fig. 3.11. DistribuἪia datelor cu referire la concentraἪie (st©nga) 

Ἠi frecvenἪa puritŁἪii ADN-ului izolat (dreapta) din probele de Sus scrofa 
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Tabelul 3.6. ConcentraἪia Ἠi puritatea ADN-ului izolat 

de la specimene de Sus scrofa 

Nr. Specimen 
ConcentraἪia ADN-

ului izolat (ng/Õl) 
A 260/280 

1 MistreἪ 31,67 1,84 

2 MistreἪ 37,20 1,71 

3 MistreἪ 27,03 1,66 

4 MistreἪ 46,82 1,92 

5 MistreἪ 70,89 1,87 

6 MistreἪ 51,07 1,74 

7 MistreἪ 62,36 1,89 

8 MistreἪ 146,63 1,86 

9 MistreἪ 56,46 1,70 

10 MistreἪ 45,75 1,93 

11 MistreἪ 44,88 1,78 

12 MistreἪ 77,75 1,72 

13 MistreἪ 92,35 1,69 

14 MistreἪ 11,48 1,97 

15 Porc domestic 74,71 1,91 

16 Porc domestic 110,50 1,85 

17 Porc domestic 71,33 1,90 

18 Porc domestic 55,48 1,81 

19 Porc domestic 33,54 1,76 

 

ConcentraἪia minimŁ a reprezentat 11,48 ng/Õl (´n cazul ADN-ului izolat din fragmente 

de piele), valoare scŁzutŁ ´nsŁ totuἨi acceptabilŁ pentru realizarea reacἪiei de PCR. Maximul 

concentraἪiei a fost de 146,63 ng/Õl, iar picul densitŁἪii de probabilitate (Ἠansa ca o valoare sŁ 

aparŁ ´ntr-un anumit interval) a concentraἪiei se aflŁ ´n jurul valorii de 50 ng/Õl. Mai multe 

detalii statistice a datelor obἪinute sunt prezentate ´n tabelul 3.7. 
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Tabelul 3.7. Sumar statistic al datelor 

cu referire la ADN-ul extras din probele de Sus scrofa 

 ConcentraἪie (ng/Õl) Puritate (A 260/280) 

Media 60,42 1,82 

Mediana 55,48 1,84 

Abaterea standard  0,09 

Intervalul intercuartil (IQR)  31,98 0,17 

Testul de normalitate Shapiro-Wilk DistribuἪie normalŁ DistribuἪie normalŁ 

 

Cu scopul de a evalua utilitatea metodei Dipstick ´n genotiparea speciei Sus scrofa a fost 

de asemenea realizatŁ extragerea ADN-ului din 6 probe conform protocolului Dipstick DNA 

Extraction Kit, acestea ulterior fiind amplificate cu douŁ master mix-uri diferite. 

3.2.2. Testarea in vitro a acoperirii taxonomice pentru primerii Met-12S 

Testarea in vitro a acoperirii taxonomice ´n studiile de metabarcodare se referŁ la 

evaluarea ´n laborator a capacitŁἪii unei perechi de primeri de a amplifica anumite grupuri de 

organisme sau taxoni. Aspectul crucial ´n acest proces este amplificarea corectŁ a markerilor 

moleculari fŁrŁ apariἪia produἨilor nespecifici sau a dimerilor de primeri. Este necesar ca 

evaluarea ´n laboratorul de biologie molecularŁ sŁ fie precedatŁ de dezvoltarea bazelor de date de 

referinἪŁ Ἠi a resurselor bioinformatice.  

Testele in vitro au fost efectuate cu ADN izolat de la 16 specii de mamifere, 4 specii de 

pŁsŁri Ἠi c©te 3 specii de reptile Ἠi amfibieni. Primerii au fost sintetizaἪi de cŁtre compania 

Thermo Fisher Scientific Ἠi livraἪi ´n formŁ liofilizatŁ. Pentru efectuarea analizelor au fost 

preparate soluἪii stoc de 100 ÕM Ἠi soluἪii de lucru diluate de 10 ori. CondiἪiile de amplificare 

pentru primerii studiaἪi au fost descrise ´n capitolul anterior. Ampliconii au fost detectaἪi prin 

electroforeza ADN-ului pe gel de agarozŁ, iar probele care au format benzi specifice ´n regiunea 

150-170 pb au fost considerate ca fiind amplificate cu succes. Astfel din cele 26 specii analizate 

au fost amplificate 25, fiind obἪinutŁ o acoperire taxonomicŁ de 96,15%. A fost confirmatŁ in 

vitro lipsa amplificŁrii pentru specia Lacerta agilis care din cauza mai multor nepotriviri ´n 

regiunile de legare a primerilor nu a dat rezultat pozitiv nici la PCR-ul in silico. Toate benzile s-

au ´ncadrat ´n intervalul de dimensiune aἨteptat Ἠi nu au existat amplificŁri nespecifice sau 

formare de dimeri (Fig. 3.12).  
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Fig. 3.12. Electroforegrama ampliconilor obἪinuἪi cu noii primeri  

(1 ï GeneRuler 50 bp; 2 ï Dendrocopos major; 3 ï Martes martes; 4 ï Meles meles; 

5 ï Muscardinus avellanarius; 6 ï Talpa europaea; 7 ï Lacerta agilis; 8 ï Bufo bufo; 

9 ï Passer domesticus; 10 ï Lepus europaeus;  11 ï Plecotus auritus; 12 ï Sus scrofa) 

 

Dimensiunile metabarcodurilor Ἠi numŁrul de nepotriviri per primer a speciilor 

amplificate cu genom mitocondrial inclus ´n baza de date RefSeq sunt prezentate ´n Tabelul 3.8.   

Tabelul 3.8. Specii cu mitogenom ´n RefSeq testate in vitro pentru acoperirea taxonomicŁ 

Nr. Specia 

Dimensiunea 

metabarcodului 

(cu primeri)  

NumŁrul de 

nepotriviri pentru 

primerul forward 

NumŁrul de 

nepotriviri 

pentru primerul 

reverse 

1 Apodemus sylvaticus 164 2 2 

2 Buteo buteo 155 0 0 

3 Dendrocopos major 157 0 0 

4 Lacerta agilis - - - 

5 Lepus europaeus 160 1 2 

6 Martes martes 159 2 1 

7 Meles meles 158 2 2 

8 Microtus arvalis 160 2 2 

9 Microtus levis 160 2 2 

10 Mus musculus 161 2 2 

50 pb 

150 pb 

2 3 5 4 6 7 8 9 10 1 11 12 
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11 Muscardinus avellanarius 165 2 2 

12 Nyctalus noctula 162 2 0 

13 Passer domesticus 158 0 0 

14 Plecotus auritus 164 2 0 

15 Rana temporaria 153 2 1 

16 Sorex araneus 161 2 2 

17 Sus scrofa 162 1 2 

18 Talpa europaea 161 2 2 

19 Vipera berus 155 1 1 

 

Din tabel se observŁ cŁ toate speciile studiate cu excepἪia pŁsŁrilor prezintŁ 1-2 

nepotriviri la un singur primer sau la ambii. Cele trei specii de pŁsŁri (Buteo buteo, Dendrocopos 

major Ἠi Passer domesticus) se deosebesc prin faptul cŁ au zero nepotriviri pentru ambii primeri. 

Lungimea ampliconilor este ´ntre 153 pb (Rana temporaria) Ἠi 165 pb (Muscardinus 

avellanarius). Astfel, evaluarea ´n laborator a acoperirii taxonomice pentru primerii Met-12S 

confirmŁ capacitatea acestora de a amplifica secvenἪele aἨteptate de metabarcod, obἪin©ndu-se 

benzi clare ´n regiunea 150-170 pb Ἠi fŁrŁ formarea produἨilor secundari. 

3.2.3. Genotiparea speciei Sus scrofa ´n baza polimorfismului genei MC1R 

MistreἪul aparἪine genului Sus din familia Suidae Ἠi fiind strŁmoἨul porcului domestic se 

poate ´ncruciἨa uἨor cu acesta. Acest lucru se poate ´nt©mpla neintenἪionat ´n zonele fermelor de 

porcine deschise sau semideschise ori prin ´ncruciἨare intenἪionatŁ. PopulaἪiile de mistreἪ sunt ´n 

continuŁ creἨtere ´n ´ntreaga lume, iar ´n unele ἪŁri aceastŁ specie este consideratŁ dŁunŁtor 

forestier Ἠi agricol [146]. O ipotezŁ recentŁ sugereazŁ cŁ hibridizarea ´ntre mistreἪ Ἠi porcul 

domestic creἨte gradul de invazivitate al primului [43]. De asemenea, existŁ ´ngrijorŁri cŁ 

hibridizarea dintre animalele sŁlbatice Ἠi cele domestice pot afecta integritatea geneticŁ Ἠi 

potenἪialul de adaptare al mistreἪilor [117]. Ċn prezent, gradul de hibridizare a mistreἪilor din 

fauna Republicii Moldova este necunoscut, motivul principal fiind lipsa protocoalelor 

experimentale de laborator care ar permite realizarea genotipŁrii. Unele studii [67, 73] sugereazŁ 

cŁ diferenἪierea hibrizilor de liniile pure poate fi realizatŁ prin profilarea STR (Short Tandem 

Repeats ï secvenἪe scurte repetitive cunoscute Ἠi sub denumirea de ADN microsatelit) sau/Ἠi prin 

analiza polimorfismului unor gene nucleare precum NR6A1 sau MC1R. Gena receptorului de 

melanocortinŁ 1 sau MC1R regleazŁ sinteza melaninei la multe mamifere Ἠi pŁsŁri, astfel juc©nd 
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un rol central ´n procesul de pigmentare. Aceasta conἪine instrucἪiuni pentru producerea unei 

proteine receptor ce se aflŁ ´n membrana melanocitelor, iar analizele secvenἪelor de ADN au 

arŁtat cŁ specia Sus scrofa are mai multe alele ale acestei gene. Alelismul multiplu al genei 

MC1R poate fi observat fenotipic prin diversitatea pigmentŁrii pielii la porci. Alela de tip sŁlbatic 

numitŁ E+ a fost identificatŁ la mistreἪi, alela ED1 ï la rasele domestice marele negru Ἠi 

Meishan, EPD2 ï la rasele marele alb, Hampshire Ἠi Pietrain [34, 65], ´n timp ce alela recesivŁ e 

este asociatŁ cu rasa Duroc (Fig. 3.13). 

 

Fig. 3.13. TrŁsŁturi fenotipice de culoare a pielii la specia Sus scrofa cu diferite alele MC1R 

A - mistreѿ [169], B ï marele negru [157], C ï marele alb [157], D ï Duroc [157] 

 

SecvenἪierea MC1R Ἠi a altor markeri ar fi o modalitate eficientŁ de diferenἪiere a 

hibrizilor de liniile pure, cu toate acestea, chiar Ἠi ´n prezent aceasta rŁm©ne a fi o metodŁ 

molecularŁ costisitoare Ἠi nu este accesibilŁ pentru toate laboratoarele. Ċn acest context apare 

necesitatea utilizŁrii unor alternative mai ieftine pentru identificarea hibrizilor de mistreἪ. O 

posibilŁ alternativŁ ar fi discriminarea ´ntre secvenἪele de interes prin utilizarea enzimelor de 

restricἪie Ἠi a metodei RFLP-PCR [87]. Astfel, la aceastŁ etapŁ a cercetŁrilor ne-am propus 

optimizarea Ἠi aplicarea metodei RFLP-PCR ´n scopul diferenἪierii hibrizilor Ἠi liniilor pure de 

mistreἪ. A fost amplificat ADN-ul genomic provenit de la 14 probe de mistreἪ Ἠi pentru 

comparaἪie ï de la 5 probe de porc domestic. Protocoalele de extragere, amplificare Ἠi digestie cu 

enzime de restricἪie au fost optimizate Ἠi adaptate la condiἪiile Ἠi resursele laboratorului. 
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Ampliconii obἪinuἪi au fost supuἨi digestiei 16 ore la temperatura de 37 ÁC cu enzimele BspHI Ἠi 

BstUI, iar fragmentele rezultate au fost vizualizate pe gel de agarozŁ de 1% la transiluminatorul 

instrumentului Bento Lab. Ċn rezultatul analizei celor 19 probe au fost identificate 3 genotipuri 

(Fig. 3.14): E+/ E+ (mistreἪ pur, 13 probe), EPD2/e (porc domestic, 5 probe) Ἠi E+/e (mistreἪ 

hibrid, 1 probŁ). 

 

Fig. 3.14. Electroforegrama genotipurilor  identificate 

(1 ï GeneRuler 50 bp; 2,3 ï genotip E+/ E+; 4,5 ï genotip EPD2/e; 6,7 ï genotip E+/e; 8 ï control 

negativ; 2,4,6 ï probe supuse digestiei cu BspHI; 3,5,7 ï probe supuse digestiei cu BstUI) 

ToἪi produἨii de digestie au dimensiunile aἨteptate Ἠi creeazŁ un tablou molecular specific 

fiecŁrui genotip, iar rezultatele obἪinute confirmŁ cŁ metoda poate fi utilizatŁ ´n practica de 

cercetare ´n scopul diferenἪierii hibrizilor Ἠi liniilor pure de mistreἪ. Pe parcursul studiului s-a 

´ncercat simplificarea protocolului de extragere a ADN-ului (´nlocuirea GeneJET Genomic DNA 

Purification Kit cu Dipstick DNA Extraction Kit) Ἠi amplificarea ulterioarŁ cu douŁ tipuri de 

mastermix-uri: DreamTaq Green PCR Master Mix (2X) Ἠi AmpliTaq Gold 360 Master Mix. Ċn 

acest scop ́ n mod repetat a fost extras ADN-ul din 6 probe de mistreἪ prin metoda Dipstick dupŁ 

care a fost realizat PCR-ul. Ċn toate cazurile reacἪia de amplificare a eἨuat cu excepἪia unei probe 

(amplificatŁ cu mastermix DreamTaq) la care au fost obἪinuἪi ampliconii aἨteptaἪi de 795 pb. 

Unul din motivele eἨuŁrii PCR-ului ar putea fi prezenἪa inhibitorilor de amplificare cum este 

hemoglobina, ´ntruc©t procesul de spŁlare al ADN-ul prin metoda Dipstick nu asigurŁ o curŁἪare 

foarte eficientŁ. Pentru rezolvarea acestei probleme ´n cercetŁrile viitoare ar putea fi utilizat  un 
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aditiv care oferŁ o anumitŁ rezistenἪŁ a reacἪiei faἪŁ de inhibitori (ex. BSA - Bovine Serum 

Albumin). 

Suplimentar, la etapa finalŁ de analizŁ a rezultatelor, s-a urmŁrit compararea 

electroforegramelor obἪinute la digestia in silico Ἠi in vitro a alelei sŁlbatice E+ (Fig. 3.15). 

 

Fig. 3.15.  Benzile electroforetice obἪinute la liniile pure de mistreἪ (E+) 

´n urma digestiei ampliconilor MC1R cu enzimele de restricἪie 

BspHI Ἠi BstUI (in silico ï st©nga, in vitro ï dreapta) 

Fragmentarea in silico a fost realizatŁ utiliz©ndu-se ´ntreaga secvenἪŁ genicŁ MC1R care 

constituie 963 perechi de baze, pe c©nd digestia in vitro s-a efectuat asupra ampliconilor obἪinuἪi 

cu primerii AGTGCCTGGAGGTGTCCATTCCC Ἠi CGTAGATGAGGGGGTCCACGATGGA 

cu o lungime de 795 pb [34]. Astfel ´n figura 3.15 se observŁ cŁ cercetarea bioinformaticŁ a 

oferit un rezultat corect pentru o potenἪialŁ analizŁ RFLP-PCR cu enzimele BspHI Ἠi BstUI. Ċn 

acest context limbajul R Ἠi librŁria seqRFLP se dovedesc a fi instrumente valoroase pentru 

simularea digestiei fragmentelor de interes cu diverse enzime de restricἪie. Precedarea analizelor 

de laborator RFLP-PCR cu studii bioinformatice ar permite descoperirea posibilitŁἪilor de 

discriminare ́ ntre secvenἪe cu o reducere semnificativŁ a costurilor, acest lucru la r©ndul sŁu 

facilit©nd identificarea Ἠi optimizarea metodelor de diferenἪiere a speciilor, subspeciilor sau 

formelor hibride. 
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3.3. Concluzii la capitolul 3 

1. Au fost identificate toate speciile de amfibieni, reptile, pŁsŁri Ἠi mamifere care fac parte 

din fauna Republicii Moldova Ἠi au genom mitocondrial secvenἪiat, inclus ´n baza de date 

globalŁ RefSeq (174 specii). 

2. A fost efectuatŁ validarea in silico a noi primeri pentru metabarcodarea celor 174 specii. 

Ċn limita grupului de specii studiat, noii primeri (denumiἪi provizoriu Met-12S) au 

demonstrat performanἪe superioare ´n comparaἪie cu primerii universali pentru 

metabarcodarea vertebratelor. De asemenea, au fost evaluate in vitro acoperirea 

taxonomicŁ a noilor primeri Ἠi dimensiunea metabarcodurilor asociate. Au fost obἪinute 

benzi electroforetice clare fŁrŁ formare de dimeri sau produἨi secundari, iar dimensiunea 

ampliconilor obἪinuἪi in vitro a coincis cu cea a ampliconilor generaἪi in silico. Met-12S 

au potenἪialul de a identifica peste o sutŁ de specii de vertebrate terestre ´ntr-un singur 

experiment, utiliz©nd tehnici neinvazive. 

3. A fost testatŁ in silico Ἠi in vitro o metodŁ molecularŁ de genotipare Ἠi diferenἪiere a 

hibrizilor de mistreἪ ´n baza alelelor genei MC1R. SecvenἪele alelice au fost amplificate, 

fragmentate cu enzime de restricἪie Ἠi analizate ´n c©mp electroforetic. S-au optimizat 

protocoalele experimentale, iar fluxul de lucru a fost adaptat la condiἪiile laboratorului. 

DatoritŁ cercetŁrilor efectuate, ´n cadrul laboratorului Vertebrate Terestre al Institutului 

de Zoologie poate fi realizatŁ testarea de rutinŁ Ἠi genotiparea speciei Sus scrofa ´n scopul 

diferenἪierii hibrizilor Ἠi liniilor pure de mistreἪ. 
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4. ANALIZA FILOGENETICŀ ἧI 

MODELAREA DISTRIBUἩIEI SPECIILOR 

4.1. Analiza filogeneticŁ a secvenἪelor genei CYTB la speciile de microtine 

Gena CYTB este de origine mitocondrialŁ Ἠi conἪine instrucἪiuni pentru producerea unei 

proteine denumitŁ citocrom b, parte componentŁ a lanἪului transportator de electroni din 

mitocondrii Ἠi care participŁ ´n procesul de sintezŁ a adenozin trifosfatului (ATP). SecvenἪele 

genei CYTB sunt adesea utilizate pentru determinarea relaἪiilor filogenetice dintre organisme Ἠi 

identificarea speciilor ´ntruc©t posedŁ o variabilitate limitatŁ ´n cadrul speciei Ἠi o variabilitate 

ridicatŁ ´n afara acesteia. De asemenea, ´n bazele de date de specialitate sunt depozitate secvenἪe 

de ADN ale citocromului b pentru o multitudine de specii din ´ntreaga lume, cercetŁtorii put©nd 

compara secvenἪele obἪinute ´n studiile lor cu cele din bazele de date. Acest lucru permite 

identificarea cu precizie a speciilor, chiar Ἠi atunci c©nd acestea sunt morfologic similare sau ´n 

stadii de dezvoltare diferite. Astfel, la aceastŁ etapŁ a cercetŁrilor ne-am propus secvenἪierea 

genei citocromului b Ἠi analiza filogeneticŁ a secvenἪelor obἪinute de la 13 specimene ale genului 

Microtus. Ċn Republica Moldova genul Microtus este reprezentat prin 2 specii: M. arvalis 

(ἧoarece de c©mp) Ἠi M. levis (ἧoarece rŁsŁritean de c©mp), iar ´ntruc©t aceste specii nu pot fi 

diferenἪiate vizual Ἠi habitatul acestora se poate suprapune, la prelevarea probelor nu a fost 

posibilŁ identificarea p©nŁ la nivel de specie. Astfel, diferenἪierea celor 13 specimene a fost 

realizatŁ ´n urma secvenἪierii genei CYTB, fiind obἪinute 8 secvenἪe pentru M. levis Ἠi 5 pentru 

M. arvalis. Probele au fost prelevate din suburbia ChiἨinŁului Ἠi din alte c©teva localitŁἪi din 

regiunea centralŁ a ἪŁrii (Tabelul 4.1, Fig. 4.1). Ċn zona localitŁἪii HoreἨti au fost identificaἪi 

reprezentanἪi ai ambelor specii (habiteazŁ simpatric). 

