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INTRODUCERE

Bazele geneticii populatiilor, puse 1in perioada 1920-1930, au permis
descoperirea faptului ca procesele evolutive afecteaza si nivelul infraspecific
populational. Studiul genetic al populatiilor se realizeaza optim cu ajutorul matematicii,
prin intermediul careia putem calcula frecventa genelor in succesiunea de generatii si
putem cuantifica factorii care contribuie la modificarea acestei frecvente.

fnca Ch. Darvin a considerat evolutia ca proces statistic, pornind de la observatia
ca variafile ereditare au caracter intdmplator, iar selectia naturala, realizata prin
supravietuirea si reproducerea diferentiatd a indivizilor mai apti, reprezintd factorul
major al procesului.

F. Galton (1822-1911), a fost primul care a folosit metode statistico-matematice
in studiul populatiilor. Tn lucrarile sale ,Typical laws of heredity in man” (1877) si
,Natural inheritance” (1889) reda consideratii asupra fenomenului ereditatii, pornind de
la cunoasterea corelatiilor si regresiilor existente la parinti si descendenti.

K. Pearson (1857-1936) a continuat cercetarile lui F. Galton si a elaborat
metodele de studiu a populatiilor mari, a dezvoltat metoda corelatiilor si a elaborat
testul x2. Astfel a aparut biometria, disciplina care are ca obiect de studiu variabilitatea
organismelor, interpretata cu ajutorul metodelor matematice.

In 1900, cand au fost redescoperite legile lui Mnedel, s-a constatat, unanim, ca
acestea sunt Tn esentd legi probabilistice, fenotipizarea diferitelor caractere Ia
descendenti avand un caracter aleatoriu dar determinist.

Matematicianul G.H. Hardy si medicul W. Weinberg, au descoperit ca, in cazul
uni grup de indivizi izolati reproductiv, intre care se realizeaza panmixia, frecventa
genelor, respectiv a genotipurilor, se mentine constanta atat timp cat nu intervin factori
externi care pot modifica acest echilibru. Astfel a fost elaborata cunoscuta lege Hardy-
Weinberg.

n deceniul trei al secolului trecut, ilustrii cercetatori H. Nilson-Ehle, E.M. East si
R.A. Emerson au demonstrat ca si caracterele cantitative au o determinare poligenica
si se transmit mendelian. Astfel a luat nastere Genetica cantitativa, disciplina in cadrul
acreia se studiaza ereditatea caracterelor cantitative ale unei populatii prin metode
statistice.

R.A. Fisher prin lucrarea sa ,Teoria genetica a selectiei naturale” (1930), S.
Wright prin lucrarea ,Evolutia in populatiile mendeliene” (1931) si H.B.S. Haldane prin
lucrarea ,Teoria matematica a selectiei naturale si artificiale” (1932) aduc o contributie
importanta la fundamentarea geneticii populatiilor.

Trebuie mentionat ca genetica populatilor este strdns legatd de genetica
cantitativa, deoarece frecventa genelor, factorii care modifica aceasta frecventa cat si
ereditatea caracterelor cantitive se pot studia numai la nivelul populational.



Aparitia geneticii populatiilor prezintd o mare importanta in ameliorarea plantelor
si animalelor. In prezent cu ajutorul geneticii populatiilor s-a putut da o explicatie
stiintifica dinamicii speciilor, fenomen care se petrece nu la nivel individual ci la cel
populational. Tot cu ajutorul acestei discipline s-au evidentiat factorii care modifica
frecventa genelor in populatile panmictice, rorlul mecanismelor de izolare
reproductivd in speciatie, importanta marimii populatiilor in procesul hazardului
reprezentat de deriva genetica a populatiilor mici.



CAPITOLUL 1

DEFINITIA Sl CARACTERISTICILE POPULATIEI

Populatia reprezintd un nivel de organizare si integrare a lumii vii care se
caracterizeaza prin anumite trasaturi specifice si este subordonat actiunii unor legitati
caracteristice. Pentru a specifica si analiza aceste caracteristici trebuie de precizat ca
populatia poate fi abordatd atadt ca unitate structurald si functionala in ierarhia
organizarii si integrarii sistemice a lumii vii, cat si ca entitate strict taxonomica, in
cadrul unitatilor sistematice infraspecifice.

Populatile se caracterizeaza din punct de vedere al ratei nasterilor, ratei
mortalitatii, ratei difuziei s.a. Toti acesti parametri reprezinta valori medii derivate din
comportamentul unui anumit grup de indivizi. Alti parametri ca de exemplu
supravietuirea, reproducerea sunt caracteristici individuale. Tn mod cu totul
conventional, Th genetica populatiilor, se utilizeaza o simplificare extrema, luandu-se
in calcul caracteristicile individului la un moment dat, pentru delimitari arbitrare intre
populatii. Daca caracterele luate in considerare sunt determinate genetic, se pot defini
Cu o oarecare exactitate urmatorii termeni:

a) populatia reprezinta o unitate interincrucisabila, din cadrul speciei. In cazul in
care in populatie sunt indivizi de doua sexe si fiecare individ are sanse egale de a se
intalni cu oricare alt individ de sex opus, populatia este considerata panmictica;

b) migratiile reprezinta trecerea indivizilor, de la o populatie la alta. n loc de
migratie, se mai foloseste termenul de flux genic;

c) frecventa genelor intr-o populatie care reprezinta frecventa unui tip de alela, la
un locus dat, raportata la frecventa tuturor alelelor la respectivul locus.

In ceea ce priveste gena, trebuie mentionat faptul c& aceasta a fost caracterizata
prin investigatile efectuate la trei niveluri: in pedigree sau Tn experimentele de
hibridare, la cel al cozitiei chimice si al implicatiilor in producerea fenotipului. Genele
majore, care determina segregarea caracterelor, sunt diferite de genele asociate
(functional) in poligene, care controleaza caracterele cu variabilitate continua.

Luand in consideratie numarul de specii, diversitatea de forme si grade de
evolutie, se poate afirma ca pestii formeaza ,0 lume aparte” (Taisescu, 1979), in
lumea vertebratelor. Clasificarea lor complexa in 32 ordine, 80 subordine si peste 400
de familii (Greenwood et al., 1996, citat de Taisescu, 1979) este o expresie elocventa
a marii diversitati care caracterizeaza clasa Pisces.

Chiar daca nu se ia in considerare numarul mare de indivizi care apartin unei
specii, clasa pestilor numara mai multe specii decét toate celelalte clase de vertebrate
la un loc. Astfel, numai speciile de teleosteeni sunt estimate la peste 20.000, ceea ce
fnseamna aproximativ 60% din totalul vertebratelor actuale (la care se adauga
amfibienii, aproximativ 2.500 specii, reptilele 6.000 specii, pasari 8.600 specii si
mamifere 4.500 specii).



Pe langa avantajul unei imense variabilitati pe care o ofera numarul mare de
specii, pestii sunt Tnzestrati cu cel mai bun material (cel putin dintre vertebrate), pentru
studii citogenetice. Deoarece prezinta avantajul incrucisarii artificiale intra- si
interspecifice, la care se adauga si faptul ca sunt foarte usor de intretinut, pestii
constituie pentru cercetarile de genetica un material comparabil si din unele puncte de
vedere chiar superior Drosophilei.

Avand in vedere ca diferitele speciile de pesti prezinta anumite particularitati care
le diferentiazd sub aspectul ritmului de crestere, rezistentei la boli, modului de
valorificare a hranei etc. este necesara obtinerea unor forme cu caracteristici
bioproductive superioare acestora, care sa imbine caracterele lor pozitive.

Ciprinidele reprezinta una dintre cele mai raspandite familii de pesti, cu mai mult
de 2.000 specii grupate in aproximativ 340 genuri (Banarescu si Coad, 1991). Pestii
din aceasta familie au atras atentia evolutionistilor, datoritd arealelor mari pe care le
prezinta pe toate continentele si prezentei lor in majoritatea ecosistemelor de apa
dulce. Cu toate acestea, de cand Cuvier (1817) a stabilit aceasta familie, relatiile
sistematice din cadrul sau, au fost permanent discutate. Primele clasificari ale
ciprinidelor se bazau in principal pe caractere externe (ex. prezenta, tipul si numarul
mustatilor), precum si structura si aranjarea dintilor faringieni (Howes, 1991). Recent,
caracterele osteologice au fost de asemenea folosite in determinarea relatiilor
filogenetice in cadrul diferitelor grupe de ciprinide (ex. genul Barbus; Doadrio 1990).
Dar, liniile monofiletice si relatiile de inrudire dintre subfamiliile familiei Cyprinidae (ex.
Cyprininae, Leuciscinae si Rasborinae) trebuiesc stabilite cu exactitate (Howes,
1991).

Usurinta cu care pot fi manevrati gametii, fecundatia externa si posibilitatea de
control a dezvoltarii zigotului dupa fertilizare, fac ca tehnici de o deosebita importanta
practica cum ar fi manipularea cromosomilor sau a seturilor de cromosomi, frecvent
folosite Tn genetica plantelor, sa se poata aplica la pestii de cultura in vederea cresterii
productivitatii.

Ginogeneza reprezintd o forméa rard de inmultire sexuala. Tn cazul ginogenezei,
fecundarea este necesara (prin fecundare intelegand patrunderea spermatozoidului in
oosfera), dar cromosomii spermatozoidului nu se transmit descendentei.

De aceea, dezvoltarea descendentelor ginogenetice decurge numai pe baza
ereditatii materne. In functie de particularitatile citologice, descendentele ginogenetice
fie ca repeta in intregime forma materna (ginogeneza ameiotica), fie ca, datorita
desbinarii, se deosebesc de forma materna prin anumite criterii (ginogeneza
meiotica).

Ginogeneza este cunoscuta in natura si poate fi provocata experimental.
Ginogeneza naturala (de regula ameiotica) este asigurata de catre niste mecanisme
biologice, care realizeaza inactivarea cromosomilor spermatozoidului care a patruns
in oosfera si elimina reducerea cromosomilor femeli in cadrul procesului de maturare
a oosferei. Datoritéd acestui fapt, icrele femelelor care se inmultesc prin ginogeneza
contin un set complet de cromosomi materni si unul redus la jumatate (asa cum se
intdmpla in cazul inmultirii sexuale obisnuite).

In cazul ginogenezei induse, ambele particularitati remarcate mai sus, adica
inactivarea geneticd a cromosomilor masculi si eliminarea reducerii cromosomilor
femeli, sunt asigurate prin interventii experimentale (in cazuri rare diploidizarea
cromosomilor femeli apare si in mod spontan).

Prioritatea in elaborarea metodelor de obtinere a ginogenezei induse la pesti
apartine cercetatorilor sovietici D. D. Romasev, K. A. Colovinscaia si V. N. Beliaeva,
care in anii 1950 — 1960 au demonstrat experimental posibilitatea ginogenezei

7



diploide induse la crap si tipar si au obtinut primele date referitoare la proprietatile
descendentelor ginogenetice. in prezent, ginogeneza meiotica induséa este realizata la
multe specii de pesti, dar procentul cel mai mare il constituie cea indusa la specii
apartinand Familiei Cyprinidae.

Din punct de vedere teoretic, extinderea studiilor privind in principal, ginogeneza
si hibridarea, consangvinizarea si heterozisul, a permis intelegerea mai profunda a
ereditatii organismelor, a modalitatilor de transmitere a caracterelor ereditare de-a
lungul generatiilor. S-a putut da astfel explicatia stiintificd a importantei hibridarii
combinate cu sporirea numarului de cromosomi, in procesul natural de aparitie a
noilor specii.

De asemenea, hibridarea a dus la descoperirea celor mai eficiente modalitati de
modificare a ereditatii in sensul dorit de om. Astfel, in ultimii ani s-a acordat o atentie
deosebita studiului mecanismului genetic al heterozisului si s-au elaborat metode noi
de obtinere a organismelor ce manifesta heterozis pe baza de linii consangvinizate.

Ameliorarea pestilor, inteleasa ca proces de modificare a potentialului productiv, a
caracterelor ereditare, a genofondului populatiilor in directia doritd de om, este o
preocupare mai recenta. Selectia si cresterea formelor de pesti ameliorate in scopul
producerii de puiet si a loturilor de reproducatori cu calitati superioare, reprezinta una
dintre problemele majore ale cercetéarii i productiei piscicole.

Baza ereditard a individului, totalitatea genelor diseminate in nucleele tuturor
celulelor din corpul sau si care fii controleazd morfogeneza si functionarea
organismului pe tot parcursul vietii este, deocamdata, imposibil de a fi dirijata dupa
formarea zigotului. Singura solutie practica de a crea o baza ereditara dorita este
aceea de a interveni in procesul formarii zigotului, al reproducerii; o modificare in
acest moment se refera insa la populatie, nu la individ, se modifica generatia
urmatoare si nu cea actuald. Cu fiecare generatie noua sunt posibile schimbari
genetice si este bine ca acestea sa fie dirijate si nu lasate Tn voia hazardului.

In ultimele decenii cercetarea legaté de cresterea animalelor a fost confruntata cu
o multitudine de solicitari exprese impuse de necesitatea adaptarii tehnologiilor de
crestere si ameliorare la nevoia de a produce mai mult, mai bun si mai ieftin (Granciu
et al.,, 1973). Ritmul dezvoltarii si industrializarii cresterii animalelor reclama
introducerea in practicd a unor metode moderne de investigatie a potentialului
productiv, reproductiv si a starii de sanatate a efectivelor existente si ameliorarea
acestora intr-un timp scurt.

Selectia practicata dupa schema clasica incepe sa fie depasita atat sub raportul
mijloacelor de investigatie folosite, cat si in raport cu factorul timp. Metodele clasice de
apreciere a valorii de ameliorare a unui reproducator necesita timp indelungat, de la
nastere si pana cand intra in productie primii sai descendenti. Practica ameliorarii cere
o metoda rapida de selectie, asadar cat mai economica, pentru a permite o
preselectie a animalelor la o varsta tanara, urmand ca ulterior sa fie folosite si alte
criterii de selectie.

Dezvoltarea metodelor de investigatie biochimica si progresele realizate de
genetica au determinat orientarea cercetarii stiintifice in directia descifrarii intimitatilor
procesului metabolic, in special al sistemelor biochimice care il compun (Cazacu,
1971). Acumularea datelor din acest domeniu stiintific a condus totodata si la nasterea
uneia dintre cele mai noi discipline biologice — genetica biochimica — disciplind de
granitd care inmanuncheaza tehnici de investigatie si concepte operationale din
domeniul biochimiei, geneticii, biofizicii, fiziologiei.

Progresele inregistrate au contribuit la conturarea unor noi conceptii si puncte de
vedere in abordarea si investigarea proceselor biologice. in acest context,
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problematica majora a biochimiei se circumscrie unor aspecte fundamentale cum sunt
studiul biomoleculelor pe de o parte si studiul biochimic al sistemelor biologice.
Obiectivele esentiale care deriva din aceste aspecte se refera la organizarea
biochimicda a organismelor vii sub aspectul structurii, functiei si proprietatii
biomoleculelor, la natura si mecanismele reactiilor biocatalitice asociate structurii
celulare si infracelulare, la procesele biochimice ale metabolismului, la reglarea si
controlul biochimic al activitatii celulare, la bazele moleculare ale proceselor biologice
moleculare si patologice (Dumitru, 1980; Tamas et al., 1981).

in ultimele decenii, cercetarile s-au orientat tot mai pregnant in directia studiului
amanuntit al metabolismului, in special al sistemelor biochimice care stau la baza lui,
pornindu-se de la ideea ca nivelul la care se desfasoara procesele biochimice,
influenteaza in mod direct capacitatea productiva, reproductiva, de adaptare la mediu
sau starea de sanatate a animalelor (Cazacu, 1971). Desigur, este putin probabil ca
se va putea izola o anumita gena care determina un proces fiziologic complex. Este
insa posibil ca printr-o serie de metode biochimice, genetice sau imunoserologice sa
se identifice asa-numitele ,gene markeri’ si s& se urmareasca evolutia lor in cursul
selectiei si de asemenea sa se stabileasca in ce masurd sunt sau nu corelate cu
unele caractere cantitative si calitative importante, din punct de vedere economic
(Kirpicinicov, 1987; Paaver, 1983).

Caracteristicile biochimice ale animalelor de ferma sunt folosite pentru studierea si
aprofundarea unui numar de probleme teoretice ca si pentru rezolvarea unor aspecte
practice legate de cresterea, ameliorarea, adaptarea si sanatatea animalelor. Privite
din acest punct de vedere, sistemele biochimice reprezintad un exemplu elocvent cum
un domeniu considerat ca o cercetare teoretica fundamentala exclusiva a putut sa se
implice in ameliorarea si selectia pestilor si sa-si dovedeasca aplicabilitatea.

Pentru genetica biochimica si implicit practica ameliorarii si selectiei pestilor
sistemele biochimice prezinta importanta prin polimorfismul lor, adica prin existenta
mai multor forme distincte ale fiecarui sistem Tn parte (Banarascu, 1975, Maximilian,
1984). Polimorfismul se manifestd de la nastere si, cu unele exceptii, constand in
virarea catre monomorfism ca urmare a eliminarii unor alele sub influenta factorilor de
mediu combinata cu cea a factorilor tehnologici, se mentine constant tot timpul vietii.
De aici rezultd si posibilitatea folosirii lui ca un instrument de selectie timpurie a
reproducatorilor de mare valoare. Avantajul de selectie conferit de un tip sau altul din
cadrul unui sistem biochimic este suficient ca sa atraga atentia asupra sa, in
dependenta cu formele sale de manifestare.

Tindnd seama de faptul ca pestii reprezinta clasa de vertebrate superioare aflata
pe treapta cea mai de jos a evolutiei acesteia, ca sistemele lor de organe din punct de
vedere anatomic si fiziologic sunt Thca primitive, abia anuntand evolutia din treapta in
treapta si Tnalta specializare de la mamifere, trebuie sa acceptam ideea ca si
metabolismul lor si implicit sistemele biochimice care compun acest metabolism, se
caracterizeaza prin aceleasi trasaturi. Daca adaugam la acestea faptul ca fecundatia
externa si oviparitatea este regula, iar viviparitatea exceptia, ca dezvoltarea de la larva
la adult este, in general, caracteristica unor specii sau unui grup restrans de specii, in
timp ce altele nu trec prin stadiul de larva (pestii vivipari), ca unele specii de pesti
reprezinta din punct de vedere evolutiv adevarate ,puncte terminus” si nu in ultimul
rand numarul impresionant de specii, ne vom putea explica si intelege marea
diversitate a situatiilor si aparentele paradoxuri fatd de cunostintele acumulate in
diferitele domenii ale ihtiologiei.

Chen et al. (1984) au furnizat prima analiza cladistica clara a interrelatiilor din
cadrul familiei Cyprinidae. Cavender si Coburn (1992) au reanalizat datele furnizate
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de Chen si colaboratorii in 1984 si au prezentat cea mai completa analiza filogenetica
a familiei Cyprinidae din acea perioada. In analiza lor asupra relatiilor filogenetice
asupra ciprinidelor din America de Nord, Cavender si Coburn (1992) au concluzionat
existenta a doua subfamili: Cyprininae care contine barbinele, ciprininele si
labeoninele si Subfamilia Leuscinae care include ticine, gobionine, rasborine,
leuciscine, cultrine xenocyprine, acheilognathine si phoxinine. Totusi, Tn ciuda acestor
eforturi, interpretarea datelor morfologice s-a dovedit a fi dificila. Verigile lipsa ale
caracterelor morfologice valide care definesc diferite grupe sistematice au condus la
stabilirea unor directii sistematice in cadrul Familiei Cyprinidae (Nelson, 1994; Fink si
Fink, 1996).