Tabelul 4.1. LocalitŁἪile din Moldova ´n care 

au fost capturate microtinele incluse ´n studiu 

Localitate Latitudine  Longitudine 
Specimene 

identificate 

Piatra AlbŁ 46.926 28.825 1 x M. arvalis 

HoreἨti 46.806 28.929 
3 x M. arvalis 

3 x M. levis 

Malcoci 47.016 28.665 5 x M. levis 

ChiἨinŁu 47.021 28.718 1 x M. arvalis 
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Fig. 4.1. LocaἪiile geografice de colectare a probelor [163] 

Succesiunea secvenἪelor de barcod a celor 13 specimene este urmŁtoarea: 

1. M_01 Microtus arvalis, Chisinau, cytochrome b gene, mitochondrial  

CAGTCATCCGAAAAAAACACCCATTAATCAAAATCATTAACCACTCGTTCATCGACC

TTCCCGCCCCATCAAACATCTCATCATGATGAAACTTCGGCTCTCTCCTAGGCCTTTG

TCTGATTGTCCAAATTCTCACAGGATTATTCCTAGCTATACACTACACATCAGACAC

AGCAACAGCATTCTCATCAGTAGCCCATATCTGTCGAGACGTAAACTATGGTTGACT

TATCCGATACATACATGCCAACGGAGCTTCCATATTCTTCATTTGCCTGTTCCTACAC

GTAGGACGAGGGGTTTACTACGGCTCATATAACATAATCGAAACATGAAACATAGG

GATTGTCTTACTATTCGCCGTAATAGCAACAGCATTCATAGGCTACGTCCTTCCATG

AGGCCAAATATCGTTCTGAGGGGCCACAGTCATTACAAATCTCTTATCAGCAATCCC

CTACATTGGTACTACATTAGTAGAGTGAATTTGAGGGGGCTTCTCAGTAGATAAAGC

CACCCTCACACGATTCTTTGCCTTCCACTTCATCCTACCCTTTATTATTACCGCCCTTG

TATTAATCCACCTTTTATTCCTTCACGAAACTGGGTCTAACAACCCAACTGGACTGA

ACTCAGACGCAGACAAAATCCCATTCCACCCCTATTATACAGTCAAAGATTTCCTAG

GAGTCCTTATCCTATTAATAGCTTTCATAATTTTGACTTTATTTTTCCCAGATATTCTC

Microtus levis Microtus arvalis 
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GGAGACCCCGACAATTACACCCCTGCAAATCCACTCAACACACCACCCCATATTAA

ACCAGAATGATACTTCCTATTTGCCTACGCCATTCTACGATCTATCCCCAACAAACT

AGGTGGCGTACTAGCACTGATCCTATCAATCGTAATCCTAGCCTTTATACCACTCCT

CCACACTTCAAAACAACGAGCATTAACTTTCCGCCCAATCACACAAACAATGTACTG

AATCCTAGTAGCTGATCTCCTAGTCCTCACATGAATCGGAGGCCAGCCAGTTGAATA

CCCATTCATCATCATTGGCCAAACAGCTTCAATTGCCTACTTTGCTATCATCGTTATC

TTCATACCAATAGCAGGC 

2. M_02 Microtus arvalis, Horesti, cytochrome b gene, mitochondrial  

CAGTCATCCGAAAAAAACACCCATTAATCAAAATCATTAACCACTCGTTCATCGACC

TTCCCGCCCCATCAAACATCTCATCATGATGAAACTTCGGCTCTCTCCTAGGCCTTTG

TCTGATTGTCCAAATTCTCACAGGATTATTCCTAGCTATACACTACACATCAGACAC

AGCAACAGCATTCTCATCAGTAGCCCATATCTGTCGAGACGTAAACTATGGTTGACT

TATCCGATACATACATGCCAACGGAGCTTCCATATTCTTCATTTGCCTGTTCCTACAC

GTAGGACGAGGGGTTTACTACGGCTCATATAACATAATCGAAACATGAAACATAGG

GATTGTCTTACTATTCGCCGTAATAGCAACAGCATTCATAGGCTACGTCCTTCCATG

AGGCCAAATATCGTTCTGAGGGGCCACAGTCATTACAAATCTCTTATCAGCAATCCC

CTACATTGGTACTACATTAGTAGAGTGAATTTGAGGGGGCTTCTCAGTAGATAAAGC

CACCCTCACACGATTCTTTGCCTTCCACTTCATCCTACCCTTTATTATTACCGCCCTTG

TATTAGTCCACCTTTTATTCCTTCACGAAACTGGGTCTAACAACCCAACTGGACTGA

ACTCAGACGCAGACAAAATCCCATTCCACCCCTATTATACAGTCAAAGATTTCCTAG

GAGTCCTTATCCTATTAATAGCTTTCATAATTTTGACTTTATTTTTCCCAGATATTCTC

GGAGACCCCGACAATTACACCCCTGCAAATCCACTCAACACACCACCCCATATTAA

ACCAGAATGATACTTCCTATTTGCCTACGCCATTCTACGATCTATCCCCAACAAACT

AGGTGGCGTACTAGCACTGATCCTATCAATCGTAATCCTAGCCTTTATACCAATCCT

CCACACTTCAAAACAACGAGCATTAACTTTCCGCCCAATCACACAAACAATGTACTG

AATCCTAGTAGCTGATCTCCTAGTCCTCACATGAATCGGAGGCCAGCCAGTTGAATA

CCCATTCATCATCATTGGCCAAACAGCTTCAATTGCCTACTTTGCTATCATCGTTATC

TTCATACCAATAGCAGGC 

3. M_03 Microtus rossiaemeridionalis, Horesti, cytochrome b gene, mitochondrial  

CAATCATCCGAAAAAAACACCCACTAATCAAAATCATTAACCACTCGTTCATTGACC

TTCCAGCCCCATCAAACATCTCATCATGATGAAACTTCGGCTCTCTCCTAGGTCTTTG

TCTAATTRYACAAATTCTCACAGGATTATTCCTAGCCATACATTACACATCAGACAC
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AGCAACAGCATTCTCATCAGTAGCCCACATTTGTCGAGACGTAAACTATGGCTGACT

CATCCGATAYATACATGCCAACGGAGCTTCCATATTCTTCATCTGCCTATTCCTRCAC

GTAGGACGAGGRGTCTACTACGGCTCCTATAACATGATCGAAACATGAAACATAGG

AGTTGTCTTACTATTMACCGTAATAGCAACAGCATTCATGGGTTACGTCCTTCCATG

AGGCCAAATATCATTCTGAGGTGCCACAGTTATYACAAATCTCCTATCAGCAATCCC

CTACATCGGTACAACACTAGTAGAATGAATTTGAGGGGGTTTCTCAGTAGATAAAG

CCACCCTCACACGATTCTTTGCCTTCCACTTCATCCTACCATTTATTATTACCGCCCT

CGTAYTAGTCCACCTTCTATTCCTCCACGAAACAGGATCTAACAATCCAACTGGACT

GAACTCAGATGCAGACAAAATCCCATTCCACCCCTATTATACAGTCAAAGACTTCTT

AGGGGTCCTTATCCTATTAATAGCTTTCATAATTTTGACTTTATTTTTCCCAGATATT

CTCGGAGACCCCGACAATTAYACCCCCGCAAATCCACTYAACACACCACCCCATAT

YAAACCAGAA TGATAYTTCCTATTTGCTTACGCCATCCTACGATCTATCCCCAACAA

ACTAGGTGGCGTACTAGCACTAATCTTATCAATCGTAATCCTAGCCTTCATACCACT

CCTCCACACTTCAAAACAACGAGCATTAACTTTCCGCCCAATTACACAGACAATGTA

CTGAATCCTAGTAGCTGATCTCTTTGTCCTCACATGAATCGGAGGACAACCAGTTGA

ATACCCATTTATCRCCATCGGCCAAACAGCTTCAATTGCCTACTTCGCTATCATCGTC

ATCTTCATACCAATAGCAGGC 

4. M_04 Microtus rossiaemeridionalis, Horesti, cytochrome b gene, mitochondrial  

ACATCATCCGAAAAAAACACCCACTAATC AAAATCATTAACCACTCGTTCATTGACC

TTCCAGCCCCATCAAACATCTCATCATGATGAAACTTCGGCTCTCTCCTAGGTCTTTG

TCTAATTRYACAAATTCTCACAGGATTATTCCTAGCCATACATTACACATCAGACAC

AGCAACAGCATTCTCATCAGTAGCCCACATTTGTCGAGACGTAAACTATGGCTGACT

CATCCGATACATACATGCCAACGGAGCTTCCATATTCTTCATCTGCCTATTCCTRCAC

GTAGGACGAGGRGTCTACTACGGCTCCTATAACATGATCGAAACATGAAACATAGG

AGTTGTCTTACTATTAACCGTAATAGCAACAGCATTCATGGGTTACGTCCTTCCATG

AGGCCAAATATCATTCTGAGGTGCCACAGTTATYACAAATCTCCTATCAGCAATCCC

CTACATCGGTACAACACTAGTAGAATGAATTTGAGGGGGTTTCTCAGTAGATAAAG

CCACCCTCACACGATTCTTTGCCTTCCACTTCATCCTACCATTTATTATTACCGCCCT

CGTAYTAGTCCACCTTCTATTCCTCCACGAAACAGGATCTAACAATCCAACTGGACT

GAACTCAGATGCAGACAAAATCCCATTCCACCCCTATTATACAGTCAAAGACTTCTT

AGGGGTCCTTATCCTATTAATAGCTTTCATAATTTTGACTTTATTTTTCCCAGATATT

CTCGGAGACCCCGACAATTAYACCCCCGCAAATCCACTYAACACACCACCCCATAT

YAAACCAGAATGATACTTCCTATTTGCTTACGCCATCCTACGATCTATCCCCAACAA
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ACTAGGTGGCGTACTAGCACTAATCTTATCAATCGTAATCCTAGCCTTCATACCACT

CCTCCACACTTCAAAACAACGAGCATTAACTTTCCGCCCAATTACACAGACAATGTA

CTGAATCCTAGTAGCTGATCTCTTTGTCCTCACATGAATCGGAGGACAACCAGTTGA

ATACCCATTTATCRCCATCGGCCAAACAGCTTCAATTGCCTACTTCGCTATCATCGTC

ATCTTCATACCAATAGCAGGC 

5. M_05 Microtus rossiaemeridionalis, Horesti, cytochrome b gene, mitochondrial  

ACATCATCCGAAAAAAACACCCACTAATC AAAATCATTAACCACTCGTTCATTGACC

TTCCAGCCCCATCAAACATCTCATCATGATGAAACTTCGGCTCTCTCCTAGGTCTTTG

TCTAATTRYACAAATTCTCACAGGATTATTCCTAGCCATACATTACACATCAGACAC

AGCAACAGCATTCTCATCAGTAGCCCACATTTGTCGAGACGTAAACTATGGCTGACT

CATCCGATACATACATGCCAACGGAGCTTCCATATTCTTCATCTGCCTATTCCTRCAC

GTAGGACGAGGRGTCTACTACGGCTCCTATAACATGATCGAAACATGAAACATAGG

AGTTGTCTTACTATTAACCGTAATAGCAACAGCATTCATGGGTTACGTCCTTCCATG

AGGCCAAATATCATTCTGAGGTGCCACAGTTATYACAAATCTCCTATCAGCAATCCC

CTACATCGGTACAACACTAGTAGAATGAATTTGAGGGGGTTTCTCAGTAGATAAAG

CCACCCTCACACGATTCTTTGCCTTCCACTTCATCCTACCATTTATTATTACCGCCCT

CGTAYTAGTCCACCTTCTATTCCTCCACGAAACAGGATCTAACAATCCAACTGGACT

GAACTCAGATGCAGACAAAATCCCATTCCACCCCTATTATACAGTCAAAGACTTCTT

AGGGGTCCTTATCCTATTAATAGCTTTCATAATTTTGACTTTATTTTTCCCAGATATT

CTCGGAGACCCCGACAATTAYACCCCCGCAAATCCACTYAACACACCACCCCATAT

YAAACCAGAA TGATAYTTCCTATTTGCTTACGCCATCCTACGATCTATCCCCAACAA

ACTAGGTGGCGTACTAGCACTAATCTTATCAATCGTAATCCTAGCCTTCATACCACT

CCTCCACACTTCAAAACAACGAGCATTAACTTTCCGCCCAATTACACAGACAATGTA

CTGAATCCTAGTAGCTGATCTCTTTGTCCTCACATGAATCGGAGGACAACCAGTTGA

ATACCCATTTATCACCATCGGCCAAACAGCTTCAATTGCCTACTTCGCTATCATCGTC

ATCTTCATACCAATAGCAGGC 

6. M_06 Microtus arvalis, Horesti, cytochrome b gene, mitochondrial 

CAGTCATCCGAAAAAAACACCCATTAATCAAAATCATTAACCACTCGTTCATCGACC

TTCCCGCCCCATCAAACATCTCATCATGATGAAACTTCGGCTCTCTCCTAGGCCTTTG

TCTGATTGTCCAAATTCTCACAGGATTATTCCTAGCTATACACTACACATCAGACAC

AGCAACAGCATTCTCATCAGTAGCCCATATCTGTCGAGACGTAAACTATGGTTGACT

TATCCGATACATACATGCCAACGGAGCTTCCATATTCTTCATTTGCCTGTTCCTACAC
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GTAGGACGAGGGGTTTACTACGGCTCATATAACATAATCGAAACATGAAACATAGG

GATTGTCTTACTATTCGCCGTAATAGCAACAGCATTCATAGGCTACGTCCTTCCATG

AGGCCAAATATCGTTCTGAGGGGCCACAGTCATTACAAATCTCTTATCAGCAATCCC

CTACATTGGTACTACATTAGTAGAGTGAATTTGAGGGGGCTTCTCAGTAGATAAAGC

CACCCTCACACGATTCTTTGCCTTCCACTTCATCCTACCCTTTATTATTACCGCCCTTG

TATTAGTCCACCTTTTATTCCTTCACGAAACTGGGTCTAACAACCCAACTGGACTGA

ACTCAGACGCAGACAAAATCCCATTCCACCCCTATTATACAGTCAAAGATTTCCTAG

GAGTCCTTATCCTATTAATAGCTTTCATAATTTTGACTTTATTTTTCCCAGATATTCTC

GGAGACCCCGACAATTACACCCCTGCAAATCCACTCAACACACCACCCCATATTAA

ACCAGAATGATACTTCCTATTTGCCTACGCCATTCTACGATCTATCCCCAACAAACT

AGGTGGCGTACTAGCACTGATCCTATCAATCGTAATCCTAGCCTTTATACCAATCCT

CCACACTTCAAAACAACGAGCATTAACTTTCCGCCCAATCACACAAACAATGTACTG

AATCCTAGTAGCTGATCTCCTAGTCCTCACATGAATCGGAGGCCAGCCAGTTGAATA

CCCATTCATCATCATTGGCCAAACAGCTTCAATTGCCTACTTTGCTATCATCGTTATC

TTCATACCAATAGCAGGC 

7. M_07 Microtus arvalis, Horesti, cytochrome b gene, mitochondrial 

CAGTCATCCGAAAAAAACACCCATTAATCAAAATCATTAACCACTCGTTCATC GACC

TTCCCGCCCCATCAAACATCTCATCATGATGAAACTTCGGCTCTCTCCTAGGCCTTTG

TCTGATTGTCCAAATTCTCACAGGATTATTCCTAGCTATACACTACACATCAGACAC

AGCAACAGCATTCTCATCAGTAGCCCATATCTGTCGAGACGTAAACTATGGTTGACT

TATCCGATACATACATGCCAACGGAGCTTCCATATTCTTCATTTGCCTGTTCCTACAC

GTAGGACGAGGGGTTTACTACGGCTCATATAACATAATCGAAACATGAAACATAG G

GATTGTCTTACTATTCGCCGTAATAGCAACAGCATTCATAGGCTACGTCCTTCCATG

AGGCCAAATATCATTCTGAGGGGCCACAGTCATTACAAATCTCTTATCAGCAATCCC

CTACATTGGTACTACATTAGTAGAGTGAATTTGAGGGGGCTTCTCAGTAGATAAAGC

CACGCTCACACGATTCTTTGCCTTCCACTTCATCCTACCCTTTATTATTACCGCCCTT

GTATTAGTCCACCTTTTATTCCTTCACGAAACAGGGTCTAACAACCCAACTGGACTG

AACTCAGACGCAGACAAAATCCCATTCCACCCCTATTATACAGTCAAAGATTTCCTA

GGAGTCCTTATCCTATTAATAGCTTTCATAATTTTGACTTTATTTTTCCCAGATATTCT

CGGAGACCCCGACAATTACACCCCTGCAAATCCACTCAACACACCACCCCATATTAA

ACCAGAATGATACTTCCTATTTGCCTACGCCATTCTACGATCTATCCCCAACAAACT

AGGTGGCGTACTAGCACTGATCCTATCAATCGTAATCCTAGCCTTTATACCACTCCT

CCACACTTCAAAACAACGAGCATTAACTTTCCGCCCAATCACACAAACAATGTACTG
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AATCCTAGTAGCTGATCTCCTAGTCCTCACATGAATCGGAGGCCAGCCAGTTGAATA

CCCATTCATCATCATTGGCCAAACAGCTTCAATTGCCTACTTTGCTATCATCGTTATC

TTCATACCAATAGCAGGC 

8. M_08 Microtus rossiaemeridionalis, Malcoci, cytochrome b gene, mitochondrial  

CAATCATCCGAAAAAAACACCCACTAATC AAAATCATTAACCACTCGTTCATTGACC

TTCCAGCCCCATCAAACATCTCATCATGATGAAACTTCGGCTCTCTCCTAGGTCTTTG

TCTAATTGYACAAATTCTCACAGGATTATTCCTAGCCATACATTACACATCAGACAC

AGCAACAGCATTCTCATCAGTAGCCCACATYTGTCGAGACGTAAACTATGGCTGACT

CATCMGATAYA TACATGCCAACGGAGCTTCCATATTCTTCATCTGCCTATTCCTGCA

CGTAGGACGAGGAGTCTACTACGGCTCCTATAACATGATCGAAACATGAAACATAG

GARTTGTCTTACTATTMACCGTAATAGCAACAGCATTCATGGGTTACGTCCTTCCAT

GAGGCCAAATATCATTCTGAGGTGCCACAGTTATTACAAATCTCCTATCAGCAATCC

CCTACATCGGTACAACACTAGTAGAATGAATTTGAGGGGGTTTCTCAGTAGATAAA

GCCACCCTCACACGATTCTTTGCCTTCCACTTCATCCTACCATTTATTATTACCGCCC

TCGTATTAGTCCACCTTCTATTCCTCCACGAAACAGGATCTAACAATCCAACTGGAC

TGAACTCAGATGCAGACAAAATCCCATTCCACCCCTATTATACAGTCAAAGACTTCT

TAGGGGTCCTTATCCTATTAATAGCTTTCATAATTTTGACTTTATTTTTCCCAGATATT

CTCGGAGACCCCGACAATTACACCCCCGCAAATCCACTCAACACACCACCCCATATC

AAACCAGAA TGATACTTCCTATTTGCTTACGCCATCCTACGATCTATCCCCAACAAA

CTAGGTGGCGTACTAGCACTAATCTTATCAATCGTAATCCTAGCCTTCATACCACTC

CTCCACACTTCAAAACAACGAGCATTAACTTTCCGCCCAATTACACAGACAATGTAC

TGAATCCTAGTAGCTGATCTCTTTRTCCTCACATGAATCGGAGGMNAACCAGTTGAA

TACCCATTTATCGTCATCGGCCAAACAGCTTCAATTGCCTACTTCGCTATCATCGTCA

TCTTCATACCAATAGCAGGC 

9. M_09 Microtus rossiaemeridionalis, Malcoci, cytochrome b gene, mitochondrial  

CAATCATCCGAAAAAAACA CCCACTAATCAAAATCATTAACCACTCGTTCATTGACC

TTCCAGCCCCATCAAACATCTCATCATGATGAAACTTCGGCTCTCTCCTAGGTCTTTG

TCTAATTGYACAAATTCTCACAGGATTATTCCTAGCCATACATTACACATCAGACAC

AGCAACAGCATTCTCATCAGTAGCCCACATTTGTCGAGACGTAAACTATGGCTGACT

CATCCGATAYATACATGCCAACGGAGCTTCCATATTCTTCATCTGCCTATTCCTGCAC

GTAGGACGAGGRGTCTACTACGGCTCCTATAACATGATCGAAACATGAAACATAGG

AGTTGTCTTACTATTMACCGTAATAGCAACAGCATTCATGGGTTACGTCCTTCCATG
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AGGCCAAATATCATTCTGAGGTGCCACAGTTATYACAAATCTCCTATCAGCAATCCC