Recent, s-au introdus alozime drept markeri pentru studiul proceselor de hibridare,
structura populatiilor si relatiilor filogenetice de nivel taxonomic mai mic in cadrul
ciprinidelor europene (Coelho, 1992; Berrebi et al., 1995; Coelho et al., 1995;
Karakousis et al., 1995; Carmona et al., 1997; Alves et al., 1997a). Cu toate acestea,
aprecierea relatiilor filogenetice la nivele taxonomice superioare necesita utilizarea de
markeri moleculari diferiti. Din acest punct de vedere, secventierea ADN in scopul
analizarii principalelor linii filogenetice ale ciprinidelor este pe deplin necesara (Berrebi
et al. 1996).

Distributia mare a ciprinidelor duce la aparitia unor intrebari de ordin biogeografic
si evolutionist referitoare la evolutia si radiatia viitoare a acestor specii. De exemplu,
ciprinidele din interiorul Europei prezintd un interes particular in ce priveste distributia
cu numeroase specii endemice in Peninsula Iberica si sudul Greciei si genuri cu
destul de putine specii in Centrul Europei (Banarescu 1973). Aceasta distributie
caracteristica a fost explicata prin izolarea Peninsulei Iberice si sudului Greciei de
restul continentului, fapt ce a condus la limitarea numarului genurilor capabile sa
colonizeze ambele regiuni. Oricum, scenariul exact care a condus la actuala distributie
biogeografica nu este inca stabilit. Unele dintre cele mai vechi ciprinide fosile au fost
descoperite Tn straturile din Oligocen din Europa Centrala (Obrhelova 1971), dar este
general acceptat ca ciprinidele din Europa au origine asiatica (Banarescu 1989, 1992).
Dispersia ciprinidelor asiatice in Europa a fost posibila numai in timpul Oligocenului
(Banarescu 1989), a inceput odatd cu formarea Muntilor Urali (Régl si Steininger
1983) desfasurandu-se in paralel cu formarea acestora. Este inca neclar daca
intreaga Europa a fost colonizata in timpul migratiei ce traversa Uralii in formare sau
daca unele ciprinide (in special genul Barbus) au ajuns in Peninsula Iberica prin
nordul Africii (Doadrio 1990; Zardoya si Doadrio; 1998).

Primele Tncercari de evidentiere si numarare a cromosomilor la pesti, apartin
cercetatorilor Moore (1890), Van der Strict (1895) si Sobota (1897), (citati de
Taisescu, 1979) dar cercetarile privind citogenetica si filogenia pestilor, apartin
secolului nostru si s-au dezvoltat preponderent, dupa 1960.

Ce stim despre mecanismele ereditatii la pesti, se bazeaza in principal pe
cercetari efectuate pe foarte putini membri ai ordinului Cyprinodontiformes — Lebistes
reticulatus, Xiphophorus sp. si specii mexicane ale genului Poeciliopsis. Mai nou,
cunostintele in acest domeniu s-au largit odaté cu efectuarea de cercetéri pe crap si
caras (Cyprinidae), pastrav (Salmonidae) si alte specii reprezentative apartinand la
grupe diferite.

In ce priveste determinismul sexelor, aproape toate tipurile de reproducere
sexuata cunoscute la animale pot fi intalnite la pesti. Oricum, mecanismul
determinismului sexual la majoritatea pestilor ososi, nu este inca elucidat. Cromosomii
sexului sunt atat de putin diferentiati fata de autosomi, incat foarte rar pot fi evidentiati.
Se presupune ca determinismul sexelor poate fi controlat, partial daca nu chiar
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complet, de gene dispersate in lungul autosomilor. Determinismul sexelor poate fi
diferit la specii diferite, precum si in cazul incrucisarilor, intre masculi puternici si
femele debilitate, rezultatul fiind un sex-ratio neechilibrat, in favoarea masculilor.

Datele existente in legatura cu determinismul sexelor in populatii salbatice de
pesti si populatii de laborator, relevda mecanisme mai ample decat in cazul altor
vertebrate. Pe cand la mamifere femelele sunt homogametice (XX) si masculii
heterogametici (XY) si la pasari tipul opus (femele, WY; masculi, YY), la pesti ambele
mecanisme sunt prezente.

In ce priveste numarul de cromosomi, ultimele cercetdri aratd c& numarul diploid
de cromosomi la pesti variaza intre 18 si 104. Numarul cromosomilor determinat pe
metafaze apartinand diviziunii mitotice, poate diferi radical pe parcursul diviziunilor
repetate ale celulei-ou, deci in cadrul aceleiasi specii si aceluiasi individ.

Observatiile asupra numarului de cromosomi la pesti sunt mult mai putine fata de
oricare alt grup de animale. Cresterea interesului asupra numarului de cromosomi si
morfologiei acestora promite importante contributii la fundamentarea anumitor teorii
privind evolutia si filogenia pestilor.

Cunoagterea unor elemente de genetica la crap prezinta o mare importanta pentru
actiunile de ameliorare, datorité faptului ca la un reproducator se obtine un numar
foarte mare de descendenti (de ordinul zecilor sau chiar sutelor de mii), iar
particularitatile genetice trebuiesc cunoscute in amanunt.

Lucrarile de selectie sunt greu de abordat, deoarece fecundatia, evolutia
embrionului si a larvei, precum si desfasurarea proceselor de crestere si de dezvoltare
au loc n apa, unde urmarirea acestora este mai greoaie. Pe langa aceasta, mediul de
viata acvatic are o influenta pregnanta asupra cresterii si dezvoltarii descendentei, fata
de alte specii de animale (mai ales fatd de mamifere), toate acestea facand ca
rezultatele ameliorarii sa fie mai putin spectaculoase.

Importanta cunoasterii elementelor genetice la crap este accentuata si de
manifestarea unor fenomene caracteristice, cum ar fi letalitatea totala (Stan si Pasarin
1996) intalnita la indivizii homozigoti de crap oglinda, pentru a carei intelegere se dau
urmatoarele explicatii:

In primul rand, se apreciaza ca de invelisul solzos la crap sunt réspunzétoare
doua gene cu alelele lor si anume:

e gena,S” sialelasa,s” determina acoperirea totala a corpului cu solzi;

e gena,N”sialela sa ,n” determina neacoperirea cu solzi (sau tipul nud).

Dupa unii autori, la crap se deosebesc 4 fenotipuri ale inveligului solzos si anume:

> crap cu solzi pe toata suprafata corpului;

»  crap cu solzi numai pe linia laterala;

» crap oglinda (cu putini solzi raspanditi neuniform, mai ales sub forma de
rama);
crap golas (fara solzi sau putini solzi si razleti);
crap fara solzi;

Cu privire la transmiterea in descendenta a tipului de invelis solzos se apreciaza
ca aceasta depinde de schemele de incrucisare aplicate, respectiv de combinarea
genelor raspunzatoare de insusirile respective.

Rezultatele incrucisarii fenotipurilor de crap, in functie de invelisul solzos, sunt
conforme cu legile mendeliene. Asa de exemplu, prin Tncrucisarea indivizilor
homozigoti de crapi cu solzi (cu genotipul SSnn) cu cei oglinda (cu genotipul ssnn) se
obtin produsi heterozigoti (cu genotipul Ssnn). Daca acesti indivizi sunt incrucisati in
continuare cu indivizi de crap oglinda (ssnn), se obtin produsi cu genotipurile Ssnn
(heterozigoti) si ssnn (homozigoti oglinda) (Figura 2).

>
>
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Trebuie mentionat ca indivizii homozigoti de crap oglinda cu genotipul NN, nu sunt
viabili, deoarece sunt incompatibili cu procesele vitale (fenomenul de letalitate totala),
asa cum se poate observa in Tabelul 1.

Tabel 1. — Genotipurile caracteristice celor patru tipuri de crap

Specificare Crap cu solzi Crap oglinda ﬁ;r:iaep cu solzi in Crap golas
Tn celule somatice 1. SSnn ssnn 1. SSNn ssNn
2. Ssnn 2. SsNn
fn gameti 1. numai Ss numai sn 1. SSNn sN sau sn
9 ’ 2. Ss sau sn 2. SsNn

in cadrul familiei Cyprinidae s-au identificat doua categorii de specii — prima cu
complementul diploid variind Tn jurul cifrei 100 (Cyprinus carpio 2n=100, Carassius
auratus 2n=104) si cealalta cuprinzand specii avand 2n variind in jurul cifrei 50
(Baarbus tetrazona 2n=50, Barbus fasciatus 2n=52) (Minciu si Bara, 1985).

In anul 1979, Taisescu a stabilit numarul diploid de cromosomi si cariotipul la 10
specii de Cyprinidae (Gobio gobio, Gobio uranoscopus, Gobio albipinnatus, Gobio
kessleri, Pseudorasbora parva, Cyprinus carpio, Carassius carrasius, Carassius
auratus, Scardinius erythrophthalmus si Phoxinus phoxinus), iar la specia Gobio gobio
s-a intocmit idiograma.

Spre deosebire de alti autori care raporteaza la Carassius carassius numarul
diploid identic cu cel al speciei Carassius auratus (2n=94, 100, 102, 104), cercetarile
prezente (Taisescu, 1979), stabilesc la caracuda 2n=50 (Figura 3) iar la carasul auriu
2n=98. Deoarece in literatura de specialitate foarte adesea este citata legatura
filogenetica intre cele doua specii, s-a incercat stabilirea unei relatii in sens evolutiv
intre complementele lor cromosomiale.

Studiul complementului cromosomial efectuat la patru linii si doi hibrizi de crap
(Cyprinus carpio), evidentiaza in toate cazurile 2n=100 dintre care 24 sunt cromosomi
metacentrici, 24 submetacentici si subtelocentrici si 52 sunt cromosomi acrocentrici.
Neconcordanta rezultatelor din literatura de specialitate s-ar putea datora tehnicilor
diferite folosite Tn evidentierea cromosomilor sau examinarii unor linii sau populatii
diferite de crap care prezinta, probabil, un alt complement cromosomial.

La carasul auriu (Carassius auratus), a fost stabilit (Taisescu, 1979) numarul
diploid de cromosomi 2n=98, iar in complementul cromosomial au fost identificati 48
de cromosomi cu doud brate si 50 de cromosomi acrocentrici, totalizdnd un numar de
brate cromosomiale NF=146. Rezultatele par s& mareasca scara variabilitatii
numerelor de cromosomi publicate pentru aceasta specie (2n=94, 100, 102, 104).