CTACATCGGTACAACACTAGTAGAATGAATTTGAGGGGGTTTCTCAGTAGATAAAG

CCACCCTCACACGATTCTTTGCCTTCCACTTCATCCTACCATTTATTATTACCGCCCT

CGTAYTAGTCCACCTTCTATTCCTCCACGAAACAGGATCTAACAATCCAACTGGACT

GAACTCAGATGCAGACAAAATCCCATTCCACCCCTATTATACAGTCAAAGACTTCTT

AGGGGTCCTTATCCTATTAATAGCTTTCATAATTTTGACTTTATTTTTCCCAGATATT

CTCGGAGACCCCGACAATTAYACCCCCGCAAATCCACTYAACACACCACCCCATAT

YAAACCAGAA TGATAYTTCCTATTTGCTTACGCCATCCTACGATCTATCCCCAACAA

ACTAGGTGGCGTACTAGCACTAATCTTATCAATCGTAATCCTAGCCTTCATACCACT

CCTCCACACTTCAAAACAACGAGCATTAACTTTCCGCCCAATTACACAGACAATGTA

CTGAATCCTAGTAGCTGATCTCTTTGTCCTCACATGAATCGGAGGACAACCAGTTGA

ATACCCATTTATCRTCATCGGCCAAACAGCTTCAATTGCCTACTTCGCTATCATCGTC

ATCTTCATACCAATAGCAGGC 

10. M_10 Microtus rossiaemeridionalis, Malcoci, cytochrome b gene, mitochondrial 

-CATCATCCGAAAAAAACACCCACTAATCAAAATCATTAACCACTCGTTCATTGACC 

TTCCAGCCCCATCAAACATCTCATCATGATGAAACTTCGGCTCTCTCCTAGGTCTTTG

TCTAATTACACAAATTCTCACAGGATTATTCCTAGCCATACATTACACATCAGACAC

AGCAACAGCATTCTCATCAGTAGCCCACATTTGTCGAGACGTAAACTATGGCTGACT

CATCCGATACATACATGCCAACGGAGCTTCCATATTCTTCATCTGCCTATTCCTACAC

GTAGGACGAGGGGTCTACTACGGCTCCTATAACATGATCGAAACATGAAACATAGG

AGTTGTCTTACTATTAACCGTAATAGCAACAGCATTCATGGGTTACGTCCTTCCATG

AGGCCAAATATCATTCTGAGGTGCCACAGTTATCACAAATCTCCTATCAGCAATCCC

CTACATCGGTACAACACTAGTAGAATGAATTTGAGGGGGTTTCTCAGTAGATAAAG

CCACCCTCACACGATTCTTTGCCTTCCACTTCATCCTACCATTTATTATTACCGCCCT

CGTACTAGTCCACCTTCTATTCCTCCACGAAACAGGATCTAACAATCCAACTGGACT

GAACTCAGATGCAGACAAAATCCCATTCCACCCCTATTATACAGTCAAAGACTTCTT

AGGGGTCCTTATCCTATTAATAGCTTTCATAATTTTGACTTTATTTTTCCCAGATATT

CTCGGAGACCCCGACAATTATACCCCCGCAAATCCACTTAACACACCACCCCATATT

AAACCAGAA TGATATTTCCTATTTGCTTACGCCATCCTACGATCTATCCCCAACAAA

CTAGGTGGCGTACTAGCACTAATTTTATCAATCGTAATCCTAGCCTTCATACCACTCC

TCCACACTTCAAAACAACGAGCATTAACTTTCCGCCCAATTACACAGACAATATACT

GAATCCTAGTAGCTGATCTCTTTGTCCTCACATGAATCGGAGGACAACCAGTTGAAT
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ACCCATTTATCACCATCGGCCAAACAGCTTCAATTGCCTACTTCGCTATCATCGTCAT

CTTCATACCAATAGCAGGC 

11. M_11 Microtus rossiaemeridionalis, Malcoci, cytochrome b gene, mitochondrial 

CAATCATCCGAAAAAAACACCCACTAATC AAAATCATTAACCACTCGTTCATTGACC

TTCCAGCCCCATCAAACATCTCATCATGATGAAACTTCGGCTCTCTCCTAGGTCTTTG

TCTAATTRYACAAATTCTCACAGGATTATTCCTAGCCATACATTACACATCAGACAC

AGCAACAGCATTCTCATCAGTAGCCCACATTTGTCGAGACGTAAACTATGGCTGACT

CATCCGATACATACATGCCAACGGAGCTTCCATATTCTTCATCTGCCTATTCCTRCAC

GTAGGACGAGGRGTCTACTACGGCTCCTATAACATGATCGAAACATGAAACATAGG

AGTTGTCTTACTATTAACCGTAATAGCAACAGCATTCATGGGTTACGTCCTTCCATG

AGGCCAAATATCATTCTGAGGTGCCACAGTTATYACAAATCTCCTATCAGCAATCCC

CTACATCGGTACAACACTAGTAGAATGAATTTGAGGGGGTTTCTCAGTAGATAAAG

CCACCCTCACACGATTCTTTGCCTTCCACTTCATCCTACCATTTATTATTACCGCCCT

CGTAYTAGTCCACCTTCTATTCCTCCACGAAACAGGATCTAACAATCCAACTGGACT

GAACTCAGATGCAGACAAAATCCCATTCCACCCCTATTATACAGTCAAAGACTTCTT

AGGGGTCCTTATCCTATTAATAGCTTTCATAATTTTGACTTTATTTTTCCCAGATATT

CTCGGAGACCCCGACAATTATACCCCCGCAAATCCACTYAACACACCACCCCATATY

AAACCAGAA TGATAYTTCCTATTTGCTTACGCCATCCTACGATCTATCCCCAACAAA

CTAGGTGGCGTACTAGCACTAATCTTATCAATCGTAATCCTAGCCTTCATACCACTC

CTCCACACTTCAAAACAACGAGCATTAACTTTCCGCCCAATTACACAGACAATGTAC

TGAATCCTAGTAGCTGATCTCTTTGTCCTCACATGAATCGGAGGACAACCAGTTGAA

TACCCATTTATCACCATCGGCCAAACAGCTTCAATTGCCTACTTCGCTATCATCGTCA

TCTTCATACCAATAGCAGGC 

12. M_12 Microtus rossiaemeridionalis, Malcoci, cytochrome b gene, mitochondrial  

CAATCATCCGAAAAAAACACCCACTAATCAAAATCATTAACCACTCGTTCATTGACC

TTCCAGCCCCATCAAACATCTCATCATGATGAAACTTCGGCTCTCTCCTAGGTCTTTG

TCTAATTRYACAAATTCTCACAGGATTATTCCTAGCCATACATTACACATCAGACAC

AGCAACAGCATTCTCATCAGTAGCCCACATTTGTCGAGACGTAAACTATGGCTGACT

CATCCGATAYATACATGCCAACGGAGCTTCCATATTCTTCATCTGCCTATTCCTRCAC

GTAGGACGAGGRGTCTACTACGGCTCCTATAACATGATCGAAACATGAAACATAGG

AGTTGTCTTACTATTAACCGTAATAGCAACAGCATTCATGGGTTACGTCCTTCCATG

AGGCCAAATATCATTCTGAGGTGCCACAGTTATYACAAATCTCCTATCAGCAATCCC
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CTACATCGGTACAACACTAGTAGAATGAATTTGAGGGGGTTTCTCAGTAGATAAAG

CCACCCTCACACGATTCTTTGCCTTCCACTTCATCCTACCATTTATTATTACCGCCCT

CGTAYTAGTCCACCTTCTATTCCTCCACGAAACAGGATCTAACAATCCAACTGGACT

GAACTCAGATGCAGACAAAATCCCATTCCACCCCTATTATACAGTCAAAGACTTCTT

AGGGGTCCTTATCCTATTAATAGCTTTCATAATTTTGACTTTATTTTTCCCAGATATT

CTCGGAGACCCCGACAATTAYACCCCCGCAAATCCACTYAACACACCACCCCATAT

YAAACCAGAA TGATAYTTCCTATTTGCTTACGCCATCCTACGATCTATCCCCAACAA

ACTAGGTGGCGTACTAGCACTAATCTTATCAATCGTAATCCTAGCCTTCATACCACT

CCTCCACACTTCAAAACAACGAGCATTAACTTTCCGCCCAATTACACAGACAATGTA

CTGAATCCTAGTAGCTGATCTCTTTGTCCTCACATGAATCGGAGGACAACCAGTTGA

ATACCCATTTATCACCATCGGCCAAACAGCTTCAATTGCCTACTTCGCTATCATCGTC

ATCTTCATACCAATAGCAGGC 

13. M_13 Microtus arvalis, Piatra Alba, cytochrome b gene, mitochondrial  

CAGTCATCCGAAAAAAACACCCATTAATCAAAATCATTAACC ACTCGTTCATCGACC

TTCCCGCCCCATCAAACATCTCATCATGATGAAACTTCGGCTCTCTCCTAGGCCTTTG

TCTGATTGTCCAAATTCTCACAGGATTATTCCTAGCTATACACTACACATCAGACAC

AGCAACAGCATTCTCATCAGTAGCCCATATCTGTCGAGACGTAAACTATGGTTGACT

TATCCGATACATACATGCCAACGGAGCTTCCATATTCTTCATTTGCCTGTTCCTACAC

GTAGGACGAGGGGTTTACTACGGCTCATATAACATAATCGAAACATGAAACATAGG

GATTGTCTTACTATTCGCCGTAATAGCAACAGCATTCATAGGCTACGTCCTTCCATG

AGGCCAAATATCGTTCTGAGGGGCCACAGTCATTACAAATCTCTTATCAGCTATCCC

CTACATTGGTACTACATTAGTAGAGTGAATTTGAGGGGGCTTCTCAGTAGACAAAGC

CACCCTCACACGATTCTTTGCCTTCCACTTCATCCTACCCTTTATTATTACCGCCCTTG

TATTAGTCCACCTTTTATTCCTTCACGAAACTGGGTCTAACAACCCAACTGGACTGA

ACTCAGACGCAGACAAAATCCCATTCCACCCCTATTATACAGTCAAAGATTTCCTAG

GAGTCCTTATCCTATTGATAGCTTTCATAATTTTGACTTTATTTTTCCCAGATATTCTC

GGAGACCCCGACAATTACACCCCTGCAAATCCACTCAACACACCACCCCATATTAA

ACCAGAATGATACTTCCTATTTGCCTACGCCATTCTACGATCTATCCCCAACAAACT

AGGTGGCGTACTAGCACTGATCCTATCAATCGTAATCCTAGCCTTTATACCACTCCT

CCACACTTCAAAACAACGAGCATTAACTTTCCGCCCAATCACACAAACAATGTACTG

AATCCTAGTAGCTGATCTCCTAGTCCTCACATGAATCGGAGGCCAGCCAGTTGAATA

CCCATTCATCATCATTGGCCAAACAGCTTCAATTGCCTACTTTGCTATCATCGTTATC

TTCATACCAATAGCAGGC 
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Microtinele reprezintŁ mamifere mici dar cu o influenἪŁ semnificativŁ asupra habitatului 

´n care trŁiesc. Cercetarea acestor specii este necesarŁ pentru ´nἪelegerea modului ´n care ele 

interacἪioneazŁ cu alte organisme Ἠi cu mediul ´nconjurŁtor, starea populaἪiilor de microtine 

reprezent©nd indicatori importanἪi ai stabilitŁἪii ecosistemelor. Analiza variabilitŁἪii 

intraspecifice oferŁ o perspectivŁ mai profundŁ at©t asupra ecologiei acestor rozŁtoare facilit©nd 

dezvoltarea mŁsurilor de control a populaἪiilor, c©t Ἠi asupra aspectelor ce vizeazŁ relaἪiile 

filogenetice dintre populaἪii.  

Un interes aparte ´l reprezintŁ specia M. arvalis ´ntruc©t pentru douŁ subspecii ale 

acesteia (M. a. arvalis Ἠi M. a. obscurus) care populeazŁ ´n zone din Europa Ἠi Asia linia de 

delimitare trece prin Ἢara vecinŁ, Ucraina [20, 51]. Astfel, ´n aceastŁ regiune ar putea exista o 

zonŁ de hibridizare ´ntre aceste douŁ forme [20]. Studierea ADN-ului mitocondrial al speciei M. 

arvalis poate oferi informaἪii despre rŁspunsul speciei la schimbŁrile de mediu, adaptabilitatea sa 

la diferite condiἪii ecologice, precum Ἠi urmŁrirea evoluἪiei acesteia. De exemplu, prin analize 

filogenetice se pot identifica populaἪii cu un grad ridicat de izolare Ἠi cu risc de reducere a 

diversitŁἪii genetice. Aceste informaἪii oferŁ o perspectivŁ asupra evoluἪiei care a avut loc p©nŁ 

´n prezent dar Ἠi previzionarea modului ´n care ar putea evolua ´n viitor. De asemenea, ele 

contribuie la dezvoltarea strategiilor de conservare Ἠi gestionare a speciei pentru a proteja aceste 

populaἪii vulnerabile Ἠi a menἪine diversitatea geneticŁ necesarŁ pentru adaptabilitatea la 

schimbŁrile viitoare de mediu. SecvenἪierea genei CYTB la aceaste microtine poate fi utilŁ Ἠi ´n 

studiile de taxonomie Ἠi comparare a profilului molecular cu cel al speciilor criptice. Astfel, ar 

putea fi observate diferenἪele genetice ´ntre speciile care nu pot fi diferenἪiate morfologic. 

CercetŁrile anterioare [51] sugereazŁ cŁ pe teritoriul Europei Ἠi Asiei existŁ c©teva linii 

filogenetice ale Ἠoarecelui de c©mp Ἠi anume: vesticŁ (Regatul Unit, FranἪa, Spania), italicŁ 

(Italia), centralŁ (Germania, Olanda, Danemarca), esticŁ (Ungaria, Slovacia, Polonia, Ucraina, 

Finlanda) Ἠi o linie distinctŁ (Ucraina, Georgia, Armenia) care coincide cu distribuἪia formei 

obscurus. Ċn cercetŁrile efectuate ne-am propus analiza filogeneticŁ a celor cinci secvenἪe ale 

genei CYTB obἪinute de la specimene de M. arvalis din Moldova ´n comparaἪie cu alte 26 

secvenἪe obἪinute din GenBank [23, 110]. Astfel, au fost analizate 31 de secvenἪe care cuprind 

toate liniile filogenetice menἪionate mai sus Ἠi care provin de la specimene din urmŁtoarele ἪŁri: 

Armenia, Danemarca, Finlanda, FranἪa, Georgia, Germania, Italia, Moldova, Olanda, Polonia, 

Regatul Unit (Orkney), Slovacia, Spania, Ucraina, Ungaria. Ċn Fig. 4.2, sub formŁ de heatmap, 

este reprezentatŁ matricea distanἪelor obἪinutŁ ´n baza analizei filogenetice dupŁ modelul propus 

de Tamura Ἠi Nei ´n 1993 (TN93) [131]. 
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Fig. 4.2. DistanἪa geneticŁ ´ntre 31 secvenἪe ale genei CYTB la specia M. arvalis 

Din figura de mai sus se observŁ cŁ pentru specimenele analizate din Moldova mai apropiate din 

punct de vedere genetic sunt cele din Polonia Ἠi din linia filogeneticŁ esticŁ. DistanἪa minimŁ 

´ntre secvenἪe a fost de 0,001 (0,1%), medie ï 0,024 (2,4%) Ἠi maximŁ ï 0,05 (5%). DistanἪa 

geneticŁ maximŁ de 5% a fost observatŁ ´ntre secvenἪa specimenului din ChiἨinŁu Ἠi secvenἪa din 

Ucraina. Este de notat cŁ o distanἪŁ geneticŁ de 5% la rozŁtoare, ´n cadrul aceleiaἨi specii, indicŁ 

o diferenἪŁ relativ mare ´ntre secvenἪe. Conform datelor obἪinute secvenἪele studiate au format 5 

clustere asociate celor 5 linii filogenetice descrise anterior, specimenele analizate din Moldova 

grup©ndu-se cu cele din linia filogeneticŁ esticŁ (Fig. 4.3). 
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Fig. 4.3. Arborele filogenetic obἪinut din secvenἪe ale genei CYTB la specia M. arvalis 

Liniile filogenetice care pot fi observate: 1. VesticŁ; 2. Linia asociatŁ formei obscurus; 

3. ItalicŁ; 4. CentralŁ; 5. EsticŁ, din care fac parte ѽi microtinele din Republica Moldova; 

a, c, g, t ï adenina, citozina, guanina, timina; branch.length ï lungimea ramurii  

Scala de culoare a ramurilor arborelui reprezintŁ distanἪa geneticŁ iar modificŁrile de 

culoare a secvenἪelor aliniate aratŁ diferenἪele de nucleotide. Se observŁ o diferenἪŁ relativ mare 

´ntre linii ´n special ´ntre clusterul estic Ἠi cel vestic pe de o parte Ἠi estic cu cel asociat liniei 

obscurus pe de alta. TotodatŁ nu se atestŁ o variaἪie mare ´ntre secvenἪele din cadrul liniei 

filogenetice estice. Arborele filogenetic prezentat are 29 noduri interne Ἠi 31 ramuri de v©rf, iar 
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secvenἪele analizate au dimensiunea de 1106 pb Ἠi prezintŁ 113 site-uri de variaἪie. SubstituἪiile 

nucleotidice per site (unitatea lungimii de ramurŁ) au o valoare de 0,004 ceea ce constituie 0,4% 

variaἪie geneticŁ la 100 site-uri nucleotidice. Pentru testarea calitŁἪii arborelui filogenetic creat a 

fost investigatŁ mŁsura ´n care acesta reprezintŁ distanἪa originalŁ din matrice (Fig. 4.4). 

 

Fig. 4.4. CorelaἪia dintre distanἪa prezentatŁ ´n arborele filogenetic Ἠi distanἪa originalŁ 

 

Coeficientul cofenetic de corelaἪie are o valoare de 0,99 ceea ce demonstreazŁ o calitate 

´naltŁ a filogeniei obἪinute cu modelul TN93, arborele construit av©nd o reprezentare corectŁ a 

distanἪelor genetice. 

Tot dupŁ modelul lui Tamura Ἠi Nei [131] a fost calculatŁ distanἪa geneticŁ ´ntre 

secvenἪele obἪinute de la specimenele de M. levis din Moldova Ἠi 78 secvenἪe din GenBank din 

urmŁtoarele ἪŁri: ElveἪia, Grecia, Kazahstan, Polonia Ἠi Turcia. Ċn acest caz a fost observatŁ o 

distanἪŁ mult mai micŁ ´ntre secvenἪe cu un maxim de 0,02; o medie de 0,008 Ἠi un minim de 

0,002 (Fig. 4.5). 
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Fig. 4.5. DistanἪa geneticŁ ´ntre 86 secvenἪe ale genei CYTB la specia M. levis 

DistanἪa geneticŁ relativ joasŁ ´ntre secvenἪele de M. levis din diferite ἪŁri Ἠi regiuni poate 

duce la observaἪia cŁ procesul de speciaἪie la aceastŁ specie este ´ncŁ ´n stadiu incipient. Ċn Fig. 

4.6 este prezentat arborele filogenetic (CCC > 0,9) al celor 86 secvenἪe menἪionate ´n care se 

observŁ cŁ 7 secvenἪe din R. Moldova formeazŁ un cluster comun, ´n timp ce a 8-a, care provine 

de la microtine din satul Malcoci prezintŁ un grad mai mare de variaἪie. 
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Fig. 4.6. Arborele filogenetic obἪinut din secvenἪe ale genei CYTB la specia M. levis 

branch.length ï lungimea ramurii; a ï adeninŁ; c ï citozinŁ; g ï guaninŁ; t ï timinŁ; 

m ï amino (adeninŁ sau citozinŁ); y ï pirimidinŁ (citozinŁ sau timinŁ)  

Astfel, la specimenele de microtine din Malcoci se observŁ o diversitate geneticŁ mai 

mare comparativ cu cele colectate ´n localitatea HoreἨti. Acest lucru poate fi influenἪat de 

dimensiunea populaἪiilor, gradul de migraἪie ´ntre populaἪii, factorii mediului etc. O populaἪie 

micŁ Ἠi izolatŁ va prezenta un nivel scŁzut al diversitŁἪii, ´n schimb o populaἪie mare cu rate mari 

de migraἪie va avea un flux constant de gene ceea ce va favoriza diferenἪierea geneticŁ. 
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C©t priveἨte filogenia obἪinutŁ ´n baza secvenἪelor de M. arvalis Ἠi M. levis din Moldova 

aceasta este prezentatŁ ´n Fig. 4.7. 

 

Fig. 4.7. Arborele filogenetic construit ´n baza secvenἪelor 

obἪinute de la microtine din Republica Moldova 

a, c, g, t ï adenina, citozina, guanina, timina; branch.length ï lungimea ramurii  

Se observŁ o diferenἪŁ micŁ ´ntre reprezentanἪii aceleiaἨi specii, precum Ἠi clusterizarea 

secvenἪelor ´n baza criteriului de specie. DistanἪa geneticŁ ´ntre cele douŁ unitŁἪi taxonomice 

precum Ἠi alte caracteristici ale filogeniei create sunt prezentate ´n Tabelul 4.2. 

Tabelul 4.2. Caracteristica filogeniei din Fig. 4.7 

Parametru Valoare 

NumŁrul speciilor 2 

NumŁrul secvenἪelor analizate 13 

Dimensiune secvenἪe 1106 pb 

NumŁrul site-urilor de variaἪie 44 

Noduri interne 11 

V©rfuri de ramuri 13 

Unitatea lungimii de ramurŁ 0,005 

Coeficientul cofenetic de corelaἪie > 0,9 

DistanἪa geneticŁ maximŁ 0,061 

DistanἪa geneticŁ medie 0,056 

DistanἪa geneticŁ minimŁ 0,053 
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DeἨi speciile M. arvalis Ἠi M. levis nu pot fi diferenἪiate morfologic, se observŁ diferenἪe 

genetice semnificative la nivelul genei CYTB ale acestora. Aceste diferenἪe reflectŁ divergenἪa 

evolutivŁ dintre cei doi taxoni, contribuie la delimitarea lor ca entitŁἪi distincte Ἠi pot fi utilizate 

pentru identificarea indivizilor. De asemenea, cercetarea comparativŁ a genelor citocromului b 

poate furniza informaἪii despre fluxul genetic ´ntre populaἪiile de M. arvalis Ἠi M. levis, aceste 

informaἪii prezent©nd interes pentru ´nἪelegerea dinamicii populaἪionale Ἠi a interacἪiunilor ´ntre 

specii. Ἡin©nd cont de faptul cŁ habitatul acestor douŁ specii din Moldova se suprapune Ἠi existŁ 

contact ´ntre populaἪii, sunt necesare studii ample de geneticŁ populaἪionalŁ prin intermediul 

cŁrora ar putea fi observaἪi indici ai amestecului genetic Ἠi a migraἪiei genelor ́ ntre specii. 

Cele 13 secvenἪe ale genei citocromului b obἪinute de la microtine din Ἢara noastrŁ au 

dimensiunea de 1106 pb Ἠi au fost secvenἪiate la Institutul de Ecologie Ἠi EvoluἪie a UniversitŁἪii 

din Berna, ElveἪia. Ulterior acestea au fost ´nregistrate Ἠi depozitate pe platforma globalŁ 

Barcode of Life Data Systems ´n cadrul proiectului TERVM - Terrestrial vertebrates of the 

Republic of Moldova [116]. 

4.2. Modelarea distribuἪiei speciilor cu utilizarea algoritmului Bioclim 

Modelarea distribuἪiei speciilor cu algoritmul Bioclim se bazeazŁ pe faptul cŁ factorii 

climatici Ἠi mediul reprezintŁ determinanἪi cheie ai prezenἪei Ἠi absenἪei speciilor ´ntr-o anumitŁ 

regiune. Prin analiza variabilelor bioclimatice Ἠi a datelor despre distribuἪia cunoscutŁ, Bioclim 

permite crearea hŁrἪilor cu distribuἪia potenἪialŁ. AceastŁ abordare este deosebit de importantŁ ´n 

lupta cu pierderea biodiversitŁἪii Ἠi cu extincἪia speciilor ´ntruc©t oferŁ posibilitatea de a 

identifica zonele de importanἪŁ criticŁ pentru conservarea speciilor rare. Ċn cadrul prezentului 

studiu a fost aplicat algoritmul Bioclim Ἠi au fost create hŁrἪi de distribuἪie pentru unele specii 

rare de Ἠerpi. 

4.2.1. Modelarea distribuѿiei ѽarpelui cu patru linii rŁsŁritean (Elaphe sauromates) 

Elaphe sauromates (conform clasificŁrii mai vechi ï Elaphe quatuorlineata sauromates) 

este o specie rarŁ inclusŁ ´n Cartea RoἨie a Moldovei (2015) la categoria specie critic periclitatŁ 

(CR) [25]. Ea a fost diferenἪiatŁ ca specie separatŁ de complexul Elaphe quatorlineata ´n baza 

deosebirilor ADN-ului mitocondrial, distanἪa geneticŁ ´ntre fostele subspecii E. quatorlineata 

quatorlineata Ἠi E. quatorlineata sauromates fiind prea mare pentru reprezentanἪi ai aceleeaἨi 

specii. Ċn lume arealul Ἠarpelui cu patru linii rŁsŁritean cuprinde zona de stepŁ a Europei de Est, 

Turcia, Transcaucazia Ἠi coastele mŁrii Caspice, iar pe teritoriul ἪŁrii noastre a fost semnalatŁ 

prezenἪa c©torva populaἪii izolate (com. pers. Vladimir Ἡurcanu, 2022) Ἠi anume: 
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1. Satul Burlacu, raionul Cahul (46.04 N/ 28.41 E); 

2. Satul RŁscŁieἪi, r. ἧtefan VodŁ (46.57 N/ 29.78 E); 

3. RezervaἪia naturalŁ ĂSuta de movileò, r. R´Ἠcani (47.79 N/ 27.26 E). 

Motivul principal care a dus la reducerea Ἠi fragmentarea arealului acestei specii ´n 

Moldova este reducerea Ἠi degradarea habitatelor [141, 152, 154]. Astfel, ´n baza datelor despre 

distribuἪia cunoscutŁ a Ἠarpelui cu patru linii Ἠi a variabilelor bioclimatice asociate, a fost 

elaboratŁ o hartŁ (Fig. 4.8) cu privire la potenἪiala distribuἪie a acestei specii pe teritoriul 

Republicii Moldova. 

 

Fig. 4.8. Modelarea distribuἪiei speciei 

Elaphe sauromates pe teritoriul Republicii Moldova  

Din figurŁ se observŁ cŁ ´n partea de sud a republicii, ´n raioanele Cantemir, Comrat, 

Cahul Ἠi Taraclia, existŁ cea mai mare probabilitate de a identifica specimene de Ἠarpe cu patru 

dungi. Ċn perioada 2018-2023 au fost efectuate mai multe deplasŁri ´n teren ´n aceastŁ regiune, 

iar ´n noiembrie 2022 la marginea traseului de l©ngŁ lacul SŁrata NouŁ (46.5 N; 28.4 E) a fost 

descoperit un mascul mort, reprezentant al speciei Elaphe sauromates (Fig. 4.9). 
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  Fig. 4.9. Specimen de Ἠarpe cu patru linii rŁsŁritean identificat la sudul ἪŁrii 

Ċn Moldova ultima semnalare a prezenἪei acestei specii ´n preajma localitŁἪii ´nvecinate 

Filipeni dateazŁ din anii 1970 (com. pers. Vladimir Ἡurcanu, 2022). Astfel, pentru prima datŁ a 

fost semnalatŁ prezenἪa Ἠarpelui cu patru linii rŁsŁritean ´n aceastŁ regiune dupŁ mai bine de 

jumŁtate de secol. Specia este protejatŁ at©t la nivel naἪional, c©t Ἠi internaἪional fiind inclusŁ ´n 

Lista RoἨie IUCN, Anexa IV a Directivei Habitate, Anexa II a ConvenἪiei de la Berna Ἠi Cartea 

RoἨie a Europei [25]. 

4.2.2. Modelarea distribuѿiei viperei de stepŁ (Vipera ursinii)  

Ċn ultimele decenii habitatele comunitŁἪilor de vipere din Republica Moldova au suferit 

schimbŁri majore acest lucru sporind necesitatea cercetŁrii Ἠi monitorizŁrii stŁrii lor actuale. 

Vipera ursinii este o specie de Ἠarpe veninos rŁsp©nditŁ de la nord-estul Bulgariei, sud-estul 

Rom©niei ĸi estul Europei p©nŁ ´n Kazahstanul de Vest ĸi munŞii Altai din Mongolia. Ċn 

Republica Moldova aceasta este inclusŁ ´n Cartea RoἨie av©nd statut de specie critic periclitatŁ 

[Critically Endangered (CR)] [25], iar ultima semnalare a prezenἪei speciei a fost raportatŁ ´n 

anul 1964 ´n regiunea localitŁἪii Ciucur Mingir, raionul CimiἨlia (com. pers. Vladimir Ἡurcanu, 

2022). Ċn prezent aceastŁ locaἪie este o zonŁ protejatŁ (RezervaἪie NaturalŁ), ´nsŁ se considerŁ cŁ 

V. ursinii deja a dispŁrut din aceste locuri Ἠi nu mai face parte din herpetofauna ἪŁrii noastre [69]. 

Ċn scopul modelŁrii distribuἪiei viperei de stepŁ pe teritoriul Republicii Moldova ´n calitate de 

date de intrare au fost utilizate locaἪii cunoscute ale acestei specii ´n Rom©nia (Fig. 4.10). 
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Fig. 4.10. DistribuἪia viperei de stepŁ ´n Rom©nia ´n anul 2008 [70] 

Ċn baza datelor cu referire la distribuἪia cunoscutŁ pe teritoiul Rom©niei ´n anul 2008 [70] 

´n studiu au fost incluse 7 coordonate geografice asociate urmŁtoarelor populaἪii de V. ursinii: 

una ´n satul Cic©rd, judeἪul Alba; trei ´n Valea lui David, TŁuteἨti Ἠi regiunea dintre Rom©neἨti-

Av©ntu-Ursoaia, judeἪul IaἨi; alte trei ´n Delta DunŁrii (PeriἨor-PeriteaἨca, Letea Ἠi Sf©ntu 

Gheorghe), judeἪul Tulcea. Ċn Fig. 4.11 este prezentatŁ harta cu modelarea distribuἪiei viperei de 

stepŁ ´n Republica Moldova, sud-estul Rom©niei Ἠi regiunea Bugeacului din Ucraina. 

 

Fig. 4.11. Modelarea distribuἪiei speciei Vipera ursinii 
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Conform hŁrἪii create se observŁ o potenἪialŁ prezenἪŁ a speciei ´n regiunea de sud a R. 

Moldova ́ n zone cu silvostepŁ deluroasŁ. DeἨi a trecut mai bine de jumŁtate de secol de la ultima 

semnalare a prezenἪei viperei de stepŁ ´n aceastŁ regiune, existŁ totuἨi probabilitatea ca aceastŁ 

specie sŁ nu fi dispŁrut complet din herpetofauna ἪŁrii noastre. C©t priveἨte potenἪiala distribuἪie 

pe teritoriul Rom©niei, conform hŁrἪii din Fig. 4.11 care a fost elaboratŁ ´n anul 2018 [123] s-a 

observat o probabilitate mare de prezenἪŁ a V. ursinii ´n mai multe regiuni, printre care Ἠi ´n 

judeἪul BuzŁu. Ċn vara anului 2021 o echipŁ de biologi Ἠi fotografi rom©ni, ´n urma semnalŁrii 

unui localnic, au identificat ´n premierŁ acest Ἠarpe ´n geoparcul ĂἩinutul BuzŁuluiò (Fig. 4.12) 

[16]. 

 

Fig. 4.12. Semnalarea prezenἪei V .ursinii ´n Ѿinutul BuzŁului (st©nga) [16], locaἪia 

geoparcului Ѿinutul BuzŁului (mijloc)  [166], harta cu modelarea distribuἪiei (dreapta) 

Ċn prezent vipera de stepŁ este consideratŁ una dintre cele mai ameninἪate specii de Ἠerpi 

din Europa Ἠi este ocrotitŁ de lege. Specia este inclusŁ ´n: Anexa II a Directivei Habitate, Anexa I 

a CITES (Convention on International Trade in Endangered Species), Anexa II a ConvenŞiei de 

la Berna Ἠi Cartea RoἨie a Europei [25]. 

4.2.3. Distribuѿia morfelor de Vipera berus ´n funcѿie de altitudine 

Vipera comunŁ (Vipera berus) este un Ἠarpe veninos relativ mic rŁsp©ndit ´n Europa Ἠi 

Asia. Ċn Republica Moldova poate fi ´nt©lnitŁ ´n zonele ´mpŁdurite din nordul ἪŁrii Ἠi ´n regiunea 

Codrilor, prefer©nd ´nsŁ Ἠi anumite sectoare deschise cu arbuἨti. Ċn prezent, statutul taxonomic al 

acestei specii este discutabil, ´ntruc©t unii cercetŁtori susἪin cŁ subspecia Vipera berus nikolskii 

(care face parte din fauna Republicii Moldova) ar putea fi de fapt o specie separatŁ ï Vipera 

nikolskii (com. pers. V. Ἡurcanu, 2022). Ċn cadrul speciei existŁ trei variaἪii de culoare numite 

morfe: melanicŁ, brun-roĸieticŁ Ἠi cenuἨie sau gri (Fig. 4.13). 
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Fig. 4.13. Vipera berus melanicŁ (st©nga) [168], brun-roἨieticŁ (mijloc)  Ἠi cenuἨie (dreapta) 

DeἨi nu au fost identificate cauze exacte ale variaἪiilor de culoare la aceastŁ specie, 

conform anumitor cercetŁtori (declaraἪie personalŁ a lui Vladimir Ἡurcanu, 2018) ar putea exista 

o variaἪie a pigmentaἪiei indivizilor ´n funcἪie de altitudine sau chiar sexul indivizilor. Spre 

exemplu, ´n timpul sezonului de ´mperechere masculii prezintŁ adesea culori mai strŁlucitoare, 

mai intense, cum ar fi pete roἨii sau chiar portocalii pe spate. Aceste culori vii sunt parte a 

ritualurilor de curtare, utilizate de masculi pentru a atrage femelele. DupŁ aceastŁ perioadŁ, 

culorile revin la nuanἪele obiἨnuite ale specimenului. Ċn cadrul acestei etape a cercetŁrilor ne-am 

propus determinarea corelaἪiei dintre tipul variaἪiei de culoare care predominŁ ´n populaἪii Ἠi 

altitudinea habitatului. Ċn acest scop au fost analizate 8 populaἪii de viperŁ comunŁ din Moldova 

(Tabelul 4.3) Ἠi evaluatŁ ´nŁlἪimea locului ´n care acestea habiteazŁ (Fig. 4.14). 

 

Fig. 4.14. Boxplotul corelaἪiei dintre variaἪia de culoare 

predominantŁ ´n populaἪii Ἠi altitudinea habitatului 
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Tabelul 4.3. Coordonatele geografice ale populaἪiilor de Vipera berus din Moldova 

VariaἪia de culoare 

predominantŁ 
Localitatea Latitudine  Longitudine 

MelanicŁ 

BŁlŁneἨti, Nisporeni 47.21 28.07 

MereἨeni, H´nceἨti 46.80 28.54 

OliἨcani, ἧoldŁneἨti 47.79 28.71 

Lozova, StrŁἨeni 47.13 28.39 

Gri Ἠi brun-roἨieticŁ 

Rudi-ArioneἨti, Soroca 48.33 27.90 

TŁtŁrŁuca veche, Soroca 48.30 27.98 

Iagorl´c, DubŁsari 47.22 29.09 

RŁzeni, Ialoveni 46.77 28.90 

 

S-a obἪinut un coeficient de corelaἪie de 0,35, iar distribuἪia a fost reprezentatŁ grafic pe 

hŁrἪi cu scalŁ de altitudine (Fig. 4.15). 

 

Fig. 4.15. DistribuἪia morfelor de Vipera berus ´n funcἪie de altitudine: 

st©nga ï populaѿii ´n care predominŁ frecvenѿa melaniѽtilor; 

dreapta ï populaѿii ´n care predominŁ frecvenѿa morfelor gri ѽi roѽietice 

Se observŁ cŁ ́n locaἪiile deluroase precum este dealul de la BŁlŁneἨti se ´nt©lnesc 

populaἪii majoritar melaniste, iar ´n zonele cu altitudine mai joasŁ predominŁ specimene cu 

variaἪie de culoare gri Ἠi brun-roἨieticŁ. Astfel, coloraἪia diferitŁ a specimenelor viperei comune 

ca Ἠi ´n cazul variaἪiei altor caracteristici ale reptilelor [121, 124] poate reflecta strategia de 
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adaptare a populaἪiilor la factorii biogeografici Ἠi de mediu. VariaἪiile de culoare ´n funcἪie de 

altitudine la Vipera berus ar putea fi un exemplu clar de variabilitate. Aceste modificŁri 

cromatice permit Ἠerpilor sŁ se camufleze mai bine ´n mediul lor specific, cresc©ndu-Ἠi astfel 

Ἠansele de a supravieἪui Ἠi de a se reproduce cu succes. 

Utilizarea algoritmilor informatici pentru studierea diversitŁἪii speciilor reprezintŁ o 

abordare complexŁ care a devenit esenἪialŁ ´n eforturile de protejare Ἠi restabilire a diversitŁἪii 

biologice pe Terra. ĊntrebŁrile fundamentale legate de genetica speciilor Ἠi distribuἪia acestora 

permit identificarea problemelor Ἠi soluἪiilor legate de supravieἪuirea populaἪiilor, anticiparea 

schimbŁrilor Ἠi stabilirea ariilor critice pentru conservare ´ntr-un context ´n care presiunile asupra 

mediului Ἠi asupra resurselor naturale sunt ´ntr-o creἨtere constantŁ. Fiecare specie poartŁ 

propriile caracteristici unice iar diversitatea vieἪii pe pŁm©nt este cheia adaptabilitŁἪii Ἠi 

supravieἪuirii pe termen lung a speciilor ´n mediul lor natural. 
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4.3. Cocluzii la capitolul 4 

1. Ċn premierŁ a fost secvenἪiatŁ Ἠi efectuatŁ analiza filogeneticŁ a genei CYTB pentru 13 

specimene de microtine din Republica Moldova. Ċn baza studierii relaἪiilor filogenetice 

dintre secvenἪe a fost demonstrat cŁ indivizii studiaἪi de Microtus arvalis fac parte din 

linia filogeneticŁ esticŁ. Toate barcodurile moleculare ale specimenelor din Moldova au 

fost depozitate pe platforma globalŁ BOLD Systems. 

2. Modelarea distribuἪiei unor specii rare a permis crearea hŁrἪilor cu distribuἪia potenἪialŁ Ἠi 

identificarea ´n regiunea localitŁἪii SŁrata NouŁ a unei populaἪii de Ἠarpe cu patru linii 

rŁsŁritean care ultima datŁ a fost atestatŁ ´n aceastŁ regiune cu mai bine de jumŁtate de 

secol ´n urmŁ. De asemenea la vipera comunŁ (Vipera berus) a fost descrisŁ corelaἪia 

dintre variaἪiile de culoare care predominŁ ´n populaἪii Ἠi altitudinea habitatului. 

3. Utilizarea limbajului R pentru analiza filogeneticŁ Ἠi modelarea distribuἪiei speciilor este 

o abordare fiabilŁ care contribuie la eficientizarea monitorizŁrii diversitŁἪii speciilor de 

vertebrate terestre. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



115 

 

CONCLUZII GENERALE  

Rezultatele obἪinute ´n cadrul tezei de doctorat ĂAbordŁri bioinformatice ´n cercetarea 

diversitŁἪii vertebratelor terestre ´n Republica Moldovaò au condus la formularea 

urmŁtoarelor concluzii generale: 

1. Au fost identificate 174 specii de amfibieni, reptile, pŁsŁri Ἠi mamifere care fac parte din 

fauna de vertebrate terestre a Republicii Moldova (337 specii) Ἠi au genom mitocondrial 

secvenἪiat, inclus ´n baza de date globalŁ RefSeq. 

2. A fost efectuatŁ validarea in silico a noi primeri pentru metabarcodarea celor 174 specii Ἠi 

elaboratŁ o bazŁ de date localŁ care include date moleculare Ἠi taxonomice asociate 

acestora. Ċn limita grupului de specii studiat, noii primeri au demonstrat performanἪe 

superioare ´n comparaἪie cu primerii universali pentru metabarcodarea vertebratelor. 

3. A fost evaluatŁ in vitro acoperirea taxonomicŁ Ἠi dimensiunea metabarcodurilor asociate 

noilor primeri fiind obἪinute benzi electroforetice clare fŁrŁ formare de dimeri sau produἨi 

secundari. Dimensiunea ampliconilor obἪinuἪi in vitro a coincis cu cea a ampliconilor 

generaἪi in silico fiind amplificat ADN-ul a 25 specii din 26 analizate. 

4.  Pentru prima datŁ ´n Republica Moldova a fost testatŁ in silico Ἠi in vitro o metodŁ 

molecularŁ de genotipare Ἠi diferenἪiere a hibrizilor de mistreἪ ´n baza alelelor genei 

MC1R. SecvenἪele alelice au fost amplificate, fragmentate cu enzime de restricἪie Ἠi 

analizate ´n c©mp electroforetic. S-au optimizat protocoalele experimentale iar fluxul de 

lucru a fost adaptat la condiἪiile laboratorului. Metoda a fost implementatŁ ´n cadrul 

laboratorului Vertebrate Terestre al Institutului de Zoologie pentru genotiparea speciei 

Sus scrofa Ἠi se aplicŁ ´n cercetŁri efectuate ´n cadrul unor rezervaἪii naturale din 

Moldova (Anexa 4). 

5. Ċn premierŁ, a fost secvenἪiatŁ Ἠi efectuatŁ analiza filogeneticŁ a genei CYTB pentru 13 

specimene de microtine din Republica Moldova. Ċn baza studierii relaἪiilor filogenetice 

dintre secvenἪe a fost demonstrat cŁ indivizii studiaἪi de Microtus arvalis fac parte din 

linia filogeneticŁ esticŁ. Toate barcodurile moleculare ale specimenelor din Moldova au 

fost depozitate pe platforma globalŁ BOLD Systems (Anexa 3). 