La noi in tara, carasul este o specie ginogenetica (ceea ce presupune pentru
perpetuare existenta unor icre diploide, pentru a mentine la urmasi numarul de
cromosomi caracteristic speciei), care prezinta o variabilitate fenotipica foarte
pronuntata ca o consecinta a participarii diferitelor specii de Cyprinidae la ,fecundatie”
si populeaza conditii de mediu extrem de variate.

Faptul ca se adapteaza si la conditi de mediu mai proaste demonstreaza ca
specia se comporta ca un poliploid cu sanse mai mari de supravietuire iar variatia
numarului de cromosomi in diferitele populatii analizate s-ar putea datora unor
rearanjamente cromosomiale secundare interactiunii genotip — conditii de mediu.

Studiul complementului cromosomial la Carassius carassius stabileste numarul
diploid 2n=50 cromosomi, care se dispun in cariotip in 21 perechi de cromosomi cu 2
brate (10 perechi metacentrici, 6 perechi submetacentrici, 5 perechi subterminali) si 4
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perechi de cromosomi acrocentrici realizdnd un numar fundamental de brate

cromosomiale, NF=92. Tn felul acesta, cercetérile efectuate (Taisescu, 1979) sunt in

discordanta cu cercetarile lui S. Makino (1941) care raporteaza 2n=94 si n=47 la fel ca
si la carasul auriu; cu cele ale lui H. Kobayasi (1977) care raporteaza 2n=94 fara sa

faca o descriere morfologica a complementului cromosomial si cu cercetarile lui U.

Wolf si colab., (1969), (citati de Taisescu, 1979), care raporteaza 2n=100 — 104,

afirmatie neinsotitd de material ilustrativ sau descrierea morfologica a complementului

cromosomial.

Este posibil ca autorii citati anterior sa fi analizat citogenetic o rasa geografica de
caras auriu (specie cu o variabilitate individuala remarcabila) care, datorita conditiilor
din mediul pe care il populeaza se aseamana foarte mult, ca morfologie externa, cu
caracuda.

Daca admitem ca cele doua specii sunt atat de inrudite incat specia Carassius
carassius constituie tipul salbatic al speciei Carassius auratus, cea din urma, fiind
tetraploida, numarul de cromosomi stabilit la Carassius carassius (2n=50) sustine
aceasta evolutie prin poliploidizare Tnsotita de alte rearanjamente cromosomiale.

Analizdnd comparativ. complementul cromosomial al mai multor specii de
Cyprinidae, se pot trage doua concluzii mai importante:

- in ceea ce priveste numarul de cromosomi, se contureaza doua grupe de specii.
Prima grupa cuprinde specii cu 2n= 48 — 50 (Scardinius erythrophthalmus,
Phoxinus phoxinus, Carassius carassius, Pseudorasbora parva si toate speciile
genului Gobio) iar grupa a doua reuneste specii cu 2n=100 (Cyprinus carpio,
carassius auratus) intre cele doua grupe ar putea fi o relatie de tip diploid -
tetraploid;

- subimpartirea familiei Cyprinidae in subfamilii este justificata citogenetic. Astfel,
in subfamilia Cyprininae sunt cuprinse atat specii diploide cat si specii
tetraploide indicand modul si directia de aparitie a unor specii. Gobioninaele au
un complement cromosomial format din 50 — 52 de cromosomi, lipsit sau cu
foarte putini cromosomi acrocentrici. Leuciscinaele, mai putin evoluate, au tot
2n=50 — 52 dar in complementul lor cromosomial se observa mai multi
cromosomi acrocentrici (caracter de primitivitate).

1.1.METODE UTILIZATE iN STUDIUL GENETIC AL POPULATIILOR

Populatiile pot fi studiate din punct de vedere genetic cu ajutorul a doua metode:
metoda descriptiva si metoda genetica.

Metoda descriptiva se bazeaza pe caracterizarea fenotipica a indivizilor unei
populatii, considerandu-se ca fenotipul biotipurilor din populatie reprezinta expresia
genotipului indivizilor Tn stransa relatie cu mediul Tnconjurator. Studiind fenotipul
organismelor se pot stabili unele raporturi de dependenta existente intre indivizii
aceleiasi colectivitati. Deoarece intr-o populatie exista indivizi asemanatori fenotipic,
dar desoebiti din punc de vedere genotipic, inseamna ca analiza populatiei prin
metoda descriptiva nu ofera o imagine realad in ceea ca priveste structura genetica a
acesteia.

Metoda genetica de studiere a populatilor a fst posibila numai dupa
redescoperirea legilor lui G. Mendel de segregare a caracterelor in descendentele
hibride. Analiza hibridologica permite studierea formelor rezultate in urma segregarii
organismelor heterozigote. Cu ajutorul metodei genetice este posibila evidentierea,
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din diversitatea genotipurilor unei populatii, a acelor genotipuri care corespund mai
bine obiectivelor propuse de realizat in procesul de ameliorare.

in analiza geneticd a populatiilor hibride se foloseste metoda biometrica,
completatd cu calculul statistic al datelor, obtindnd, astfel, modelul teoretic al
populatiei, pornind de la o anumitd situatie data si urmarind influenta exercitata de
diferiti factori care actioneaza asupra acesteia.

Astfel de studii genetice asupra populatiilor, bazate pe imbinarea metodei
biometrice cu calculul statistic, a efectuat W. Johansen (1903), care a definit atat
populatia, cat gi gruparile componente de indivizi din cadrul populatiei, adica liniile
pure.

Populatiile autogame, precum si soiurile autogame, pot fi descompuse in linii
pure prin alegerea descendentilor pe parcursul mai multor generatii si prin
consangyvinizare.

De asemenea, in analiza genetica a populatiilor se studiaza frecventa genelor si
a genotipurilor din populatiile naturale, dupa metoda elaborata de G. Hardz si W.
Weinberg (1908), care au demonstrat caracterul legic al echilibrul genetic al
populatiilor.
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CAPITOLUL 2

ASPECTE PRIVIND FILIATIA $1 DIVERSITATEA MOLECULARA

2.1. IMPORTANTA BIOLOGIEI MOLECULARE iN INDICAREA DIRECTIILOR
EVOLUTIVE

Metodele comparative morfologice folosite in stabilirea liniilor filogenetice au fost
foarte utile in studii asupra evolutiei, atunci cand nu existau verigi de legatura intre
fosilele descoperite. Oricum, aceste metode nu pot furniza o scala a evolutiei corelata
cu timpul. Progresul biologiei moleculare din ultimele decenii au furnizat noi metode
de studiu asupra evolutiei. Baza acestor metode o constituie gradul mare de stabilitate
al secventelor de ADN. Modificarile evolutive Tn structura secventelor de ADN sunt
atat de lente, incat pot furniza informatii detaliate asupra originii si istoriei evolutiei lor.
Din momentul in care, secventele ce intra in structura genelor au fost translate in
secvente de aminoacizi ale proteinelor cu ajutorul codului genetic, modificarile
evolutive ale aminoacizilor in cadrul proteinelor, de asemenea, pot furniza informatii
referitoare la procesele si scala aproximativa a timpului evolutiv. De fapt, majoritatea
rezultatelor obtinute cu ajutorul studiilor la nivel molecular provin din analize ale
secventelor de aminoacizi ale anumitor proteine. Estimarea timpului evolutiv prin
aceste metode se bazeaza pe descoperirea potrivit careia, rata de substitutie a
aminoacizilor pe an pe site intr-o anumita proteina se produce constant pentru toate
organismele.

Este cunoscutd existenta a 20 de aminoacizi diferiti care intrd in compozitia
proteinelor. Numele si modul de prescurtare sunt prezentate in Tabelul 2.

Tabel 2 Cei 20 de aminoacizi si modul de prescurtare al numelor (Dayhoff, 1978)

Nr. Nume Abrevieri Nr. Nume Abrevieri

crt. trei litere | o literd crt. trei litere | o literd
1. Alanina Ala A 11. Leucina Leu L
2. Arginind Arg R 12. Lizina Lzs K
3. Asparagina Asn N 13. Metionina Met M
4. Acid aspartic Asp D 14. Fenilalanina Phe F
5. Cisteina Cys C 15. Prolina Pro P
6. Glutamina Gin Q 16. Serina Ser S
7. Acid glutamic Glu E 17. Treonina Thr T
8. Glicina Gly G 18. Triptofan Trp w
9. Histidina His H 19. Tirozina Tyr Z
10. Izoleucina lle | 20. Valina Val V
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2.2. ROLUL ADN MITOCONDRIAL (ADNmt)

Numarul mare de polimorfisme ale secventelor de nucleotide din doua zone cu
hipervariabilitate ale regiunii de control mitocondrial necodificatoare pot permite
discriminarea intre indivizi sau probe biologice. Probabilitatea recuperarii ADNmt din
probe biologice foarte mici sau degradate este mai mare decét in cazul ADN nuclear
deoarece moleculele de ADNmt sunt prezente in mii de copii per celula, comparativ cu
ADN nuclear care se géseste in doud copii per celula. in plus, ADNmt este mostenit
numai pe linie materna, astfel incat, in cazul in care un individ nu este disponibil
pentru o comparatie directd cu o probd biologica, orice proba provenita de la genitorul
matern, poate constitui o proba de referinta.

Datorita recombinarii meiotice si mostenirii diploide a ADN nuclear, reconstituirea
unui profil pe baza ADN nuclear chiar si in cazul rudelor de gradul | este destul de
greu de realizat. De asemenea, modelul mostenirii pe linie materna a ADNmt poate fi
de asemeni, considerat ca avand unele deficiente. Deoarece toti indivizii, pe linie
materna prezintd aceeasi secventa de ADNmt, aceasta nu poate fi consideratd un
identificator unic. De fapt, indivizi neinruditi aparent, pot avea o origine comuna si
necunoscuta, pe linie materna.