6. Modelarea distribuἪiei unor specii rare de vertebrate terestre a permis crearea hŁrἪilor cu 

distribuἪia potenἪialŁ Ἠi identificarea ´n regiunea localitŁἪii SŁrata NouŁ a unei populaἪii de 

Ἠarpe cu patru linii rŁsŁritean (Elaphe sauromates) care ultima datŁ a fost atestatŁ ´n 

aceastŁ regiune cu mai bine de jumŁtate de secol ´n urmŁ. 
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Rezultatele ἨtiinἪifice prezentate ´n lucrare au fost aprobate la urmŁtoarele foruri 

ἨtiinἪifice naἪionale Ἠi internaἪionale: Simpozionul InternaἪional Biologia ѽi Dezvoltarea 

DurabilŁ, EdiἪia 15, 2017, BacŁu, Rom©nia; The Ninth International Zoological Congress of 

Grigore Antipa Museum, 2017, BucureἨti, Rom©nia; ConferinἪa ἧtiinἪificŁ AniversarŁ 60 de ani 

de muzeologie ´n domeniul ѽtiinѿelor naturii la Muzeul Judeѿean Mureѽ, 2018, T©rgu MureἨ, 

Rom©nia; The Tenth International Zoological Congress of Grigore Antipa Museum, 2018, 

BucureἨti, Rom©nia; International Symposium Functional ecology of animals, 2018, ChiἨinŁu, 

Moldova; ConferinἪa ἨtiinἪifico-practicŁ cu participare internaἪionalŁ ɹʠʦʨʘʟʥʦʦʙʨʘʟʠʝ ʠ 

ʈʘʮʠʦʥʘʣʴʥʦʝ ʀʩʧʦʣʴʟʦʚʘʥʠʝ ʇʨʠʨʦʜʥʳʭ ʈʝʩʫʨʩʦʚ, 2018, ʄʘʭʘʯʢʘʣʘ, Rusia; Simpozionul 

InternaἪional Biologia ѽi Dezvoltarea DurabilŁ, EdiἪia 17, 2019, BacŁu, Rom©nia; International 

Conference of Zoologists Sustainable use and protection of animal world in the context of 

climate change, 2021, ChiἨinŁu, Moldova; ConferinἪa naἪionalŁ cu participare internaἪionalŁ Life 

sciences in the dialogue of generations: connections between universities, academia and 

business community, 2022, ChiἨinŁu, Moldova; ConferinŞa ĸtiinŞifico-practicŁ internaἪionalŁ 

Instruire prin cercetare pentru o societate prosperŁ, 2022, ChiἨinŁu, Moldova; ConferinἪa 

naἪionalŁ cu participare internaἪionalŁ Natural sciences in the dialogue of generations, 2023, 

ChiἨinŁu, Moldova; ConferinἪa naἪionalŁ cu participare internaἪionalŁ One Health Approach - 

achievements and challenges, Section Biodiversity and Health ï perspective of interconnection, 

2023, ChiἨinŁu, Moldova. 
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RECOMANDŀRI PRACTICE 

1. Aplicarea instrumentelor bioinformatice Ἠi a tehnicilor de biologie molecularŁ descrise ´n 

lucrare pentru identificarea taxonomicŁ Ἠi cercetarea diversitŁἪii speciilor de vertebrate 

terestre. Utilizarea liniilor de cod a limbajului R pentru testarea primerilor, analiza 

filogeneticŁ, modelarea distribuἪiei speciilor, s.a. Punerea ´n practicŁ at©t a metodelor 

moleculare simple, low-cost (PCR, RFLP-PCR) c©t Ἠi a protocoalelor de secvenἪiere care 

presupun costuri mai mari. 

2. Evaluarea populaἪiilor de mistreἪ din Republica Moldova Ἠi diferenἪierea ´ntre hibrizi Ἠi liniile 

pure ´n baza metodei de genotipare descrisŁ ´n lucrare. 

3. Utilizarea ´n experimente de metabarcodare a primerilor obἪinuἪi ´n cadrul studiului. Se 

recomandŁ crearea librŁriilor genomice cu ajutorul instrumentului Bento Lab Ἠi testarea 

eficienἪei tehnologiei de secvenἪiere de generaἪia a treia ´n cercetarea ADN-ului de mediu. 

4. Continuarea ´nregistrŁrii barcodurilor Ἠi metabarcodurilor speciilor de vertebrate terestre din 

Moldova ´n baza de date BOLD Systems ´n cadrul proiectului TERVM - Terrestrial 

vertebrates of the Republic of Moldova. 

5. Studierea metodelor de colectare Ἠi procesare a probelor de mediu din sol, apŁ, aer, sedimente, 

materii fecale etc.   

6. Combinarea analizei ADN-ului de mediu cu modelarea distribuἪiei speciilor. Spre exemplu se 

pot preleva probe de ADN din locaἪiile geografice ´n care existŁ o probabilitate ´naltŁ de a 

´nt©lni o anumitŁ specie Ἠi invers - locaἪiile geografice ´n care a fost detectat ADN-ul unei 

specii pot fi utilizate ´n calitate de date de intrare pentru modelarea distribuἪiei. 
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ANEXE 

Anexa 1. Etapele de design Ἠi testare a primerilor  Met-12S  

 

4. Colectarea materialului biologic pentru

testarea acoperirii taxonomice a primerilor

Prelevarea probelor

pentru testarea ´n

laborator

Au fost colectate probe de la

26 specii de vertebrate terestre

din Republica Moldova

3. Testarea in silico a primerilor obἪinuἪi 

ecoPCR

limbajul R

Acoperirea taxonomicŁ

RezoluἪia taxonomicŁ

Gradul de conservare

2. Design-ul in silicoal primerilor ´n baza

secvenἪelor genomurilor mitocondriale 

OBITools

ecoPrimers
174 secvenἪe

1. Extragerea mitogenomurilor RefSeqa tuturor

vertebratelor terestre din Republica Moldova 
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8. Vizualizarea rezultatelor reacἪiei de 
amplificare

Transiluminator

Bento Lab

Noii primeri prezintŁ

acoperire taxonomicŁ pentru

25 din 26 specii testate

7. Electroforeza ampliconilor pe gel de agarozŁ

Caseta pentru

electroforezŁ Bento Lab

AgarozŁ

GelGreen DNA Stain

6. Efectuarea reacἪiei de PCR convenἪional

Bento Lab 
Thermocycler

Primeri Met-12S

Testareain vitro a
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Anexa 2. Date moleculare din baza de date de referinἪŁ 

cu privire la metabarcodarea vertebratelor terestre din RM 

 

# ecoPCR version 1.0.1 

# direct  strand oligo1 : AAGGCGGATTTAGCAGT#A# 

# reverse strand oligo2 : CACTTACCTTGTTACGA#C# 

# max error count by oligonucleotide : 2 

# database : vertebrate_terestre_moldova 

# amplified length between [80,150] bp 

# DB sequences are considered as circular 
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NC_062298 Corvus cornix 16946 

AAGGCGG

ATTTAGC

AGTA 

0 

CACTTA

CCTTGT

TACGAC 

0 124 

AAGTGGGACAATCGAGCC

CTCTTTAAGCCGGCTCTGG

GACACGTACATACCGCCC

GTCACCCTCCTCACAAGC

GACCCAAAACCCCCAATA

CATTAATACACTATCCAGC

TAAAGAGGAGGCAA 

NC_057089 Falco subbuteo 17678 

AAGGCGG

ATTTAGC

AGTA 

0 

CACTTA

CCTTGT

TACGAC 

0 122 

AAGCAGGATAACATAAGC

CTACTTTAAGCCGGCCCTG

AGGCACGTACATACCGCC

CGTCACCCTCCTCACAAGC

TACTAACCCCAGATAACT

AACCTACCACTATAGCCA

AAGATGAGGTAA 

NC_056273 Tringa stagnatilis 16799 

AAGGCGG

ATTTAGT

AGTA 

1 

CACTTA

CCTTGT

TACGAC 

0 121 

AAGAGGGATAATACAAGC

TCTCTTTAAGCTGGCCCTG

GGGCACGTACATACCGCC

CGTCACCCTCCTCATAAGC

TCCAACCCCACAATACAT

AATACAACTTATAGCTGA

AGATGAGGTAA 

NC_056257 Pluvialis squatarola 16860 

AAGGCGG

ATTTAGC

AGTA 

0 

CACTTA

CCTTGT

TACGAC 

0 120 

AAGTAGGATAATAATGCC

TGCTTTAAGTTGGCCCTGA

GGCACGTACATACCGCCC

GTCACCCTCCTCATAAGCT

ACTCACTCCTATACCCTAA

TACACCACCCAGCTGAAG

ATGAGGTAA 

NC_056132 Mustela lutreola 16504 

AAGGTGG

ATTTAGT

AGTA 

2 

TGCTTA

CCTTGT

TACGAC 

2 123 

AATTAAGAATAGAGAGCT

TAATTGAATAGGGCCATG

AAGCACGCACACACCGCC

CGTCACCCTCCTCAAGCA

ACACACCCAAATATTACA

TAATAAAAGTAAACCTAA

AGCAAGAGGAGACAA 

NC_056091 Jynx torquilla 16832 AAGGCGG 0 CACTTA 0 121 AAACACGACCACAATGCT
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ATTTAGC

AGTA 

CCTTGT

TACGAC 

TGTTTTAAGTTGGCCCTGG

GACACGTACATACCGCCC

GTCACCCTCCTCACAAGC

AACCCCCCCACCACAACC

TATTACCCATTAAAGCTGA

AGATGAGGTAA 

NC_015526 Phasianus colchicus 16692 

AAGGAGG

ATTTAGC

AGTA 

1 

CGCTTA

CCTTGT

TACGAC 

1 127 

AAGTAGGACCATGCCTCT

TCAAGCCTACTTTAAGAC

GGCCCTGGGGCACGTACA

TACCGCCCGTCACCCTCTT

CGCAGGCCACCAATACTA

ATAAATAATACCCACATC

AAGCCAAAGACGAGGTAA 

NC_013978 Columba livia 17229 

AAGGCGG

ATTTAGC

AGTA 

0 

CACTTA

CCTTGT

TACGAC 

0 121 

AAGAGGGATAATATAAGC

CCCCTTTAAGCTGGCTCTG

GGGCACGTACATACCGCC

CGTCACCCTCCTCATAAGC

TCTAAACTACCAATAAAT

AATACTCCTACCTGCTAAA

GATGAGGTAA 

NC_009684 Anas platyrhynchos 16604 

AAGGAGG

ATTTAGC

AGTA 

1 

CACTTA

CCTTGT

TACGAC 

0 120 

AAGCGGGACAATAAAGCT

CGCTTTAAGCCGGCCCTA

GGGCACGTACATACCGCC

CGTCACCCTCCTCATAAGC

CACACCCCCACATAATTA

ATACCACGTAAATGCCAA

AGATGAGGTAA 

NC_007007 Gavia stellata 17573 

AAGGCGG

ATTTAGC

AGTA 

0 

CACTTA

CCTTGT

TACGAC 

0 119 

AAGCGGGACAATAAAGCC

CCCTTTAAGTTGGCCCTGG

GGCACGTACATACCGCCC

GTCACCCTCCTCATAAGCC

CCCATTACTTATAACTAAT

ACATTTACAAGCTGAAGA

TGAGGTAA 

NC_000878 Falco peregrinus 18068 

AAGGCGG

ATTTAGC

AGTA 

0 

CACTTA

CCTTGT

TACGAC 

0 122 

AAGCAGGATAACATAAGC

CTACTTTAAGTTGGCCCTG

AGGCACGTACATACCGCC

CGTCACCCTCCTCACAAGC

TACCAACCCCAGATAACT

AACCCACCACTATAGCCA

AAGATGAGGTAA 

NC_000845 Sus scrofa 16613 

AAGGAGG

ATTTAGC

AGTA 

1 

TGCTTA

CCTTGT

TACGAC 

2 126 

AATCGAGAATAGAGTGCT

TGATTGAATAAGGCCATG

AAGCACGCACACACCGCC

CGTCACCCTCCTCAAGCAT

GTAGTAATAAAAATAACC

TATATTCAATTACACAACC

ATGCAAGAAGAGACAA  

NC_054728 Falco naumanni 17652 

AAGGCGG

ATTTAGC

AGTA 

0 

CACTTA

CCTTGT

TACGAC 

0 121 

AAGCAGGATAATAGAGCC

TACTTTAAGTCGGCCCTGA

GGCACGTACATACCGCCC

GTCACCCTCCTCACAAGCC

ACCAACTCCAAATAACTA

ATCCACCACCACGGCCAA

AGATGAGGTAA 

NC_053106 Panurus biarmicus 17009 

AAGGCGG

ATTTAGC

AGTA 

0 

CACTTA

CCTTGT

TACGAC 

0 122 

AAGTGGGACAATCGAGCC

CTCTTTAAGCCGGCCCTGG

GGCACGTACATACCGCCC

GTCACCCTCCTCATAGGCG

CCCCCCCAAACCCATACCT

AATAAGTGTCGCAGCTGA

AGAGGAGGTAA 

NC_053059 Sitta europaea 16827 

AAGGAGG

ATTTAGC

AGTA 

1 

CACTTA

CCTTGT

TACGAC 

0 122 

AAGTGGGACAATCGAGCC

CTCTTTAAGCCGGCTCTGG

GACACGTACATACCGCCC

GTCACCCTCCTCAAAGGC

GACCCCCCCCCCCCATAA
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CTAATAAGCAATCCAGCC

AAAGATGAGGTAA  

NC_053058 Oriolus oriolus 16794 

AAGGCGG

ATTTAGC

AGTA 

0 

CACTTA

CCTTGT

TACGAC 

0 125 

AAGTGGGACAATCGAACC

CTCTTTAAGCCGGCTCTGA

GGCACGTACATACCGCCC

GTCACCCTCCTCACAAGC

GACCAACCCCCCCCCCAT

ACATTAATAAGTTACTCA

GCTAAAGAGGAGGTAA 

NC_053057 Bombycilla garrulus 16875 

AAGGAGG

ATTTAGC

AGTA 

1 

CACTTA

CCTTGT

TACGAC 

0 122 

AAGTGGGACAATCGAGCC

CTCTTTAAGCCGGCCCTGG

GGCACGTACATACCGCCC

GTCACCCTCCTCAAAGGC

GACCCACACACCTATTAA

CTAATAAGCCATTAAGCC

AAAGATGAGGTAA  

NC_053054 Sylvia borin 17971 

AAGGCGG

ATTTAGC

AGTA 

0 

CACTTA

CCTTGT

TACGAC 

0 124 

AAGTGGGACAAGCGAGCC

CTCTTTAAGCCGGCTCTGG

AGCACGTACATACCGCCC

GTCACCCTCCTCAAAAGC

GNACCCCCCCCCCCCATA

ACTTAATAAGCTACTCAG

CCGAAGAGGAGGTAA 

NC_052780 
Stercorarius 

parasiticus 
16672 

AAGGCGG

ATTTAGC

AGTA 

0 

CACTTA

CCTTGT

TACGAC 

0 119 

AAGGGGAACAATAGAGTC

CCCTTTAAGTTGGCCCTGG

AGCACGTACATACCGCCC

GTCACCCTCCTCACAAGCC

ACCAATTTTTATAACTAAT

AAGCTTTGCGGCTGAAGA

TGAGGTAA 

NC_051953 Pelobates fuscus 16828 

AAGGCGG

ATTTAGC

AGTA 

0 

TACTTA

CCATGT

TACGAC 

2 118 

AAAAGAAACCAGAACATT

CTTTTTAATCTGGCCCTAG

GGCGCGCACACACCGCCC

GTCGCCCTCCTCAATTTAA

ATTTCAATTTAAATAAAAC

CCCAAACAAACCTAAGAG

GAGGTAA 

NC_051558 
Nucifraga 

caryocatactes 
16914 

AAGGCGG

ATTTAGC

AGTA 

0 

CACTTA

CCTTGT

TACGAC 

0 121 

AAGCGGGACAATCGAGCC

CTCTTTAAGCCGGCCCTGG

GACACGTACATACCGCCC

GTCACCCTCCTCACAAGC

GACCCAATTCCAATACATT

AATACACTATCCAGCTAA

AGAGGAGGCAA 

NC_051036 Oenanthe oenanthe 16826 

AAGGCGG

ATTTAGC

AGTA 

0 

CACTTA

CCTTGT

TACGAC 

0 122 

AAGTGGGACAATCGAGCC

CTCTTTAAGCCGGCTCTGG

GGCACGTACATACCGCCC

GTCACCCTCCTCACAAGC

GCCCAACACACCCCATAA

CTAATAAGCCATCCAGCT

AAAGATGAGGTAA  

NC_050973 Mareca penelope 16596 

AAGGAGG

ATTTAGC

AGTA 

1 

CACTTA

CCTTGT

TACGAC 

0 120 

AAGCGGGACAATAGAGCC

TACTTTAAACCGGCCCTAG

GGCACGTACATACCGCCC

GTCACCCTCCTCATAGGCC

ACATCCCCATATAACTAAT

ACCACGTAAATGCCGAAG

ATGAGGTAA 

NC_050298 Delichon urbicum 17973 

AAGGAGG

ATTTAGC

AGTA 

1 

CACTTA

CCTTGT

TACGAC 

0 121 

AAAAGGGAGAATCGAGCC

CTTTTTAAGCCGGCTCTGG

GACACGTACATACCGCCC

GTCACCCTCCTCAAAAGC

GACCAACCACCCCATAAC

TAATACGCTATCCAGCTA

AAGAGGAGGTAA 

NC_050295 Hirundo rustica 17893 
AAGGAGG

ATTTAGC
1 

CACTTA

CCTTGT
0 121 

AAAAGGGAGAATCGAGCC

CTTTTTAAGACGGCTCTGG
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AGTA TACGAC GACACGTACATACCGCCC

GTCACCCTCCTCAAAAGC

GACCAATCACCCAATAAC

TAATACGCTATCCAGCCA

AAGAGGAGGTAA 

NC_050264 
Muscardinus 

avellanarius 
16731 

AAGGAGG

ATTTAGT

AGTA 

2 

CGCTTA

CCATGT

TACGAC 

2 129 

AGCTAGGAGTAGAGAGCC

TAACTGAATAGGGCCATT

AAGCACGCACACACCGCC

CGTCACCCTCCTCAAGTAT

CCAACATTATATAGATAT

ATACATATACAAGTTTATT

TAAATGCAAGAGGAGATA

A 

NC_049122 
Apodemus 

sylvaticus 
16308 

AAGGAGG

ATTTAGT

AGTA 

2 

TGCTTA

CCTTGT

TACGAC 

2 128 

AATTAAGAGTAGAGAGCT

TAATTGAATAGAGCAATG

AAGTACGCACACACCGCC

CGTCACCCTCCTCAAACTA

AATTAACTTCACAGTATA

AATAATGACGTAAATAAT

AATTTACGAGAGGAGATA

A 

NC_048470 Eremophila alpestris 17855 

AAGGCGG

ATTTAGC

AGTA 

0 

CACTTA

CCTTGT

TACGAC 

0 125 

AAGCGGGACAATCGAGCC

CTCTTTAAGCCGGCTCTAG

GACACGTACATACCGCCC

GTCACCCTCCTCAAAAGC

GACCCCCCCCCCCCCCATA

AATTAATACGTTTTCCAGC

CAAAGAGGAGGTAA 

NC_046877 Calidris pugnax 16902 

AAGGCGG

ATTTAGT

AGTA 

1 

CACTTA

CCTTGT

TACGAC 

0 122 

AAGTGGGACAATATAAGC

CTTCTTTAAATCGGCCCTG

GGGCACGTACATACCGCC

CGTCACCCTCCTCATAAGC

TACCCACCCTACAATACCT

AATACAACTCCAAGCTGA

AGATGAGGTAA 

NC_046765 Limosa lapponica 16773 

AAGGCGG

ATTTAGT

AGTA 

1 

CACTTA

CCTTGT

TACGAC 

0 121 

AAGCGGGATCATATAAGC

CCTCTTTAAATCGGCCCTG

GGGCACGTACATACCGCC

CGTCACCCTCCTCATAAGC

TATAAGCCTACAATCTCTA

ATACAACCATCAGCCGAA

GATGAGGTAA 

NC_046417 Curruca curruca 17959 

AAGGCGG

ATTTAGC

AGTA 

0 

CACTTA

CCTTGT

TACGAC 

0 123 

AAGAGAGACAAGCGAGCC

CTCTTTAAGCCGGCTCTGG

AGCACGTACATACCGCCC

GTCACCCTCCTCAAAACG

CCCCCCCCCCCCCCATACC

TTAATAAGATGCTCAGCC

AAAGAGGAGGTAA 

NC_045373 Mareca strepera 16600 

AAGGAGG

ATTTAGC

AGTA 

1 

CACTTA

CCTTGT

TACGAC 

0 120 

AAGCGGGACAATAGAGCC

TACTTTAAACCGGCCCTAG

GGCACGTACATACCGCCC

GTCACCCTCCTCATAGGCC

ACATCCCCATATAACTAAT

ACCACGTAAATGCCGAAG

ATGAGGTAA 

NC_045372 Picus canus 17103 

AAGGCGG

ATTTAGC

AGTA 

0 

CACTTA

CCTTGT

TACGAC 

0 121 

AGACATAGTCATCACAAT

TGTCTTAAATTGGCCCTGG

GACACGTACATACCGCCC

GTCACCCTCATCACAAGC

ATTTTTCTCCATACCCCCT

AGGACCACAAACAGCCAG

AGATGAGGCAA 

NC_044651 Tringa nebularia 16682 

AAGGCGG

ATTTAGC

AGTA 

0 

CACTTA

CCTTGT

TACGAC 

0 121 

AAGAGGGACAATACAAGC

CCCCTTTAAACTGGCCCTG

GGGCACGTACATACCGCC

CGTCACCCTCCTCATAAGC
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TCAAACTTCACAATACCTA

ATACAACCTATAGCTGAA

GATGAGGTAA 

NC_044648 Tringa totanus 16818 

AAGGCGG

ATTTAGT

AGTA 

1 

CACTTA

CCTTGT

TACGAC 

0 121 

AAGAGGGATAATACAAGC

CCTCTTTAAACCGGCCCTA

GGGCACGTACATACCGCC

CGTCACCCTCCTCATAAGC

TTCAACCCTACAATACATA

ATGCAACTTATAGCTGAA

GATGAGGTAA 

NC_042501 Bombina bombina 17154 

AAGGAGG

ATTTAGT

AGTA 

2 

TACTTA

CCATGT

TACGAC 

2 119 

AAAAGAAACGATAGTGTT

CTTTTTAAACTGGCCCTGG

GGCGCGCACACACCGCCC

GTCACCCTCTTCAACTAAA

ACTAATAGATCCCCTAAA

ACATAAAACAAGTACAAG

AAGAGGTAA 

NC_042226 Rana temporaria 16061 

AAGGTGG

ATTTAGT

AGTA 

2 

CACTTA

CCATGT

TACGAC 

1 117 

AAAAGAAAATAGAGTGTT

CTTTTTAACCCGGCTCTGG

GACGCGTACACACCGCCC

GTCACCCTCTTCAATAGTA

CCCCGTATGTTCCTAACCC

AACACCACGTTTTAGAAG

AGGCAA 

NC_041578 Rallus aquaticus 17149 

AAGGAGG

ATTTAGC

AGTA 

1 

CACTTA

CCTTGT

TACGAC 

0 123 

AAGAGGGGCAAGAATACC

CTCTTAAACCCGGCCCTGG

AGCACGTACATACCGCCC

GTCACCCTCTTCACAACTG

CCAAACACTCATAACTTA

ATCAAACACCCAAAGTTA

AAAGATGAGGTAA  

NC_041118 
Charadrius 

alexandrinus 
16905 

AAGGCGG

ATTTAGC

AGTA 

0 

CACTTA

CCTTGT

TACGAC 

0 123 

AAGTGAGACAATAGAGCT

CGCTTTAAGTCGGCCCTGA

GGCACGTACATACCGCCC

GTCACCCTCCTCACAAGCT

ATAGACCCCCCAAATAAT

TCAATACGCAACCTAGCT

AAAGATGAGGTAA  

NC_040858 Haliaeetus albicilla 17719 

AAGGCGG

ATTTAGC

AGTA 

0 

CACTTA

CCTTGT

TACGAC 

0 118 

AACTGGGACAATAGAGCC

CTATTTAAGCTGGCCCTGG

GGCGCGTACATACCGCCC

GTCACCCTCCTCGTAGGCC

GTATTCCTCATAACTAATA

ACCCAACATGCCAAAGAT

GAGGTAA 

NC_040986 Mergus merganser 16630 

AAGGAGG

ATTTAGC

AGTA 

1 

CACTTA

CCTTGT

TACGAC 

0 120 

AAGTGAGATAATAAGGCC

CACTTTAAGCCGGCTCTAG

GGCACGTACATACCGCCC

GTCACCCTCCTCATAGGCC

ACACCCCAACATAACTAA

TACCATCAACATGCCGAA

GATGAGGTAA 

NC_040875 Parus major 16777 

AAGGCGG

ATTTAGC

AGTA 

0 

CACTTA

CCTTGT

TACGAC 

0 125 

AAGTGGGATAATCAAGCC

CTCTTTAAGCCGGCCCTGG

AGCACGTACATACCGCCC

GTCACCCTCCTCAAAAGC

GACCCCAAACCCCCCCAT

AACTTAATAAGCTACTCA

GCCAAAGATGAGGTAA 

NC_040290 Oenanthe isabellina 16812 

AAGGCGG

ATTTAGC

AGTA 

0 

CACTTA

CCTTGT

TACGAC 

0 122 

AAGTGGGACAATCGAGCC

CTCTTTAAGCCGGCTCTGG

GGCACGTACATACCGCCC

GTCACCCTCCTCACAAGC

GACCAACACACCCTATAA

CTAATAAGCCATCCAGCT

AAAGATGAGGTAA  
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NC_039843 Perdix perdix 16699 

AAGGAGG

ATTTAGC

AGTA 

1 

CGCTTA

CCTTGT

TACGAC 

1 127 

AAATGGGACCATAACCCT

AAGCCCACTTTAAGCTGG

CCCTGGGGCACGTACATA

CCGCCCGTCACCCTCTTCA

CAGGCCACCAGTATTGAT

AAATAATACCTCACCCCC

CAGCCAAAGACGAGGTAA 

NC_039736 Asio otus 17555 

AAGGCGG

ATTTAGC

AGTA 

0 

CACTTA

CCTTGT

TACGAC 

0 120 

AAGATGGGGTCATAGTAC

CCTCTTTAAGATGGCCCTG

GGGTACGTACATACCGCC

CGTCACCCTCCTCGCAAGC

TTTTTTCCCCTATAAATAA

TACCCCTCCGAGCTAAAG

ATGAGGTAA 

NC_039096 Tringa glareola 16804 

AAGGCGG

ATTTAGT

AGTA 

1 

CACTTA

CCTTGT

TACGAC 

0 121 

AAGAGGGATCATACAAGC

CCTTTTTAAATCGGCCCTG

GGGCACGTACATACCGCC

CGTCACCCTCCTCATAAGC

TTCAACCCCACAATACAT

AATACAATTTATAGCTGA

AGATGAGGTAA 

NC_038219 Bubo bubo 18952 

AAGGCGG

ATTTAGC

AGTA 

0 

CACTTA

CCTTGT

TACGAC 

0 125 

AAGACGGAGCCATAACAT

CCTCTTTAAGGCGGCCATG

GAGCACGTACACACCGCC

CGTCACCCTCCTCACAAGC

CACAACCTACATATAACA

TCATACCACCACCTTAGGC

CAAAGATGAGGTAA 

NC_038218 Strix uralensis 18708 

AAGGCGG

ATTTAGC

AGTA 

0 

CACTTA

CCTTGT

TACGAC 

0 121 

AAGGCGGAGCCATAATAC

CCCCTTTAAGACGGCCCTG

GGACACGTACATACCGCC

CGTCACCCTCCTCACAAGC

CACACCCCCATAAAACTA

TACTACCACCCAGGCTAA

AGATGAGGTAA 

NC_038195 Milvus migrans 18016 

AAGGCGG

ATTTAGC

AGTA 

0 

CACTTA

CCTTGT

TACGAC 

0 118 

AACTGAGACAATCGAGCT

CTATTTAAACTGGCCCTGG

AGCACGTACATACCGCCC

GTCACCCTCCTCGTAGGCC

ATATCCTCCATAACTAATA

ACCCACCACGCCAAAGAT

GAGGTAA 

NC_038176 Microtus arvalis 16285 

AAGGAGG

ATTTAGT

AGTA 

2 

TGCTTA

CCTTGT

TACGAC 

2 124 

AATTAAGAATAGAGTGCT

TAATTGAATAGAGCAATG

AAGTACGTACACACCGCC

CGTCACCCTCCTCAAACTA

AATAAACGAAAACTATAC

ATAATTACATCAAACTTTT

ACGAGAGGAGATAA 

NC_037888 Cricetus cricetus 16263 

AAGGAGG

ATTTAGT

AGTA 

2 

TGCTTA

CCTTGT

TACGAC 

2 126 

AATTAAGAGTAGAGAGCT

TAGTTGAATAGAGCAATG

AAGTACGTACACACCGCC

CGTCACCCTCCTCAAACTA

GGCTGCCGATCTATATACC

TAATAACAATCAATAAGC

CTATGAGAGGAGACAA 

NC_037513 
Streptopelia 

decaocto 
17160 

AAGGCGG

ATTTAGC

AGTA 

0 

CACTTA

CCTTGT

TACGAC 

0 122 

AAGTGGGATAATATAAGC

CCTCTTTAAGCCGGCTCTG

AGGCACGTACATACCGCC

CGTCACCCTCCTCACAAGC

TCTACAGTAACCAATAAA

TAATATGCCCTCCCGCTAA

AGATGAGGTAA 

NC_036345 Sterna hirundo 16707 

AAGGCGG

ATTTAGC

AGTA 

0 

CACTTA

CCTTGT

TACGAC 

0 119 

AAGCGGGACAATAGAGCC

CCCTTTAAGTTGGCCCTGG

GGCACGTACATACCGCCC

GTCACCCTCCTCACAAGCC
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ACAAACCATCATAACTAA

TAACCCTTACGGCTGAAG

ATGAGGTAA 

NC_036956 Vipera berus 16370 

AAGGAGG

ATTTAGC

AGTA 

1 

CACTTA

CCATGT

TACGAC 

1 119 

AGATAGGAATAAAACACC

TAACTGAACATAAAGCAA

TGAAGTGCGTACACACCG

CCCGTCATCCCTGCCTACA

CCATATTAATCTATATAAA

CCTAATTAAAATCTCTAAC

CAGGGCAA 

NC_036344 
Gelochelidon 

nilotica 
16748 

AAGGCGG

ATTTAGC

AGTA 

0 

CACTTA

CCTTGT

TACGAC 

0 119 

AAGGGGGACAATAGAGCC

CCCTTTAAGTTGGCCCTGG

GGCACGTACATACCGCCC

GTCACCCTCCTCACAAGCC

ACTAACCATCATAACTAA

TAACCTTCACGGCTGAAG

ATGAGGTAA 

NC_034838 Corvus corax 16928 

AAGGCGG

ATTTAGC

AGTA 

0 

CACTTA

CCTTGT

TACGAC 

0 123 

AAGTGGGACAATCGAGCC

CTCTTTAAGCCGGCTCTGG

GACACGTACATACCGCCC

GTCACCCTCCTCACAAGC

GACCCCCAACCCCATTAC

ATTAATACGCTATCTAGCT

AAAGAGGAGGCAA 

NC_036035 Ondatra zibethicus 16348 

AAGGAGG

ATTTAGT

AGTA 

2 

TGCTTA

CCTTGT

TACGAC 

2 124 

AATTAAGAATAGAGAGCT

TAATTGAATAGAGCAATG

AAGTACGTACACACCGCC

CGTCACCCTCCTCAAACTA

AATAAACGAAATATATAC

ATAATTACATCAACAATTT

ACGAGAGGAGATAA 

NC_035806 Aquila heliaca 18067 

AAGGCGG

ATTTAGC

AGTA 

0 

CACTTA

CCTTGT

TACGAC 

0 120 

AAGTGGGACAATAAAGCC

CTACTTAAGCCGGCCCTG

AGGCACGTACATACCGCC

CGTCACCCTCCTCGCAAGC

CATAACCCATCTATAACTA

ATACCCCAACTAGCTGAA

GATGAGGTAA 

NC_035868 Alcedo atthis 17383 

AAGGCGG

ATTTAGC

AGTA 

0 

CACTTA

CCTTGT

TACGAC 

0 119 

AACCAGAATGAGAATGTC

TGATTTAAGCCGGCCCTG

GGGCACGTACATACCGCC

CGTCACCCTCCTCACAAGC

TAATAACCTACATAACTA

ATACCTATACTTGCTGAAG

ATGAGGTAA 

NC_035423 
Himantopus 

himantopus 
17378 

AAGGCGG

ATTTAGC

AGTA 

0 

CACTTA

CCTTGT

TACGAC 

0 121 

AAACGGGACAATGAAGCC

CGCTTTAAGTCGGCCCTGG

GGCACGTACATACCGCCC

GTCACCCTCCTCATAAGCT

ACAAACCCCCATTAATTTA

ATACACCACTAAGCTGAA

GATGAGGTAA 

NC_001665 Rattus norvegicus 16313 

AAGGAGG

ATTTAGT

AGTA 

2 

TGCTTA

CCTTGT

TACGAC 

2 126 

AATTAAGAATAGAGAGCT

TAATTGAATAGAGCAATG

AAGTACGCACACACCGCC

CGTCACCCTCCTCAAATTA

GATTGGCATTCATATATAC

ATAATTTCACTAACAAATT

TATGAGAGGAGATAA 

NC_005089 Mus musculus 16299 

AAGGAGG

ATTTAGT

AGTA 

2 

TGCTTA

CCTTGT

TACGAC 

2 125 

AATTAAGAATAGAGAGCT

TAATTGAATTGAGCAATG

AAGTACGCACACACCGCC

CGTCACCCTCCTCAAATTA

AATTAAACTTAACATAATT

AATTTCTAGACATCCGTTT

ATGAGAGGAGATAA 
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NC_034237 
Haematopus 

ostralegus 
16798 

AAGGCGG

ATTTAGC

AGTA 

0 

CACTTA

CCTTGT

TACGAC 

0 120 

AAGTGGAACCATAAAGCC

CACTTTAAGTCGGCCCTGG

GGCACGTACATACCGCCC

GTCACCCTCCTCACAAGCC

ATAGATCACCATAATTTA

ATTCATCACTCGGCTGAA

GATGAGGTAA 

NC_034227 Myotis bechsteinii 17151 

AAGGTGG

ATTTAGC

AGTA 

1 

CACTTA

CCTTGT

TACGAC 

0 131 

AATTAAGAGTAGAGAGCT

TAATTGAATGTTGGCCATA

AGGCACGCACACACCGCC

CGTCACCCTCCTCAAATAA

AACAATATTAAATATACC

CTAAATGATATACAAATA

TTAATCTATGAGAGGAGA

CAA 

NC_033974 Tringa ochropus 16906 

AAGGCGG

ATTTAGT

AGTA 

1 

CACTTA

CCTTGT

TACGAC 

0 122 

AAGAGGGATAATATAAGC

CCCCTTTAAATCGGCCCTA

GGGCACGTACATACCGCC

CGTCACCCTCTTCACAAGC

TCCAATTCTACATGTACTT

AACACAACCAATAGCTGA

AGATGAGGTAA 

NC_033347 Vespertilio murinus 16721 

AAGGTGG

ATTTAGT

AGTA 

2 

CACTTA

CCTTGT

TACGAC 

0 125 

AATTAAGAATAGAGTGCT

TAATTGAATAGGGCCATG

AGGCACGCACACACCGCC

CGTCACCCTCCTCAAGTAA

TACTTATTAATTTTTTCAT

AAAACTTTTAATACCATTT

ATAAGAGGAGATAA  

NC_031802 
Cricetulus 

migratorius 
16246 

AAGGAGG

ATTTAGT

AGTA 

2 

TGCTTA

CCTTGT

TACGAC 

2 126 

AATTAAGAGTAGAGAGCT

TAATTGAATAGAGCAATG

AAGTACGTACACACCGCC

CGTCACCCTCCTCAAACTG

GGCTGCCAAACCCTATAC

CTAATAACAACCATTAAG

CTCACGAGAGGAGATAA 

NC_030585 Tringa erythropus 16683 

AAGGCGG

ATTTAGC

AGTA 

0 

CACTTA

CCTTGT

TACGAC 

0 121 

AAGAGGGACAATACAAGC

CCCCTTTAAACCGGCCCTG

GGGCACGTACATACCGCC

CGTCACCCTCCTCATAAGC

TCCAACTTCCCAATACTTA

ATAAAACTTATAGCTGAA

GATGAGGTAA 

NC_026223 Periparus ater 16783 

AAGGCGG

ATTTAGC

AGTA 

0 

CACTTA

CCTTGT

TACGAC 

0 124 

AAGTGGGACAATCGAGCC

CTCTTTAAGCCGGCCCTGG

GACACGTACATACCGCCC

GTCACCCTCCTCAAAAGC

GACCCCAACCCCCCCATA

AACTAATAAGCTACTCAG

CCAAAGATGAGGTAA 

NC_002069 Corvus frugilegus 16931 

AAGGCGG

ATTTAGC

AGTA 

0 

CACTTA

CCTTGT

TACGAC 

0 123 

AAGTGGGACAATCGAGCC

CTCTTTAAGCCGGCCCTGG

GACACGTACATACCGCCC

GTCACCCTCCTCAAAAGC

GACCCAAACCCCTAATAC

ATTAATACGCTATTCAGCT

AAAGAGGAGGCAA 

NC_029147 Turdus philomelos 18540 

AAGGCGG

ATTTAGC

AGTA 

0 

CACTTA

CCTTGT

TACGAC 

0 122 

AAGAGAGACAATCGAGCC

CTCTTTAAGCCGGCTCTGG

AGCACGTACATACCGCCC

GTCACCCTCCTCATAAGCG

CCCAACACACCCAATACC

TAATAAGCCATCCAGCTA

AAGAGGAGGTAA 

NC_029862 
Dendrocopos 

leucotos 
16838 

AAGGCGG

ATTTAGC

AGTA 

0 

CACTTA

CCTTGT

TACGAC 

0 122 

AAACATGATCATCACGCC

TGTCTTAAGTCGGCCCTGG

GACACGTACATACCGCCC
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GTCACCCTCCTCACAAGC

AAACTTTTCCCCCTTCAAT

CAAAACCACAACTCGCTA

AAGATGAGGCAA 

NC_029837 Regulus regulus 16847 

AAGGCGG

ATTTAGC

AGTA 

0 

CACTTA

CCTTGT

TACGAC 

0 122 

AAGTGGGACAATCGAGCC

CTCTTTAAGCCGGCCCTGG

GACACGTACATACCGCCC

GTCACCCTCCTCAAAGGC

GAACCAACACCCCATAAA

TTAATAAGCTATCCAGCC

AAAGATGAGGTAA  

NC_029346 Myotis myotis 17213 

AAGGTGG

ATTTAGT

AGTA 

2 

CACTTA

CCTTGT

TACGAC 

0 136 

AACTAAGAATAGAGAGCT

TAGTTGAATATGGCCATA

AGGCACGCACACACCGCC

CGTCACCCTCCTCAAATAA

AACAATATTAAATATATCT

TAGATAATATATATACAT

AGATATTGACACATGAGA

GGAGACAA 

NC_029360 Sturnus vulgaris 16793 

AAGGCGG

ATTTAGC

AGTA 

0 

CACTTA

CCTTGT

TACGAC 

0 122 

AAGTGGGACCATCGAGCC

CTCTTTAAGCCGGCCCTGG

GACACGTACATACCGCCC

GTCACCCTCCTCAAAGGC

GAACCAACTCCCCCATAC

CTAATAAGCTATCCAGCC

AAAGAGGAGGTAA 

NC_029229 Motacilla alba 16826 

AAGGCGG

ATTTAGC

AGTA 

0 

CACTTA

CCTTGT

TACGAC 

0 122 

AAGTGGGACAATCGAGCC

CTCTTTAAGCCGGCCCTGG

GGCACGTACATACCGCCC

GTCACCCTCCTCATAGGCG

CCCCCTCCCACTATAAATT

AATAAGCCATGCAGCCAA

AGATGAGGTAA 

NC_029189 Buteo lagopus 18559 

AAGGCGG

ATTTAGT

AGTA 

1 

CACTTA

CCTTGT

TACGAC 

0 119 

AACTGGGACAATAAAGCC

CTATTTAAGCTGGCCCTGA

GGCACGTACATACCGCCC

GTCACCCTCCTCGCAGGCT

ATACCCCCACATAACTAA

TAACCCACTATGCCAAAG

ATGAGGTAA 

NC_028346 Spatula clypeata 16599 

AAGGAGG

ATTTAGC

AGTA 

1 

CACTTA

CCTTGT

TACGAC 

0 120 

AAGCGGGATAATAGAGCC

CGCTTTAAGCCGGCCCTA

GGGCACGTACATACCGCC

CGTCACCCTCCTCATAAGC

CACATCCCCACATAACTA

ATACTACTTAAATGCCAA

AGATGAGGTAA 

NC_028310 Felis silvestris 16640 

AAGGAGG

ATTTAGT

AGTA 

2 

TGCTTA

CCTTGT

TACGAC 

2 124 

AATTTGAGAATAGAGAGC

TCAATTGAATCGGGCCAT

GAAGCACGCACACACCGC

CCGTCACCCTCCTCAAGTG

GTAACTCCCAAAAAAACC

TATTTAAATCATCACACCC

ACAAGAGGAGATAA  

NC_028188 Turdus merula 16733 

AAGGCGG

ATTTAGC

AGTA 

0 

CACTTA

CCTTGT

TACGAC 

0 122 

AAGAGAGACAATTGAGCC

CTCTTTAAGCCGGCTCTGG

AGCACGTACATACCGCCC

GTCACCCTCCTCATAAGCG

ACCAATACACCCCATACC

TAATAAGCCATCCAGCTA

AAGAGGAGGTAA 

NC_028178 Upupa epops 16562 

AAGGCGG

ATTTAGT

AGTA 

1 

CACTTA

CCTTGT

TACGAC 

0 121 

AAGGGGGACAATAATACT

CCCTTTAAACAGGCCCTG

GAGCACGTACATACCGCC

CGTCACCCTCCTCGCAAGC

CCATTCCACAGCATAATTA

ATACCACACACTCGCTGA
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AGATGAGGTAA 