Majoritatea animalelor au o reproducere sexuata, in timpul careia, genele se
transmit de la ambii parinti Th urma recombinarii prin crossing-over si a segregarii
independente a cromosomilor din timpul meiozei |. Dar, genele din organite provenind
din diferite linii de filiatie niciodata nu se pot recombina si aceasta tocmai datorita
faptului ca genomul organitelor (cum este si cazul ADNmt) se transmite uniparental si
chiar daca s-ar transmite biparental, organitele provenite de la cei doi genitori nu ar
putea fuziona astfel incat sa se ajunga la o fuzionare a genomurilor. Daca doua celule
parentale fuzioneaza, genotipurile recombinante nu se pot regasi la nivel mitocondrial
(Birky, 2001).

2.3. ASPECTE ALE EVOLUTIEI MOLECULARE
2.3.1. EVOLUTIA SECVENTELOR NUCLEOTIDICE $I PROTEICE

De la Charles Darwin incoace reconstruirea istoriei evolutive a vietii si redarea
acesteia sub forma unui arbore filogenetic a fost un vis pentru multi biologi, Haeckel
(1866) fiind primul care a incercat sa realizeze acest lucru. Modul ideal pentru
realizarea acestei sarcini imense este utilizarea registrului fosil, dar intrucat acesta
este fragmentar multi cercetatori au incercat sa foloseasca morfologia si fiziologia
comparata. Folosind aceste doua metode s-a reusit deducerea multor aspecte
importante din istoria vietii. Insa schimbarile morfologice si fiziologice fiind extrem de
complexe, iar aprecierea importantei evolutive a unui caracter fiind de cele mai multe
ori subiective arborii filogenetici construiti au fost intotdeauna subiect pentru
controverse.

In ultimul timp datoritd realiz&rilor biologiei moleculare situatia s-a schimbat
drastic. Daca in anul 1982 in GenBank erau doar 606 secvente (680.338 pb) aceasta
baza de date fiind la inceputurile sale, iar in 1997 se ajunsese dupa 15 ani abia la
1.765.847 de secvente (1,160,300,687pb) astazi baza de date numara 46 947 388 de
secvente cu un total de aproximativ 51 674 486 881 pb de la peste 165 000 de specii
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(Benson, 2005). Aceasta explozie se datoreaza in primul rand perfectionarii metodelor
de secventiere si a dus la aparitia unui mare numar de studii de evolutie moleculara.

Planul structurii tuturor organismelor fiind inscris in ADN (sau ARN in cazul unor
virusuri) apare posibilitatea de a studia relatile evolutive dintre organisme
comparandu-le ADN-ul. Acest mod de a privi lucrurile are cateva avantaje fata de cele
clasice ce utilizeaza caractere morfologice si fiziologice.

(1) Macromolecula de ADN este formata din patru tipuri de nucleotide: adenina
(A), timina (T), citozina (C) si guanina (G) in intreaga lume vie putand fi folosit astfel
pentru a compara orice grupe de organisme, plante, bacterii, arhebacterii, animale,
fungi. In metodele traditionale aceasta este pur gi simplu imposibil.

(2) intrucat modificarile evolutive ale ADN urmeaz& un model mai mult sau mai
putin regulat este posibila utilizarea modelelor matematice pentru a formula
modificarile si compara ADN-ul de la organisme foarte indepartate din punct de
vedere filogenetic. Schimbarile morfologice sau fiziologice urmeaza modele extrem de
complexe chiar daca analizam perioade scurte de timp nefiind clar daca diferitele
aproximari necesare pentru realizarea unor filogenii sunt reale sau nu.

(3) Genomurile diferitelor organisme constau din lungi secvente de nucleotide (de
exemplu genomul uman are 9x1012 pb) contindnd astfel cantitati mult mai mari de
caractere cu importanta filogenetica spre deosebire de alte tipuri de date.

Sistematica este una dintre cele mai controversate ramuri din biologie, definitiile
speciilor, genurilor familiilor etc. fiind adesea subiectiva, dezacordul dintre specialisti
privitoare la statutul unui anumit taxon fiind ceva obisnuit. Filogeneza este mai putin
controversata decat sistematica, ea dorind in primul rénd sa rezolve problema relatiilor
dintre organisme, iar statutul sistematic al organismelor are o importantad secundara.
Cele doua domenii sunt insa strict corelate, clasificarea organismelor trebuind sa
reflecte istoria lor evolutiva (Ax, 1987). In acest sens filogenetica moleculara joaca un
rol important in dezvoltarea bazelor stiintifice ale sistematicii, insa nu trebuie privita ca
atotputernica existdnd cazuri cand unele probleme din sistematica nu pot fi rezolvate
pe aceasta cale.

Un exemplu interesant de utilizarea a datelor moleculare in stabilirea relatiilor
filogenetice dintre diversi taxoni il constituie cetaceele a caror legaturi cu celelalte
ordine de mamifere au fost mult discutate. Prin analiza evolutiei genei y fibrinogenului
cat si prin datele referitoare la insertia in genom a SINE (short interspersed repetitive
elements) ce pot fi privite ca caractere sinapomorfe (Nei & Kumar, 2000) s-a ajuns la
concluzia ca printre mamiferele actuale, cele mai finrudite cu cetaceele sunt
hipopotamii. Pe langa faptul ca la acealeasi rezultate s-a ajuns prin doua metode
absolut diferite, ipoteza este sustinuta si de datele paleontologice care indica inrudirea
cetaceelor cu mezonichidele, un grup de ungulate carnivore din oligocen (Benton,
1997).

2.3.2. METODE DE DEDUCERE A DIRECTIILOR DE FILIATIE PORNIND DE LA
DATE MOLECULARE

Deducerea informatiilor filogenetice din datele moleculare necesita alegerea
metodei potrivite din multele disponibile. Construirea unei ipoteze filogenetice este un
procedeu de estimare, adica se face o estimare optima a unei filogenii bazandu-ne pe
informatia incompleta continutd in datele disponibile. Tn contextul sistematicii
moleculare de obicei nu avem informatii directe despre trecut — avem acces doar la
organisme si molecule actuale. Deoarece putem gasi un scenariu evolutiv prin care
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orice filogenie poate fi explicata e nevoie de un criteriu pentru a selecta una sau
cateva filogenii preferate dintr-un set de filogenii posibile. Metodele de deducere
filogenetica incearca sa realizeze acest scop in unul din doua moduri: (1) definind o
secventa specifica de pasi (un algoritm) ce duce la obtinerea unui arbore filogenetic ;
sau (2) definind un criteriu pentru a compara filogeniile alternative intre ele si
decizand care e mai buna.

Metodele pur algoritmice combina deducerea arborelui filogenetic si definitia
arborelui preferat intr-o singura supozitie. Aceste metode includ toate formele de
analiza a grupelor perechi (cum ar fi UPMGA) si alte metode bazate pe distante cum
ar fi NJ (neighbor joining). Ele sunt de obicei mai rapide deoarece merg direct spre
arborele final fara a necesita evaluarea unui numar mare de solutii.

A doua grupa de metode presupune doi pasi logici. Primul este definirea unui
criteriu de optimalitate (descris formal de printr-o functie obiectiva) cu ajutorul caruia
fiecarui arbore i se acorda un punctaj folosit pentru compararea arborilor unul cu
celalalt. Al doilea pas este utilizarea unui algoritm specific pentru calcularea valorii
functiei obiective si gasirea arborelui cu cel mai bun punctaj. Astfel supozitiile
evolutive facute Tn primul pas sunt decuplate de folosirea calculatorului Tn pasul al
doilea. Pretul acestei claritati logice este viteza lentd de lucru a calculatorului, iar
pentru seturi date ce contin mai mult de 20 de taxoni arborele optim nu poate fi
intotdeauna gasit din cauza numarului mare de posibile solutii.

Folosirea algoritmilor este radical diferitd intre cele doud metode. in cazul
metodelor pur algoritmice, algoritmul este cel care defineste criteriul de selectie al
arborilor si are deci o valoare cruciald. In metodele bazate pe un criteriu algoritmul
este doar unealtd pentru evaluarea valorii functiei obiective si cautarea arborilor ce
optimizeaza aceasta valoare. Deoarece metodele bazate pe criterii acorda fiecarui
arbore analizat un punctaj, filogeniile pot fi aranjate in ordinea preferintelor. Aceasta
reprezintd un avantaj enorm in fata metodelor pur algoritmice. Daca un set de date
poate fi explicat egal de bine de cateva mii de arbori filogenetici, folosind metode
bazate pe criterii nu vom fi dusi in eroare ca un anumit arbore explica datele foarte
bine. O metoda algoritmica da un singur arbore, neputand sti catd confidentd putem
avea in acesta. Unii autori (Hedges et al., 1992) au sugerat utilizarea metodelor
statistice cum ar fi bootstrapping-ul pentru determinarea gradului de confidenta pe
care il putem avea intr-un arbore gasit prin metode pur algoritmice.

2.3.3. EVOLUTIA SECVENTELOR DE AMINOACIZI

Inainte de inventarea metodelor rapide de secventiere in 1977 (Maxam & Gilbert,
1977; Sanger et al., 1977) majoritatea studiilor de evolutie moleculara se bazau pe
secvente proteice. Astazi secventierea ADN-ului este mult mai simpla si rapida decéat
secventierea proteinelor si majoritatea secventelor proteice sunt obtinute prin
transcriere folosind codul genetic. Totusi secventele proteice si-au pastrat
utilitatea pentru studiile filogenetice : ele sunt mult mai conservate, decat secventele
de ADN si pot oferi informatii utile in cazul compararii grupelor indepartate din punct
de vedere filogenetic. In plus, modelele matematice ale schimbarii evolutive a
aminoacizilor sunt mult mai simple decéat cele pentru secvente de acizi nucleici, motiv
pentru care facem mai intai o prezentare a evolutiei secventelor proteice si doar apoi
a celor nucleotidice.