NC_028176 Sternula albifrons 16357 

AAGGCGG

ATTTAGC

AGTA 

0 

CACTTA

CCTTGT

TACGAC 

0 119 

AAGTGGGACAATAGAGCC

CTCTTTAAGTTGGCCCTGG

GATACGTACATACCGCCC

GTCACCCTCCTCATAAGCC

ACCAATCACCATAACTAA

TAACCTTCGCGGCTAAAG

ATGAGGTAA 

NC_028174 Dendrocopos major 16845 

AAGGCGG

ATTTAGC

AGTA 

0 

CACTTA

CCTTGT

TACGAC 

0 121 

AAACATGATCATCACACC

TGTCTTAAGTCGGCCCTGG

GACACGTACATACCGCCC

GTCACCCTCCTCACAAGC

AAACTTTCCCCCTTCAATC

AAAACCACAACTCGCTAA

AGATGAGGTAA 

NC_028162 Otus scops 17413 

AAGGCGG

ATTTAGA

AGTA 

1 

CACTTA

CCTTGT

TACGAC 

0 124 

AAAAAGGAACCATAAAGC

CTTCTTTAACCCGGCCCTG

GGACACGTACATACCGCC

CGTCACCCTCCTCATAAGC

CACAACCCCCACAAACTT

ATACCCCTCCACCCAAGCT

AGAGATGAGGTAA 

NC_028013 
Mustela 

eversmannii 
16463 

AAGGTGG

ATTTAGT

AGTA 

2 

TGCTTA

CCTTGT

TACGAC 

2 123 

AATTAAGAATAGAGAGCT

TAATTGAATAGGGCCATG

AAGCACGCACACACCGCC

CGTCACCCTCCTCAAGCA

ACATACCCAAACATTACA

TAATAAAAGTAAACCTAA

AGCAAGAGGAGACAA 

NC_027963 Sorex araneus 16887 

AAGGAGG

ATTTAGT

AGTA 

2 

TGCTTA

CCTTGT

TACGAC 

2 125 

AGTTGAGAATAGAGTGCT

CAACTGAATCAGGCCATG

AAGCACGCACACACCGCC

CGTCACCCTCTTCAAGTAC

CCTAGACTATACTAATATA

TAATTACAAGTCCCCCAGT

ATTAGAAGAGATAA  

NC_027933 Motacilla cinerea 16835 

AAGGCGG

ATTTAGC

AGTA 

0 

CACTTA

CCTTGT

TACGAC 

0 122 

AAGTGGGACAATCGAGCC

CTCTTTAAGCCGGCCCTGG

GGCACGTACATACCGCCC

GTCACCCTCCTCATAGGCG

CCCCCTCCCACTATAAATT

AATAAGCTATGCAGCCAA

AGATGAGGTAA 

NC_027932 Micromys minutus 16232 

AAGGAGG

ATTTAGT

AGTA 

2 

TGCTTA

CCTTGT

TACGAC 

2 125 

AATTAAGAATAGAGTGCT

TAATTGAATTGAGCAATG

AAGTACGCACACACCGCC

CGTCACCCTCCTCAAACTA

TGCCTAAAAAAAAATAAA

TAATTAATAACAACAGGC

TTACGAGAGGAGATAA 

NC_027096 Cygnus olor 16739 

AAGGAGG

ATTTAGC

AGTA 

1 

CACTTA

CCTTGT

TACGAC 

0 119 

AAGCGGGACAATAGAGCC

CCCTTTAAGCCGGCCCTGG

GGCACGTACATACCGCCC

GTCACCCTCCTCAAAAGCT

ACATCCCACATAACTAAT

ACCACTAACACGCTAAAG

ATGAGGTAA 

NC_027095 Cygnus cygnus 16724 

AAGGAGG

ATTTAGC

AGTA 

1 

CACTTA

CCTTGT

TACGAC 

0 119 

AAGTGGGACAATAGAGCC

TACTTTAAGCCGGCCCTGG

GGCACGTACATACCGCCC

GTCACCCTCCTCAAAAGCT

ATATCCCCCATAACTAATA

CCATTAACACGCTAAAGA

TGAGGTAA 

NC_027606 Asio flammeus 18966 
AAGGCGG

ATTTAGC
0 

CACTTA

CCTTGT
0 119 

AAGATGGAGCCATAACAT

CCTCTTTAAGATGGCCCTG
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AGTA TACGAC GGGTACGTACATACCGCC

CGTCACCCTCCTCGCAAGC

TACTCCCCCCATAAATAAT

ACCCCTCAAAGCTAAAGA

TGAGGTAA 

NC_012431 Anguis fragilis 17479 

AAGGCGG

ATTTAGC

AGTA 

0 

CGCTTA

CCATGT

TACGAC 

2 117 

AAACAAGCAAGAGTGCTT

TTTTAAAAACAGCCCTGG

AGCGCGCACACACCGCCC

GTCACCCTCCTCAATAACC

ACCGACTCTAAAACTATA

AAACCACAAACCACCAGA

TGAGGCAA 

NC_025579 Falco columbarius 17516 

AAGGCGG

ATTTAGC

AGTA 

0 

CACTTA

CCTTGT

TACGAC 

0 122 

AAGCAGGATAACATAAGC

CTACTTTAAGCCGGCCCTG

GGGCACGTACATACCGCC

CGTCACCCTCCTCACAAGC

TACCAACCCATAATAACT

AATCCACCACTATAGCCA

AAGATGAGGTAA 

NC_027420 
Recurvirostra 

avosetta 
16897 

AAGGAGG

ATTTAGC

AGTA 

1 

CACTTA

CCTTGT

TACGAC 

0 120 

AACCGGGACAATGAAGCC

CGCTTTAAGTCGGCCCTGG

GGCACGTACATACCGCCC

GTCACCCTCCTCACAAGCT

ACAAACCTTCATAATTCA

ATATGTTATTAAGCTGAA

GATGAGGTAA 

NC_027267 Phalacrocorax carbo 18995 

AAGGCGG

ATTTAGC

AGTA 

0 

CACTTA

CCTTGT

TACGAC 

0 120 

AAGCGGGACAATAGAGCC

CCCTTTAAACCGGCCCTGA

GGCACGTACATACCGCCC

GTCACCCTCCTCACAAGCC

ACAAATACCCCATAACTA

ATACCCCTGCCGGCCAAA

GATGAGGTAA 

NC_027237 Nyctalus noctula 17478 

AAGGAGG

ATTTAGT

AGTA 

2 

CACTTA

CCTTGT

TACGAC 

0 126 

AATTAAGAATAGAGTGCT

TAATTGAATAAGGCCATG

AGGCACGCACACACCGCC

CGTCACCCTCCTCAAGCA

AAACATTATTATTTTTCGT

AAACCCTAATAAATATAA

TCCGTGAGAGGAGATAA 

NC_026911 Poecile palustris 16824 

AAGGCGG

ATTTAGC

AGTA 

0 

CACTTA

CCTTGT

TACGAC 

0 124 

AAGTGGGATAATCAAGCC

CTCTTTAAGCCGGCCCTGG

GACACGTACATACCGCCC

GTCACCCTCCTCAAAAGC

GACCCCAAACCCCCCATA

AACTAATAAGCTACTCAG

CCAAAGATGAGGTAA 

NC_024640 Tadorna ferruginea 16639 

AAGGAGG

ATTTAGC

AGTA 

1 

CACTTA

CCTTGT

TACGAC 

0 120 

AAATGGGACAATAGAGCT

CATTTTAAGCCGGCCCCA

GGGCACGTACATACCGCC

CGTCACCCTCTTCACAGGC

CACACCCGCACATAACTA

ATACCATTAACATGCCAA

AGATGAGGTAA 

NC_026715 Falco cherrug 18059 

AAGGCGG

ATTTAGC

AGTA 

0 

CACTTA

CCTTGT

TACGAC 

0 122 

AAGCAGGATAACATAAGC

CTACTTTAAGTTGGCCCTG

AGGCACGTACATACCGCC

CGTCACCCTCCTCACAAGC

TACCAACCCCAGATAACT

AACCCTCTACTACAGCCA

AAGATGAGGTAA 

NC_025923 Botaurus stellaris 20350 

AAGGCGG

ATTTAGT

AGTA 

1 

CACTTA

CCTTGT

TACGAC 

0 119 

AAGCAGGACAATTAAGCC

TCCTTTAAACCGGCCCTGG

GGTACGTACATACCGCCC

GTCACCCTCCTCACAAGCC

ACCTAATCCTATAACTAAT

ATAACACCCAGCTGAAGA
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TGAGGTAA 

NC_025919 Ardea purpurea 18722 

AAGGCGG

ATTTAGC

AGTA 

0 

CACTTA

CCTTGT

TACGAC 

0 119 

AAGCAGGATTATAAGGCC

TGCTTTAAACTGGCCCTGG

GGCACGTACATACCGCCC

GTCACCCTCCTCACAAGCT

ACTAAGTCCAATAGCTAA

TACAACACCCAGCCGAAG

ATGAGGTAA 

NC_025917 Bubulcus ibis 18959 

AAGGCGG

ATTTAGC

AGTA 

0 

CACTTA

CCTTGT

TACGAC 

0 119 

AAGTAGGATTATAAAGCC

TGCTTTAAACTGGCCCTGG

GGCACGTACATACCGCCC

GTCACCCTCTTCACAAGCT

ACTGAGCCTAATAACTAA

TACAACACCCAGCCGAAG

ATGAGGTAA 

NC_025599 Fringilla coelebs 16801 

AAGGCGG

ATTTAGC

AGTA 

0 

CACTTA

CCTTGT

TACGAC 

0 122 

AAGTGGGACAATCGAGCC

CTCTTTAAGCCGGCCCTGG

GACACGTACATACCGCCC

GTCACCCTCCTCACAAGC

GCCCCCTACCCCCATAAAT

TAATAAGCCATTCAGCCG

AAGAGGAGGTAA 

NC_025649 
Chroicocephalus 

ridibundus 
16807 

AAGGCGG

ATTTAGC

AGTA 

0 

CACTTA

CCTTGT

TACGAC 

0 119 

AAGCGGGACAATAGAGCC

CCCTTTAAGTTGGCTCTGG

GGCACGTACATACCGCCC

GTCACCCTCCTCACAAGCC

ACCAACAACCATAACTAA

TAAACCTTATGGCTAAAG

ATGAGGTAA 

NC_025637 Vanellus vanellus 16795 

AAGGCGG

ATTTAGC

AGTA 

0 

CACTTA

CCTTGT

TACGAC 

0 120 

AAGCGGAACAATAATGTC

CACTTTAAGTCGGCTCTGA

GGCACGTACATACCGCCC

GTCACCCTCCTCACAAGCT

ATAAGCCCCTATAACTCA

ATACACCTTTCAGCTGAA

GATGAGGTAA 

NC_025625 Pyrrhula pyrrhula 16831 

AAGGCGG

ATTTAGC

AGTA 

0 

CACTTA

CCTTGT

TACGAC 

0 121 

AAGTGGGACAATCGAGCC

CTCTTTAAGCCGGCCCTGG

GGCACGTACATACCGCCC

GTCACCCTCCTCATAGGCG

CCCCCTCCCACATAAATTA

ATAAGCCATCCAGCCAAA

GATGAGGTAA 

NC_025623 Loxia curvirostra 16805 

AAGGCGG

ATTTAGC

AGTA 

0 

CACTTA

CCTTGT

TACGAC 

0 122 

AAGTGGGACAATCGAGCC

CTCTTTAAGCCGGCCCTGG

GGCACGTACATACCGCCC

GTCACCCTCCTCATAGGCG

CCCCCCCCCCCCATACATT

AATAAGCTATCCAGCCAA

AGATGAGGTAA 

NC_025614 
Coccothraustes 

coccothraustes 
16823 

AAGGCGG

ATTTAGC

AGTA 

0 

CACTTA

CCTTGT

TACGAC 

0 120 

AAGTGGGACAATCGAGCC

CTCTTTAAGCTGGCCCTGG

GGCACGTACATACCGCCC

GTCACCCTCCTCATAGGCG

CCCCCCCCCCATAAATTAA

TAAGCCATCTAGCCAAAG

ATGAGGTAA 

NC_025611 Passer domesticus 16802 

AAGGCGG

ATTTAGC

AGTA 

0 

CACTTA

CCTTGT

TACGAC 

0 122 

AAGCGGGACAATCGAGCC

CTCTTTAAGCCGGCTCTGG

GACACGTACATACCGCCC

GTCGCCCTCCTCGCAGGC

GCCCCCCCCCCCCATAAA

CTAATAAGCTATCCAGCC

GAAGATGAGGTAA 

NC_025580 Accipiter nisus 18647 
AAGGCGG

ATTTAGC
0 

CACTTA

CCTTGT
0 119 

AAATGGGACAATAAAGCC

CAATTTAAGCCGGCCCTG
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AGTA TACGAC AGGCACGTACATACCGCC

CGTCACCCTCCTCGTAGGC

CCTACCTCTTAATAACTAA

TACCCCCTACTGCCAAAG

ATGAGGTAA 

NC_025559 Neomys fodiens 17260 

AAGGAGG

ATTTAGT

AGTA 

2 

TGCTTA

CCTTGT

TACGAC 

2 123 

AGCCAAGAATAGAGTGCT

TGACTGAATTAGGCCATG

AAGCACGCACACACCGCC

CGTCACCCTCCTCAAGTAC

ATAAACTAAAATATTCCT

AATTTAATGGTAATACGT

ATTAGAGGAGATAA  

NC_025521 Scolopax rusticola 16984 

AAGGCGG

ATTTAGC

AGTA 

0 

CACTTA

CCTTGT

TACGAC 

0 122 

AAGCTGGACAATACAAGC

CTACTTTAAACTGGCCCTG

GGGCACGTACATACCGCC

CGTCACCCTCCTCACAGGC

TACAATCATCATAATACAT

AATACGAATTAAAGCTGA

AGACGAGGTAA 

NC_025516 Mustela erminea 16471 

AAGGTGG

ATTTAGT

AGTA 

2 

TGCTTA

CCTTGT

TACGAC 

2 122 

AATTAAGAATAGAGAGCT

TAATTGAATAGGGCCATG

AAGCACGCACACACCGCC

CGTCACCCTCCTCAAGCA

ACACACACAAACACTACA

TAATAAAATATACCCAAA

GCAAGAGGAGACAA 

NC_025500 Fulica atra 17029 

AAGGAGG

ATTTAGT

AGTA 

2 

CACTTA

CCTTGT

TACGAC 

0 119 

AAGGGAGATAAGAATGCC

CCCTTAAACTCGGCCCTGG

AGCACGTACATACCGCCC

GTCACCCTCTTCACAGCCC

CCAACACCTGTAACTAAC

ACGCCCACCGGGCCAAAG

ACGAGGTAA 

NC_024821 Passer montanus 16887 

AAGGCGG

ATTTAGC

AGTA 

0 

CACTTA

CCTTGT

TACGAC 

0 125 

AAGCGGGACAATCGAGCC

CTCTTTAAGCCGGCCCTGG

GACACGTACATACCGCCC

GTCACCCTCCTCGCAGGC

GCCCCCCCCCCCCCCCATA

AATTAATAAGCTATCCAG

CCGAAGATGAGGTAA 

NC_024922 Netta rufina 16625 

AAGGCGG

ATTTAGC

AGTA 

0 

CACTTA

CCTTGT

TACGAC 

0 120 

AAGCAGGATAATAAAGCC

CGCTTTAAGCCGGCCCTA

GGGCACGTACATACCGCC

CGTCACCCTCCTCACAAGC

CACACTCCCACATAACTA

ATACCACCAAAATGCCAA

AGATGAGGTAA 

NC_021749 Martes martes 16486 

AAGGTGG

ATTTAGT

AGTA 

2 

CGCTTA

CCTTGT

TACGAC 

1 123 

AATTAAGAATAGAGAGCT

TAATTGAATAGGGCCATG

AAGCACGCACACACCGCC

CGTCACCCTCCTCAAGCG

ATACATTCAACCATTACAT

AATACAAACTAAACTAAA

GCAAGAGGAGATAA 

NC_024750 Tadorna tadorna 16604 

AAGGAGG

ATTTAGC

AGTA 

1 

CACTTA

CCTTGT

TACGAC 

0 120 

AAGCGGGACAATAAAGCT

CGCTTTAAGCCGGCCCTA

GGGCACGTACATACCGCC

CGTCACCCTCCTCATAAGC

CACACCCCCACATAATTA

ATACCACGTAAATGCCAA

AGATGAGGTAA 

NC_024631 Anas acuta 16599 

AAGGAGG

ATTTAGC

AGTA 

1 

CACTTA

CCTTGT

TACGAC 

0 120 

AAGCGGGACAATAGAGCC

CACTTTAAGCCGGCCCTA

GGGCACGTACATACCGCC

CGTCACCCTCCTCACAAGC

CACGTCCCCACATAACTA

ATACCACGTAAATGCCAA
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AGATGAGGTAA 