Studiul schimbarilor evolutive al secventelor polipeptidice incepe prin compararea
a doua sau mai multe secvente. Cel mai simplu indice este numarul de aminoacizi
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diferiti (nd). Daca secventele aliniate contin insertii sau deletii acestea trebuiesc
eliminate Tnainte de calcularea nd. Un alt indice simplu este distanta p ce reprezinta
proportia de aminoacizi prin care doua secvente de aminoacizi difera. Se calculeaza
impartind numarul de aminoacizi diferiti la numarul total de situsuri comparate.

n —
n n

Acest indice nu face nici o corectie pentru substitutii multiple in cadrul aceluiasi
situs sau pentru diferentele in ratele de evolutie intre situsuri.

Urmatorul indice este distanta cu corectie Poisson (PC) deoarece in realitate n

cadrul aceluiasi situs pot avea loc substitutii multiple ceea ce duce la o relatie neliniara
intre p si timpul {. Odata cu trecerea timpului discrepanta dintre nd si numarul real de
substitutii creste (Figura 1)
Daca r este rata de substitutie per an si per situs (pentru simplitate se presupune ca e
acelasi pentru toate situsurile) numarul mediu de substitutii per situs intr-o perioada de
timp t este rt, iar probabilitatea a k substitutii (k = 1, 2, 3, ...) este data de distributia
Poisson :
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Figura 1. Relatia dintre distanta PC si distanta p odata cu trecerea timpului. Rata de

substitutie a aminoacizilor este de 10°® per situs per an. (Dupéd Nei & Kumar, 2000)

efrt (Vt)k
k!

Deci probabilitatea ca intr-un anumit situs sa nu aiba loc nici o substitutie (k =0) este
P(0;t)=e-rt. Pentru un numar de n aminoacizi, numarul de aminoacizi neschimbati este
de ne-rt.

P(k:t)=
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De obicei insa, secventa ancestrala nefiind cunoscuta ecuatia de mai sus nu este
aplicabila, trebuind sa comparam doua secvente actuale divergenta carora a inceput ¢
timp in urma. Probabilitatea (q) ca nici unul din situsurile omoloage ale celor doua
secvente sa nu se fi schimbat este:

q=(e-r)2 =e-2rt

Ea poate fi estimata ca 1 - *p, deoarece q =1 — p, de unde 1- p = e-2rt. Daca d =
2rt este numarul total de substitutii per situs pentru doua secvente atunci el poate fi
calculat ca :

d=-n(1-p)

O estimare a lui d (c? ) poate fi obtinutd inlocuind in ecuatia de mai sus p cu p,

iar varianta lui d este datd de

V(d )=p/[(1-p)n].

Pe de alta parte aceleasi formule de mai sus pot servi pentru calcularea ratei de
substitutie a aminoacizilor

Fo=d /e,

dar pentru aceasta trebuie sa cunoagtem momentul inceperii divergentei dintre cele
doua secvente. Daca cunoastem rata de substitutie a aminoacizilor putem folosi
formula de mai sus pentru a estima timpul evolutiv

i=d /@n.

In modul de calculare a distantei descris mai sus se presupune ca rata de
substitutie aminoacizilor este identica pentru toate situsurile. Aceasta aproximare de
cele mai multe ori nu este valabila, rata substitutiei fiind mai ridicata pentru situsurile
mai putin importante din punct de vedere functional, iar aminoacizii din centrul activ al
unei proteine pot fi conservati pentru perioade de timp foarte mari (Kimura, 1983).
Uzzel & Corbin (1971) au aratat ca de fapt distributia numarului de substitutii per situs
k are o variantda mai mare decat cea a distributiei Poisson si urmareste de fapt o
distributie negativ binomiala, iar distributia lui r per situs urmareste o distributie
gamma.

a

- I(a)
gamma definita:

f(n

e-brra-1 unde a=,r/V(r) b=r/V(r), iar I'(a)este functia

T(a)=[e"t*"dt
0

20



Densitatea probabilitatii

Rata evolutivd relativa

Figura 2 Distributia gamma a ratei de substitutie per situsuri pentru
diferite valori ale parametrului gamma (a) (Dupa Nei & Kumar, 2000)

Forma distributiei f(r) este data de a care se mai numeste si parametru de forma
sau parametru gamma. Distributia gamma este foarte flexibila si ia diverse forme in
dependenta de a. Pentru @ =0 r este acelasi pentru toate situsurile, pentru a=1 r
urmeaza o distributie exponentiald indicand ca rata de substitutie variazd mult de la un
situs la altul, iar pentru a < 1 r are o distributie si mai concava indicand ca un mare
numar de situsuri au r = 0 (Figura 2).

Spre exemplu Uzzell & Corbin (1971) au estimat ca a = 2 pentru citocromul ¢ de la
vertebrate, iar Zhang & Gu (1998)au estimat acest parametru intre 0,2 si 3,5 pentru un
set de proteine nucleare si mitocondriale. Cand r variazd conform unei distributii
gamma poate fi estimat numarul de substitutii de aminoacizi per situs. Probabilitatea

identitatii a doi aminoacizi din doua situsuri omoloage peste un timp t este q = e-2rt,
iar @ mediu pentru toate situsurile este dat de

a=qu<r)dr=( ‘ j

a+?2rt

(Nei & Kumar, 2000). daca notam ca in cazul corectiei Poisson dG =2rt si
q =1— p avem urmatoarea formula pentru distanta dintre doua secvente :

dg = a[(l —P)iw _1J cu varianta V(c:’G) = p[(l _ p)7<1+2/a>J/n
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iar estimarea (c?G ) alui dG se obtine inlocuind p prin p . Efectul variatiei lui r asupra

distantei d este semnificativ numai atunci cand p > 0,2 iar a < 0,2, deci cand p < 0,2
nu este necesara utilizarea distantei dG.

2.3.4. MUTATIILE $1 RATA DE SUBSTITUTIE A AMINOACIZILOR

Genele sau secvente ale moleculelor de ADN care functioneazd ca modele
structurale pentru ARNm sunt numite gene structurale. De cé&nd secventele de
aminoacizi din structura unui lant polipeptidic se pot determina cu ajutorul secventelor
nucleotidice din genele structurale, orice schimbare in secventa de aminoacizi este
cauzatd de mutatiile produse la nivelul ADN. De asemenea, o mutatie care produce o
modificare Tn structura ADN nu este necesar sa se reflecte Tn modificarea secventei
aminoacizilor, fapt datorat degenerarii codului genetic.

Tnaintea inventarii metodelor rapide de secventiere a ADN in 1977 (Maxam si
Gilbert, 1977; Sanger et al., 1977), cea mai mare parte a studiilor de evolutie
moleculara au avut la baza utilizarea secventelor de aminoacizi. Unele principii
importante ale evolutiei moleculare, cum ar fi: evolutia prin duplicarea genelor (Ingram
1963; Ohno, 1970) si ceasul evolutiei moleculare (Zuckerkandl si Pauling, 1962;
Margoliash, 1963), au fost descoperite prin studiul secventelor de aminoacizi. in
prezent, secventierea ADN este mult mai simpld decat secventierea aminoacizilor
care este de obicei dedusa din secventierea nucleotidelor prin utilizarea codului
genetic (Nei si Kumar, 2000).

Nu este adevarat faptul ca orice mutatie poate fi Tncorporata intr-o secventa,
deoarece speciile sunt alcatuite din populatii cu numerosi indivizi, iar o mutatie nou
aparuta fintr-un individ, poate dispare din populatie prin sansa sau prin actiunea
selectiei purificatoare. Numai in cazul in care mutatia survine la nivelul intregii
populatii, atunci aceasta poate fi inclusa in genomul speciei. Acest proces poarta
numele de fixare a mutatiei in populatie. Odata fixata o mutatie in cadrul unei
populatii, orice individ apartinand acelei populatii va avea aceeasi mutatie. Cand sunt
comparate doua secvente de aminoacizi provenite de la doua specii diferite, sunt
urmariti initial, noii aminoacizi care au fost incorporati.

Cand apare o mutatie in cadrul populatiei, supravietuirea alelelor depinde in
principal de sansa, daca este sau nu avantajoasa din punct de vedere selectiv si de
marimea populatiei. De exemplu, considerand A1 gena sélbatica si A2 alela. Tntr-un
organism diploid, gena mutanta apare initial in stare heterozigota (A1A2). in urma
incrucisarii A1A2 x A1A1, daca nu rezultd descendenti (generatia F1) din diferite
cauze biologice (de exemplu sterilitatea homozigotului A1A1), gena mutantd va
dispare in generatia urmatoare. Supravietuirea genei alele, nu este sigura nici chiar
daca in urma incrucisarii A1A2 x A1A1 se produc urmasi, deoarece descendentii cu
genotipul A1A2 apar cu o probabilitate de 0,5. In plus, existd si o sansa de 0,25 ca
descendentii cu aceste genom sa nu apara (Nei si Kumar, 2000).

Cand o mutatie este neutra sau nu afecteaza fitness-ul individului purtator,
frecventa relativa a mutantei poate creste sau descreste prin sansa in cadrul
populatiei (Nei si Kumar, 2000).

Pana acum in toate modelele descrise s-a vorbit despre substitutiile aminoacizilor
de parca fiecare substitutie este fixata in secventa considerata. De fapt secventele de
aminoacizi nu sunt independente, fiecare specie constand din populatii, iar mutatiile
au loc 1n individ ele putand dispare prin deriva genetica sau prin selectie
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stabilizatoare. Doar cand mutatia se raspandeste in intreaga populatie putem spune
ca ea este fixatd. Cand comparam doua secvente de aminoacizi de la doua specii
observam doar schimbarile ce au fost fixate in genofondul speciei. Cand o mutatie
este neutra si nu afecteaza fitnesul indivizilor frecventa relativa (x) a alelei mutante
poate creste sau descreste la Tntdmplare in interiorul populatiei. La un organism cu
generatii discrete (cum ar fi insectele sau plantele anuale) si numar N de indivizi
adulti frecventa unei alele mutante este x =1/(2N), unde 2N este numarul de
locusuri. Soarta alelei e determinata doar de sansa, x crescand si descrescand pana
cand alela e pierdutd sau fixata. Probabilitatea fixarii este de u =1/(2N) iar

probabilitatea pierderii de 1-1/(2N). Daca rata de aparitie a mutatiei este de v per
locus si per generatie atunci numarul de mutatii ce au loc in intreaga populatie este de
2Nv per locus si per generatie. Cum probabilitatea fixarii mutatiei este de 1/(2N) rata
de substitutie per locus si per generatie (a) este de :

a=2Nv><L:v
2N

Deci rata de substitutie per locus i per generatie este egald cu rata mutatiei.
Aceasta regula simpla a fost descoperita n 1968 de catre Kimura.

In cazul mutatiilor avantajoase selective situatia este alta, fitnesul indivizilor fiind
de 1 in cazul genotipului AA, 1+s in cazul genotipului Aa si 1+2s in cazul genotipului
aa (s este numit coeficient de selectie si este pozitiv pentru mutatiile folositoare si
negativ pentru cele daunatoare. Probabilitatea fixarii mutatiilor avantajoase u= 2s

pentru populatii mari unde Ns > 1, deci rata de fixare a mutatiilor avantajoase este

a=2Nvx2s=4Nsv

S& presupunem cd v = 10-9, N = 105 iar s = 0,01. In acest caz a devine 4 x 107
care este de 4000 de ori mai mare ca in cazul mutatiei neutre (unde a = v =10-9).
Acest exemplu este totusi un pic exagerat deoarece odata ce o proteina are o functie
stabilitd majoritatea mutatiilor vor fi daunatoare sau neutre si foarte putine vor
amplifica activitatea proteinei. Mai multe studii au aratat ca rata mutatiilor pozitive este
mult mai mica ca a celor neutre.

Marea majoritate a mutatiilor sunt insa daunatoare, ele fiind rapid eliminate din
populatie, ele necontribuind deci la substitutiile de aminoacizi nefiind fixate. Mutatiile
putin ddunatoare se comporta altfel insa. Ele pot fi totusi fixate Tntr-o populatie cu o
mica probabilitate in special Tn populatii mici. Totugi o acumulare continua de mutatii
putin daunatoare i-ar putea deteriora structura si functia. Deci ca mutatile usor
daunatoare sa fie fixate trebuie sd se acumuleze si mutatii usor benefice pentru ca
proteina sa-si pastreze functia. In acest caz rata medie de acumulare a mutatiilor
poate deveni mai mult sau mai putin (constanta pe termen lung bineinteles).

In unele cazuri heterozigotii (Aa) pentru o noud mutatie pot avea un fitnes crescut
fatd de oricare dintre homozigoti (AA sau aa) acest fenomen fiind cunoscut sub
denumirea de selecte supradominanta. Tn acest caz fitnesul indivizilor AA, Aa si aa
poate fi exprimat ca 1-s7, 1 si 1-s2 respectiv calculele probabilitatii fixarii sunt prea
complicate pentru a fi redate aici, insa cand s, = 5, probabilitatea este de cateva ori
mai mare ca cea pentru mutatiile neutre.
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2.4. TIPURI DE MODIFICARI LA NIVELUL MACROMOLECULEI DE ADN

Exista patru tipuri principale de modificari care au loc in macromolecula de ADN:
inlocuirea nucleotidelor, deletia, aditia si inversia acestora. Aditia, deletia si inversia se
pot produce pentru una sau mai multe nucleotide. Aditia si deletia pot modifica
secventele cadrelor deschise de citire, portiuni numite ORF (open reading frame), caz
in care, sunt numite frameshift mutations (Figura 3). Inlocuirea nucleotidelor poate fi
impartita Tn doua clase: tranzitii si transversii (Figura 4). Tranzitile reprezinta
fnlocuirea unei baze azotate purinice (adenina sau guanind) cu alta baza purinica sau
a unei baze azotate pirimidinice (timina sau citozind) cu o alta pirimidina. Substitutia
nucleotidelor purinice cu nucleotide pirimidinice sau invers, poartda numele de
transversii. In majoritatea secventelor de ADN, s-a constatat c& substitutia
nucleotidelor prin tranzitii, intervine mai frecvent decat substitutia prin transversii
(Fitch, 1967; Gojobori et al., 1982; Kocher et al., 1991).

Frameshift mutation

Secventa de aminoacizi initiala

5
| | | "

" 1 1 1 1 1 1 1T 1 1T T 1T T T 1T T T 11
a'z’;f;;*CATTCACACGTACTCATGCTA

-4 His H Ser H His H Val H Leu H Met H Leu }J-
T

aminoacid

C B8 llo 4 His s Thr i Tyr - Ser 3 Gys S Tyr o8

Modificarea inceputului secventei ce codifica
aminoacidul poate determina aparitia unei catene mutante

Figura 3 Modul de aparitie al frameshift mutatiilor

< Tranzitii
C >T
\\ //'
Transversii \
= \
A < y G

Figura 4 Cele doua modalitati de substitutie a nucleotidelor
(dupa, Nei si Kumar, 2000)

Modificarile evolutive de la nivelul macromoleculelor de ADN sunt mai complicate
decét cele din secventele proteice, deoarece existd mai multe tipuri de ADN cum ar fi
regiunile codificatoare, regiuni necodificatoare, exoni, introni, regiuni terminale, regiuni
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repetitive si secvente de insertie. Modificarile produse de mutatii la nivelul ADN;
variaza in functie de zona in care apar. Chiar daca luam in considerare o singura
regiune codificatoare, modelul substitutiei nucleotidelor in prima, a doua si a treia
pozitie a unui codon, este diferit. Mai mult, unele regiuni se afla sub actiunea selectiei
naturale, mai mult decéat altele, acest fapt contribuind la variatii ale modelului de
evolutie ale diferitelor regiuni ale ADN.

2.4.1 DIFERENTE NUCLEOTIDICE iINTRE SECVENTE

Cand doua secvente de ADN provin din aceeasi secventa ancestrala, evolueaza
divergent gradual, datoritda substitutiei nucleotidice. Cea mai simpla masura a
divergentei dintre secvente, este proportia siturilor nucleotidice care difera intre doua
nucleotide sau distanta p pentru secventele nucleotidice.

In cazul substitutiei aminoacizilor, distanta p ne da o estimare a numérului de
nucleotide substituite per site, cadnd secventele au origine apropiata. Cand p are
valoare mare, ne da o subestimare numerica, deoarece nu tine cont de mutatiile
fnapoi si de cele paralele.

Pentru a estima numarul substitutiilor nucleotidice, este necesar sa folosim un
model matematic al substitutiilor nucleotidice. Din acest motiv, a fost constituitd o
matrita a ratei substitutiilor nucleotidice (Tabelul 3) (Nei si Kumar, 2000).

In continuare, vor fi prezentate doar modelele utilizate in prelucrarea datelor din
prezenta lucrare, modele alese pe baza numarului de nucleotide implicate precum si a
numarului de mutatii aparute in cadrul secventei unei gene.

Tabel 3 Modele ale substitutiei nucleotidice (Nei si Kumar, 2000)

A | T | C | G A | T | C | G
Jukes — Cantor model HKY model
A - a a a - BgT BgC agG
T a - a a BgA - agC BgG
C a a - a BoA agT - BaG
G a a a - agA BgT BgC -
Kimura model Tamura — Nei model
A - B B a - BgT BgC a1gG
T B - a B BoA - a2gC BaG
C B a - B BgA a2gT - BaG
G a B B - algA BgT BgC -
Equal — input model General reversible model
A - agT agC agG - agT bgC cgG
T agA - agC agG agA - dgC egG
C agA agT - agG bgA dgT - fgG
G agA agT agC - cgA egT fgC -
Tamura model Unrestricted model
A - 362 361 ab1 - al12 al13 al4
T 62 - a1 61 a21 - a23 a24
C 362 ab2 - 61 a31 a32 - a34
G a62 62 61 - a41 a42 a43 -

Nota: un element (eij) care intrd in una din matricile anterioare de substitutie nucleotidica va
nlocui nucleotida din randul i cu nucleotida din coloana j. gA, gT, gC si gG sunt frecventele nucleotidelor.
01 =9gG +gC; 62 =gA +gT.
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p=n,/n

unde ng si n sunt numarul de nucleotide diferite si numarul total de situsuri,
varianta lui p este aceiasi ca pentru secventele de aminoacizi. Pe langa acest indice
ades este necesar sa cunoastem frecventele diferitelor perechi de nucleotide dintre
doua secvente, X si Y. Existand patru nucleotide, A, T, G si C in fiecare secventa
existd 16 perechi diferite de nucleotide. Patru perechi sunt formate din nucleotide
identice (AA, TT, CC si GG), patru sunt perechi de tipul tranzitiilor (AG, GA, TC si CT)
si opt sunt perechi de tipul transversiilor (restul perechilor). Frecventele totale ale
perechilor de nucleotide identice, perechilor de tipul tranzitiilor, si perechilor de tipul
transversiilor pot fi notate cu O, P si Q respectiv, deci p = P + Q. Daca substitutiile de
nucleotide ar avea loc aleatoriu Q ar trebui sa fie de doua ori mai mare ca P (8 : 4)
pentru un p mic. De fapt tranzitiile au loc mai frecvent ca transversiile si deci P poate fi
mai mare decat Q. Raportul R dintre tranzitii si transversii poate fi calculat dupa

formula R zﬁ/Q unde P si Q sunt valorile observate ale lui P si Q. R este de
obicei de 0,5 — 2 pentru multe gene nucleare, iar pentru genele mitocondriale poate fi

pana la 15. R este supus unei mari erori cand numarul de nucleotide studiate este

mic si varianta este data de :
V(R) = R? 1 n 1
nP  nQ

fapt ce indica ca daca nP si nQ nu sunt mari, varianta lui R poate fi foarte mare. In

calculele lui V(I%) R din ecuatia de mai sus este inlocuit cu R.

Ca si In cazul secventelor de aminoacizi distanta p da o estimare corecta a
numarului de substitutii per situs numai daca secventele sunt destul de apropiate.,
daca p este mare apare o subestimare a numarului de substitutii deoarece nu sunt
luate in calcul substitutile paralele si cele ce au loc Tnhapoi. In cazul secventelor
nucleotidice aceasta este mult mai grav deoarece exista doar patru stari posibile in loc
de 20.