NC_024602 Aythya ferina 16616 

AAGGCGG

ATTTAGC

AGTA 

0 

CACTTA

CCTTGT

TACGAC 

0 120 

AAGCGGGATAATAGAGCC

CACTTTAAGCCGGCCCTA

GGGCACGTACATACCGCC

CGTCACCCTCCTCACAAGC

CATACCCCCACATAACTA

ATACCACTAAAATGCCAA

AGATGAGGTAA 

NC_024595 Aythya fuligula 16616 

AAGGCGG

ATTTAGC

AGTA 

0 

CACTTA

CCTTGT

TACGAC 

0 120 

AAGCAGGATAATAAAGCC

CACTTTAAGCCGGCCCTA

GGGCACGTACATACCGCC

CGTCACCCTCCTCACAAGC

CATATCCCCACATAACTA

ATACCACTAAAATGCCAA

AGATGAGGTAA 

NC_024594 
Tachybaptus 

ruficollis 
16688 

AAGGCGG

ATTTAGC

AGTA 

0 

CGCTTA

CCTTGT

TACGAC 

1 119 

AAGTGGAACAATACAGTC

CTCTTTAAGCTGGCTCTGG

GGCACGTACATACCGCCC

GTCACCCTCCTCACAAGCT

ACCAAACCCTATAACTAA

TACCCACACCAGCTGAAG

ATGAGGTAA 

NC_021621 Ficedula albicollis 16787 

AAGGCGG

ATTTAGC

AGTA 

0 

CACTTA

CCTTGT

TACGAC 

0 122 

AAGCGGGACAATCGAGCC

CTCTTTAAGCCGGCTCTGG

GGCACGTACATACCGCCC

GTCACCCTCCTCACAAGC

GACCAACACACCCTATAC

CTAATAAGCCATTCAGCT

GAAGATGAGGTAA 

NC_024087 Aquila chrysaetos 17332 

AAGGCGG

ATTTAGC

AGTA 

0 

CACTTA

CCTTGT

TACGAC 

0 120 

AAGTGGGACAATAAAGCC

CTACTTAAGCCGGCCCTG

AGGCACGTACATACCGCC

CGTCACCCTCCTCGCAAGC

CATAACCCATCTATAACTA

ATAACCCAACTAGCTGAA

GATGAGGTAA 

NC_024048 
Fringilla 

montifringilla 
16807 

AAGGCGG

ATTTAGC

AGTA 

0 

CACTTA

CCTTGT

TACGAC 

0 122 

AAGTGGGACAATCGAGCC

CTCTTTAAGCCGGCCCTGG

GACACGTACATACCGCCC

GTCACCCTCCTCACAAGC

GCCCCCTACCCCCATAAAT

TAATAAGCTATTCAGCCG

AAGAGGAGGTAA 

NC_024107 Cecropis daurica 17949 

AAGGAGG

ATTTAGC

AGTA 

1 

CACTTA

CCTTGT

TACGAC 

0 121 

AAAAGGGAAAATCGAGCC

CTTTTTAAGACGGCCCTGG

GACACGTACATACCGCCC

GTCACCCTCCTCAAAAGC

AACCAATTACCCCATAAC

TAATACGCTTCCCAGCCA

AAGAGGAGGTAA 

NC_023981 Egretta garzetta 17361 

AAGGCGG

ATTTAGT

AGTA 

1 

CACTTA

CCTTGT

TACGAC 

0 119 

AAACAGGATAATAAAGCC

TGCTTTAAACTGGCTCTGG

GGCACGTACATACCGCCC

GTCACCCTCTTCATAAGCT

GCTAGTCCCAATAATTAAT

ACTACATCAAGCCAAAGA

TGAGGTAA 

NC_023969 Aix galericulata 16605 

AAGGAGG

ATTTAGC

AGTA 

1 

CACTTA

CCTTGT

TACGAC 

0 120 

AAATGAGATAATAAAGCC

CATTTTAAGCCGGCCCTAG

GGCACGTACATACCGCCC

GTCACCCTCCTCACAAGCC

ACACTCCCACATAACTAA

TACCCTAAACATGCTAAA

GATGAGGTAA 

NC_023946 Ciconia nigra 17795 
AAGGCGG

ATTTAGC
0 

CACTTA

CCTTGT
0 120 

AAGAGGGATCATAAAGCC

CCCTTTAAACCGGCCCTGG
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AGTA TACGAC GGCACGTACATACCGCCC

GTCACCCTCCTCATAAGCT

ATTAAACCACTATAACTA

ATACCCCCACCAGCCAAA

GACGAGGTAA 

NC_022452 Anas crecca 16601 

AAGGAGG

ATTTAGC

AGTA 

1 

CACTTA

CCTTGT

TACGAC 

0 120 

AAGCGGGATAATAAAGCC

CGCTTTAAGCCGGCCCTA

GGGCACGTACATACCGCC

CGTCACCCTCCTCACAAGC

CACACCCCCACATAACTA

ATACCACGTAAATGCCAA

AGATGAGGTAA 

NC_020425 Alauda arvensis 17018 

AAGGCGG

ATTTAGC

AGTA 

0 

CACTTA

CCTTGT

TACGAC 

0 125 

AAGTGGGACAATCGAGCC

CTCTTTAAGCCGGCCCTAG

GGCACGTACATACCGCCC

GTCACCCTCCTCAAAAGC

GACCCCCCCCCCCCCCATA

AATTAATAAGTTTCCCAGC

CAAAGAGGAGGTAA 

NC_020684 Capreolus capreolus 16358 

AAGGAGG

ATTTAGC

AGTA 

1 

TGCTTA

CCTTGT

TACGAC 

2 125 

AACTAAGAATAGAGTGCT

TAGTTGAATTAGGCAATG

AAGCACGCACACACCGCC

CGTCACCCTCCTCAAATAA

GCAAAATACATTTAAATTT

ATTTATACGTATAAACCAT

ATGAGAGGAGACAA 

NC_020643 Martes foina 16530 

AAGGCGG

ATTTAGT

AGTA 

1 

TGCTTA

CCTTGT

TACGAC 

2 123 

AATTAAGAATAGAGAGCT

TAATTGAATAGGGCCATG

AAGCACGCACACACCGCC

CGTCACCCTCCTCAAGCG

ATACATTTAACCATTACAT

AATGCAAACTAAACTTAA

GCAAGAGGAGATAA 

NC_020639 Mustela nivalis 16512 

AAGGCGG

ATTTAGT

AGTA 

1 

TGCTTA

CCTTGT

TACGAC 

2 122 

AATTAAGAATAGAGAGCT

TAATTGAATAGGGCCATG

AAGCACGCACACACCGCC

CGTCACCCTCCTCAAGCA

ATACACCCAAACACTACA

TAATAAAACTCACTCAAA

GCAAGAGGAGACAA 

NC_020638 Mustela putorius 16523 

AAGGTGG

ATTTAGT

AGTA 

2 

TGCTTA

CCTTGT

TACGAC 

2 123 

AATTAAGAATAGAGAGCT

TAATTGAATAGGGCCATA

AAGCACGCACACACCGCC

CGTCACCCTCCTCAAGCA

ACACACTCAAATACTACA

TAATAAAAGTAAACCTAA

AGCAAGAGGAGACAA 

NC_020577 Grus grus 16649 

AAGGCGG

ATTTAGC

AGTA 

0 

CACTTA

CCTTGT

TACGAC 

0 120 

AAGTGGGATAATAATGCC

CTCTTTAAACCGGCCCTGG

GGCACGTACACACCGCCC

GTCACCCTCTTCACAAGCT

ACAGATTCTCATAAATAA

TTACACTAATTAGCCAAA

GACGAGGTAA 

NC_011818 Accipiter gentilis 18266 

AAGGCGG

ATTTAGC

AGTA 

0 

CACTTA

CCTTGT

TACGAC 

0 118 

AAATGGGATAATAAAGCC

CTATTTAAGCTGGCCCTGA

GGCACGTACATACCGCCC

GTCACCCTCCTCGTAGGCC

ATAAACCCCATAACTAAT

AGCCTATACTGCCAAAGA

TGAGGTAA 

NC_016428 Apodemus agrarius 16263 

AAGGAGG

ATTTAGT

AGTA 

2 

TGCTTA

CCTTGT

TACGAC 

2 124 

AATTAAGAATAGAGAGCT

TAGTTGAATTGAGCAATG

AAGTACGCACACACCGCC

CGTCACCCTCCTCAAACTA

AATAAACTAAACTATACA

TAATTCATAAACAAAATTT
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ACGAGAGGAGATAA 

NC_016191 
Rhinolophus 

ferrumequinum 
16839 

AAGGTGG

ATTTAGT

AGTA 

2 

CGCTTA

CCTTGT

TACGAC 

1 125 

AACCAAGAACAAAGAGCT

TGGTTGAATTAGGCCATG

AAGCACGCACACACCGCC

CGTCACCCTCCTCAAATAT

AAAGGTACCACCCAAACC

TATTAACACGTACCCACA

ACATGAGAGGAGATAA 

NC_015810 Garrulus glandarius 16930 

AAGGCGG

ATTTAGC

AGTA 

0 

CACTTA

CCTTGT

TACGAC 

0 123 

AAGAGAGACAATCGAGCC

CTCTTTAAGCCGGCTCTGG

GACACGTACATACCGCCC

GTCACCCTCCTCACAAGC

GACCAAACCCCTTAATAC

ATTAATACGCTACTCAGCT

AAAGAGGAGGCAA 

NC_015807 
Nycticorax 

nycticorax 
17829 

AAGGCGG

ATTTAGT

AGTA 

1 

CACTTA

CCTTGT

TACGAC 

0 119 

AAGCAGGACAATAGAGCC

TTCTTTAAACTGGCCCTGG

GGCACGTACATACCGCCC

GTCACCCTCTTCACAAGCT

ACTAAACTTAATAGTTAAT

ACAGCACCCAGCCGAAGA

TGAGGTAA 

NC_015790 Triturus cristatus 16564 

AAGGAGG

ATTTAGC

AGTA 

1 

AACTTA

CCATGT

TACGAC 

2 118 

AAAAGAAAAAAGAGCGTT

CTTTTTAAACCGGCAATGG

AGCGCGCACACACCGCCC

GTCACCCTCTTCAAGAACT

ATTAGATATTAAATAAAC

AAAGAAGAAAAAAGAAG

AAGAGGCAA 

NC_015484 Plecotus auritus 16900 

AAGGTGG

ATTTAGT

AGTA 

2 

CACTTA

CCTTGT

TACGAC 

0 128 

AATTAAGAATAGAGTGCT

TAATTGAATCCGGCCATG

AGGCACGCACACACCGCC

CGTCACCCTCCTCAAGTAA

AAAATATTAATTACTACCT

AAAATATAAATAATATTA

ACTTATGAGAGGAGATAA 

NC_015236 Gallinula chloropus 17027 

AAGGAGG

ATTTAGT

AGTA 

2 

CACTTA

CCTTGT

TACGAC 

0 119 

AAGGGGGACAAGAATGCC

CCCTTAAACCCGGCCCTG

GAGCACGTACATACCGCC

CGTCACCCTCTTCACAGCC

CCCAATATCCATAACTAA

CACGCCCACTAGGCCAAA

GATGAGGTAA 

NC_015200 Pica pica 16939 

AAGGCGG

ATTTAGC

AGTA 

0 

CACTTA

CCTTGT

TACGAC 

0 123 

AAGTGGGACTATCGAGCC

CTCTTTAAGCCGGCTCTGG

GACACGTACATACCGCCC

GTCACCCTCCTCGCAAGC

GACCCAAACCCTAATTAC

ATTAATACGCTACTCAGCT

AAAGAGGAGGCAA 

NC_015198 Spinus spinus 16828 

AAGGCGG

ATTTAGC

AGTA 

0 

CACTTA

CCTTGT

TACGAC 

0 123 

AAGTGGGACAATCGAGCC

CTCTTTAAGCCGGCCCTGG

GACACATACATACCGCCC

GTCACCCTCCTCATAGGCG

CCCCCCCCCCCCCATAAAT

TAATAAGCTATCCAGCCA

AAGATGAGGTAA 

NC_014046 Otis tarda 16849 

AAGGCGG

ATTTAGA

AGTA 

1 

CACTTA

CCTTGT

TACGAC 

0 119 

AAGCGGGATAATTAAGCC

CTCTTTAAACCGGCCCTGG

GGTACGTACATACCGCCC

GTCACCCTCCTCACAAGCT

ACCAGCACCCATAATTAA

TGCACACTCCAGCTGAAG

ATGAGGTAA 

NC_007704 Cervus elaphus 16357 
AAGGAGG

ATTTAGC
1 

TGCTTA

CCTTGT
2 125 

AACTAAGAATAGAGTGCT

TAGTTGAACTAGGCCATG
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AGTA TACGAC AAGCACGCACACACCGCC

CGTCACCCTCCTCAAGTAG

GCACAGTACACTCAAATT

TATTTGCACGTATTAATCA

TATGAGAGGAGACAA 

NC_013700 
Nyctereutes 

procyonoides 
16713 

AAGGAGG

ATTTAGT

AGTA 

2 

TGCTTA

CCTTGT

TACGAC 

2 125 

AACTAAGAATAGAGAGCT

TAGTTGAATAGGGCCATG

AAGCACGCACACACCGCC

CGTCACCCTCCTCAAGTGA

CAAAACCAAAGCCACAAC

CATATTAACCAAACCAAA

ACACAAGAGGAGACAA 

NC_007691 
Cygnus 

columbianus 
16728 

AAGGAGG

ATTTAGC

AGTA 

1 

CACTTA

CCTTGT

TACGAC 

0 119 

AAGTGGGACAATAGAGCC

TACTTTAAGCCGGCCCTGG

GGCACGTACATACCGCCC

GTCACCCTCCTCAAAAGCT

ATATCCCACATAACTAAT

ACCATTAACACGCTAAAG

ATGAGGTAA 

NC_002197 Ciconia ciconia 17347 

AAGGCGG

ATTTAGC

AGTA 

0 

CACTTA

CCTTGT

TACGAC 

0 120 

AAGGGGGATAATAAAGCC

CCCTTTAAACTGGCCCTGG

GGCACGTACATACCGCCC

GTCACCCTCCTCATAAGCT

ACCAAACCACCATACCTA

ATACCCCCACCAGCCGAA

GATGAGGTAA 

NC_002391 Talpa europaea 16884 

AAGGAGG

ATTTAGT

AGTA 

2 

TGCTTA

CCTTGT

TACGAC 

2 125 

AATTAAGAATAGAGCGCT

TAATTGAATAAGGCCATG

AAGCACGCACACACCGCC

CGTCACCCTCCTCAAGTAC

CAACGCCAAACACTATAC

ATAATTAAACGGTAATAA

GTATGAGAGGAGATAA 

NC_013834 Cervus nippon 16434 

AAGGAGG

ATTTAGC

AGTA 

1 

TGCTTA

CCTTGT

TACGAC 

2 125 

AACTAAGAATAGAGTGCT

TAGTTGAATTAGGCCATG

AAGCACGCACACACCGCC

CGTCACCCTCCTCAAGTAG

GTACAATACACTCAAACT

TATTTACACGTATTAATCA

TATGAGAGGAGATAA 

NC_012772 Platalea leucorodia 16715 

AAGGCGG

ATTTAGC

AGTA 

0 

CACTTA

CCTTGT

TACGAC 

0 119 

AAGAGAGATAATAGAGCT

CTCTTTAAGTCGGCTCTGG

GGCACGTACATACCGCCC

GTCACCCTCCTCACAAGCT

ACAAACCTTTATAACTAAT

ACCCAAATTAGCTGAAGA

TGAGGTAA 

NC_011307 Falco tinnunculus 17663 

AAGGCGG

ATTTAGC

AGTA 

0 

CACTTA

CCTTGT

TACGAC 

0 123 

AAGCAGGACAATGTTAAG

CCTACTTTAAGTCGGCCCT

GAGGCACGTACATACCGC

CCGTCACCCTCCTCACAAG

CCACCAATCCTAAATAAC

TAATCCGCTACTATGGCCA

AAGATGAGGTAA 

NC_011196 Anser anser 16738 

AAGGCGG

ATTTAGC

AGTA 

0 

CACTTA

CCTTGT

TACGAC 

0 119 

AAGTGGGACAATAGAGCC

TACTTTAAGCCGGCCCTGG

GGCACGTACATACCGCCC

GTCACCCTCCTCAAAAGC

CACATCCCACATAACTAA

TACCATAAATACGCTGAA

GATGAGGTAA 

NC_011125 Meles meles 16442 

AAGGTGG

ATTTAGT

AGTA 

2 

TGCTTA

CCTTGT

TACGAC 

2 122 

AATTAAGAATAGAGAGCT

TAGTTGAATAGGGCCATG

AAGCACGCACACACCGCC

CGTCACCCTCCTCAAGTAG

CATACCCAAGCATTACAT

AATAAAATTACATTAAGA
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CAAGAGGAGATAA 

NC_010227 
Acrocephalus 

scirpaceus 
17903 

AAGGAGG

ATTTAGC

AGTA 

1 

CACTTA

CCTTGT

TACGAC 

0 123 

AAGTGGGACAATCGAGCC

CTCTTTAAGCCGGCTCTGG

GACACGTACATACCGCCC

GTCACCCTCCTCAAAAGC

GACCCCCCCCCCCCATAA

ATTAATAAGTTATCCAGCC

AAAGATGAGGTAA  

NC_010228 Sylvia atricapilla 17937 

AAGGAGG

ATTTAGC

AGTA 

1 

CACTTA

CCTTGT

TACGAC 

0 122 

AAGTGGGAGCAGAGAGCC

CTCTTTAAGCCGGCTCTGG

GGCACGTACATACCGCCC

GTCACCCTCCTCAAAAGC

GCCCCCCCCCCCCATACCT

TAATAAGCCATTCAGCCG

AAGAGGAGGTAA 

NC_009258 Bombina variegata 18551 

AAGGAGG

ATTTAGT

AGTA 

2 

TACTTA

CCATGT

TACGAC 

2 118 

AAAAGAAACAATAGTGTT

CTTTTTAAACTGGCCCTGG

GGCGCGCACACACCGCCC

GTCACCCTCTTCAACTAGA

ACTGATATATTTCTAAAAC

ATAAAACGAGTACAAGAA

GAGGTAA 

NC_008550 Pandion haliaetus 17864 

AAGGCGG

ATTTAGC

AGTA 

0 

CACTTA

CCTTGT

TACGAC 

0 122 

AAACAGGATAATAAAGCC

CAATTTAAGCTGGCCCTG

AGGCACGTACATACCGCC

CGTCACCCTCCTCACAAGC

TACAACCCTCTTAGATAAC

TAACACACCCAAAAGCTG

AAGATGAGGTAA 

NC_008540 Apus apus 17037 

AAGGCGG

ATTTAGC

AGTA 

0 

CACTTA

CCTTGT

TACGAC 

0 121 

AAGAAGGATAATAAAGCC

ACCTTTAAACTGGCCCTGG

GGCACGTACATACCGCCC

GTCACCCTCCTCAAAAGCT

ACAACACCCAACATACCT

AATTTCCTAACTAGCTAAA

GATGAGGTAA 

NC_008434 Vulpes vulpes 16813 

AAGGAGG

ATTTAGT

AGTA 

2 

TGCTTA

CCTTGT

TACGAC 

2 126 

AATTAAGAATAGAGAGCT

TAATTGAATAGGGCCATG

AAGCACGCACACACCGCC

CGTCACCCTCCTCAAGTAA

TAAGACTGAGGCCATAAA

CATATTAACTCACATCAA

AACACGAGAGGAGATAA 

NC_008328 Lacerta viridis 17156 

AAGGTGA

ATTTAGC

AGTA 

2 

CGCTTA

CCGTGT

TACGAC 

2 122 

AACTAGATAAGAGAGTCT

ATTTTAACAACGCTCTGGG

ACGCGTACACACCGCCCG

TCACCCTCCTCAAACAAC

ATAAACTAAACTACTTTTA

TAAATCAAAAAAGTTAAA

CAGAGGAGGCAA 

NC_008140 Podiceps cristatus 16134 

AAGGCGG

ATTTAGC

AGTA 

0 

CGCTTA

CCTTGT

TACGAC 

1 119 

AAGCGGAACAATACAGTC

CCCTTTAAGTTGGCCCTGG

GGCACGTACATACCGCCC

GTCACCCTCCTCACAAGCT

ACAAAATCCCATAACTAA

TATCTACATCAGCTGAAG

ATGAGGTAA 

NC_008092 Canis lupus 16729 

AAGGAGG

ATTTAGT

AGTA 

2 

TGCTTA

CCTTGT

TACGAC 

2 124 

AATTAAGAATAGAGAGCT

TAATTGAATAGGGCCATG

AAGCACGCACACACCGCC

CGTCACCCTCCTCAAGTAA

TAAGACACAACCATAACC

ATATTAACTTAACTAAAA

CACAAGAGGAGACAA 

NC_008064 
Microtus 

rossiaemeridionalis 
16283 

AAGGAGG

ATTTAGT
2 

TGCTTA

CCTTGT
2 124 

AATTAAGAATAGAGAGCT

TAATTGAATAGAGCAATG
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AGTA TACGAC AAGTACGTACACACCGCC

CGTCACCCTCCTCAAACTA

AATAAACGAAAACTATAC

ATAATTACATCAAATTTTT

ACGAGAGGAGATAA 

NC_004539 Anser albifrons 16737 

AAGGCGG

ATTTAGC

AGTA 

0 

CACTTA

CCTTGT

TACGAC 

0 119 

AAGTGGGACAATAGAGCC

TACTTTAAGCCGGCCCTGG

GGCACGTACATACCGCCC

GTCACCCTCCTCAAAAGC

CACATCCCACATAACTAA

TACCATAAATACGCTGAA

GATGAGGTAA 

NC_003712 Arenaria interpres 16725 

AAGGCGG

ATTTAGC

AGTA 

0 

CACTTA

CCTTGT

TACGAC 

0 121 

AAGCGGGACAATATAAGC

CCCCTTTAAGCTGGCCCTG

GGGCACGTACATACCGCC

CGTCACCCTCCTCACAAGC

TACACTCACATAATACCTA

ATACAATCCCTAGCTGAA

GATGAGGTAA 

NC_004028 Lepus europaeus 17734 

AAGGAGG

ATTTAGC

AGTA 

1 

TGCTTA

CCTTGT

TACGAC 

2 124 

AATTAAGAATAGAGTGCT

TAATTGAACAAGGCCATG

AAGCACGCACACACCGCC

CGTCGCCCTCCTCAAGTAC

TGAATATTAATTATAGTTA

ATTCCTGAACAAGCAGGT

ATAAGAGGAGATAA  

NC_003128 Buteo buteo 18674 

AAGGCGG

ATTTAGC

AGTA 

0 

CACTTA

CCTTGT

TACGAC 

0 119 

AACTGGGACAATAAAGCC

CTATTTAAGTTGGCCCTGA

GGCACGTACATACCGCCC

GTCACCCTCCTCGCAGGCT

ATACCCCCACATAACTAA

TAACCCACTATGCCAAAG

ATGAGGTAA 
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Anexa 3. Date cu referire la specimenele de microtine din Moldova 

´nregistrate ´n baza de date globalŁ Barcode of Life Data Systems 

Process 

ID  

Record 

ID  

Sequence 

ID  
Species name Region Country  

Identification  

method 
Authors 

TERVM 

001-23 
16986180 17881601 Microtus arvalis 

Piatra 

Alba 

Moldova 

 

CYT B 

sequencing 

 

Victor 

Sitnic, 

Victoria 

Nistreanu, 

Gerald 

Heckel 

TERVM 

002-23 
17064964 17913161 Microtus arvalis Horesti 

TERVM 

003-23 
17064965 17913162 

Microtus 

rossiaemeridionalis 
Horesti 

TERVM 

004-23 
17064966 17913163 

Microtus 

rossiaemeridionalis 
Horesti 

TERVM 

005-23 
17064967 17913254 

Microtus 

rossiaemeridionalis 
Horesti 

TERVM 

006-23 
17064968 17913255 Microtus arvalis Horesti 

TERVM 

007-23 
17064970 17913274 Microtus arvalis Horesti 

TERVM 

008-23 
17064973 17913275 Microtus arvalis 

Chisinau 

suburb 

TERVM 

009-23 
17530961 18430628 

Microtus 

rossiaemeridionalis 
Malcoci 

TERVM 

010-23 
17530962 18430629 

Microtus 

rossiaemeridionalis 
Malcoci 

TERVM 

011-23 
17530963 18430630 

Microtus 

rossiaemeridionalis 
Malcoci 

TERVM 

012-23 
17530964 18430631 

Microtus 

rossiaemeridionalis 
Malcoci 

TERVM 

013-23 
17530965 18430632 

Microtus 

rossiaemeridionalis 
Malcoci 
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Anexa 4. Acte de implementare 
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