2.4.2 MODELE DE EVOLUTIE ALE SECVENTELOR NUCLEOTIDICE

Pentru a putea estima numarul de substitutii nucleotidice este necesara
utilizarea unor modele matematice care sa corecteze substitutiile multiple. Din aceasta
cauza au fost dezvoltate un numar mare de modele. Expresia matematica a unui
model de substitutie este un tabel al ratelor de substitutie per situs si per unitate de
distanta evolutiva. Pentru secventele de ADN aceste rate pot fi exprimate ca o matrice

Q de 4 x 4 in care fiecare element Qii reprezinta rata schimbarii de la baza i la

baza j in timpul unei perioade de timp dt infinit de mica. Cea mai generala forma a
acestei matrici este:
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—plar, +brg+cry) uare ubr ucrr

0= ugr, —u(gr, +dng +eny) udrg uerr
uhr, WiTc —plhr, + jme + frrr) My
HITT, ks, i, Wiz, +kr.+17n,)

randurile si coloanele corespunzand celor patru perechi de baze (A, C, G si T).
Factorul p este dat de rata medie instantanee de substitutie care este modificat de
parametrii relativi a, b, c..../, care corespund cate unul pentru fiecare transformare
posibila dintr-o baza intr-alta diferita. Produsul dintre y si parametrii relativi este

parametrul ratei de substitutie. Ceilalti parametri, 77 ,,77-,7 si mT sunt parametri de

frecventd si corespund frecventelor bazelor A, C, G si T respectiv. Pentru a simplifica
modelul se admite ca frecventele raman constante in timp, aflandu-se deci in
echilibru, iar rata de schimbare spre oricare dintre baze este proportionala cu
frecventa de echilibru si este independenta de baza de la care se porneste. in matrice
elementele din diagonala sunt alese astfel incat in suma toate elementele de pe un
rand dau 0. O matrice analoaga poate fi construita si pentru aminoacizi, in acest caz
ea ar fide 20 x20 sinu de 4x4.

Aproape toate modelele de substitutie propuse pana la ora actuald sunt cazuri
particulare ale matricei de mai sus (motiv pentru care am si prezentat-o). De obicei se
admite ca rata totala a schimbarii de la o baza j la alta j pentru o perioada mai lunga
de timp este aceiasi cu rata schimbarii de la j la i. In termeni matematici aceasta
corespunde cu afirmatiacag=a, h=b,i=c, j=d, k=e sil =f Asemenea modele
se numesc cu timp reversibil . Cel mai generalizat model cu timp reversibil (GTR) este
reprezentat prin matricea simetrica :

—ular, +br; +cmy) uar, ubr, uer,
O= nar, —pgr, +drg +em;) pdrg uery
ubr, pdr —phr, + j7e + f7ry) Wiy

Hary nere Mg M, +kre +17;)

Majoritatea altor modele folosite fie pentru deducerea arborilor filogenetici pe
baza maximei verosimilitudini (maximum likelihood) sau pentru estimarea distantelor
evolutive perechi pot fi obtinute restrangand alti parametric ai modelului GTR. Spre
exemplu daca substitutiile sunt impartite Tn transversii, tranzitii intre bazele purinice gi
tranzitii intre bazele pirimidinice (adica a = ¢ = d = f) obtinem modelul lui Tamura si Nei
din 1993 (TrN). La fel putem obtine modelul lui Kimura cu 3 tipuri de substitutii (K3ST)
cerand ca toate bazele sa aiba aceiasi frecventd (7, =7, =7, =7, =l/4) Si
impartind substitutiile in tranzitii (b = e), transversii de tipul A-T sau C-G (c = d) si
transversii de tipul A-C sau G-T (a = f). Alte restrictii duc la modele mai simple si mai
des utilizate. Daca admitem ca frecventa de echilibru a bazelor este aceiasi (

7T, =7, =7, =m, =1/4), iar toate substitutiile au aceiasiratd (a=b=c=d=e=f
= 1) modelul se reduce la cel al lui Jukes si Cantor din 1969 (JC).
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iar daca combinam frecventa bazelor si rata de substitutie intr-un singur parametru

a = u/4 se obtine o forma mai simpla. Acest parametru reprezinta probabilitatea
schimbarii unui nucleotid in oricare altul :

-3a « a a

a -3a « a
Q=

a a -3a «

a a a -3a

Un alt model utilizat frecvent este cel al lui Kimura cu 2 parametri propus in 1980
(K2P). El ia in calcul observatia ca tranzitiile si transversiile au loc cu rate diferite, insa

in continuare admite o frecventa egala a bazelor. Decia=c=d=f=1sib=e =k
obtindndu-se:

—%M%+2) iﬂ i#k iﬂ
N liu —%ul(kw) | o %ﬂk
Zﬂk Zﬂ —Zﬂ(k+2) Zﬂ

%ﬂ iﬂk %# —%#%+2)

Daca avem rata tranzitilor de o = uk /4 si cea a transversiilor de f = u/4
matricea de mai sus poate fi rescrisa ca :

-a-2p p a p
Q- p -a-2p0 p a
a p -a—-2p0 p

B a B —a-2p

In matricea de mai sus & =qa/ [ reprezintd un indice ce aratd predominanta

tranzitilor asupra transversiilor. Daca k = 1, adicd o =  modelul K2P se reduce la
cel JC.
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Modelul K2P poate fi generalizat pentru a permite o frecventa de echilibru inegala
(asa numitul model HKY85, propus de Hasegawa et al. in 1985). Matricea ratelor de
substitutie a acestui model este dat de

—ulkzg +my) e KT KTty
0= BT 4 —ulkzy +7y) RTTG KTy
BT, R —ulkz  +7y) KTty

BT, e HTTg ukze +7y)

unde @ =u, S =uk, 7, =m,+n,, 7, =7+, . Aceasta corespunde modelului

GTR cu constrangerea caa =c =d =f=1sgsi b = e = k. Modelul JC poate de asemeni fi
transformat pentru a permite frecventa inegala a bazelor azotate (modelul F81, propus
de Felsenstein in 1981). Acest lucru se poate face punand k = 1 Tn matricea modelului
HKY85 de mai sus :

— (g +7y) R BTG KTy
O HTT —u(7mp +7p) HT G UTTr
HT, KT — (7 +7y) HTCy

ur , e e Mo +7y)

Felsenstein a mai propus ulterior (in 1984) o altd metoda ce tine cont de
frecventa inegald a bazelor intr-un model cu 2 parametri. Acest model imparte
substitutiile Tn doud componente : o ratd generald de substitutie ce produce toate
tipurile de substitutii, i o raté in grup ce produce doar tranzitii. Matricea acestui model

poate fi obtinutd din cea a modelului GTRdacdaa=c=d=f=1,b=(1+ K /7x,), iar
e = (1+K/7z,), unde K este parametrul ce arata raportul tranzitii : transversii,

o =7, +7g, Ty =7, +7,, iar elementele din diagonald sunt calculate astfel
incat sa reprezinte suma negativa a celorlalte elemente de pe randul respectiv.

- R urng(L+K/my) Uty

_ U, - UTT ur,(1+K/m,)
ur 1+ K/7zy) KT - KT
ur, urc(l+K/7y) UTEG -

Elementele din matricea de mai sus ce corespund tranzitiilor au fiecare cate doua
componente, deoarece tranzitiile au loc fie ratei generale fie ratei din grup. Cand K=0
acest model se rezuma la cel F81, cand K creste peste 0, tranzitiile au loc din ce in ce
mai frecvent fata de transversii. Acest model este implimentat in pachetul de
programe PHYLIP 2.6 si toate versiunile ulterioare (Felsenstein, 2004).

Aceste matrice ne dau doar rata instantanee a substitutiilor intr-un moment de
timp df, insa In cazul constructiei arborilor filogenetici dupa metoda maximei
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verosimilitudini (ML) avem nevoie de probabilitatile schimbarii oricarui caracter in
oricare altul int-un ram de lungime t. Matricea probabilitatii substitutiilor se calculeaza
ca:

P(t)=e?

Aceleasi modele de mai sus pot fi folosite si pentru a calcula distanta dintre doua
secvente nucleotidice X gi Y care s-au diferentiat dintr-un stramos comun t timp in
urma.

2.4.3. ESTIMAREA NUMARULUI DE SUBSTITUTII NUCLEOTIDICE
2.4.3.1. MODELUL JUKES - CANTOR

Cel mai simplu model de substitutie nucleotidica este cel propus de Jukes si
Cantor in 1969. Acest model presupune ca substitutia nucleotidica intervine Tn orice
site cu frecventa egala, astfel incéat, o nucleotida este inlocuitd cu una din celelalte trei
nucleotide ramase cu o probabilitate a pe an (sau o alta unitate de timp). Mai mult,
probabilitatea de Tnlocuire a unei nucleotide cu oricare din celelalte trei, este r=3q,
unde r reprezinta probabilitatea de Tnlocuire pe site pe an. Daca luam in considerare
doué secvente X si Y care au evoluat divergent dintr-o secventd comuna ancestrala,
cu t ani in urma. Daca notam cu qt nucleotidele comune dintre cele doua secvente si
cu pt (pt=1 — qt) proportia nucleotidelor diferite, procentul nucleotidelor comune qt+1
in timpul t+7 (masurat in ani), poate fi obtinut astfel — in primul rénd, trebuie sa
precizam ca acest site care prezinta nucleotide comune pentru X si Y in timpul ¢, va
ramane neschimbat in timp, adica in t+7, cu o probabilitate (7-r)2 sau aproximativ 7-
2r, deoarece r reprezintd o cantitate foarte mica astfel incat r2 poate fi neglijat. In plus,
un site care prezinta nucleotide diferite in timpul ¢, va avea aceleasi nucleotide Tn
timpul t+7 cu o probabilitate 2r/3. Aceasta probabilitate este obtinuta tinand cont de
faptul ca in momentul in care secventele X si Z au nucleotidele i respectiv j, in timpul ¢,
ele devin identice daca i in X se schimba cu j, dar j din Y raméne neschimbata sau
daca j din Y este inlocuita cu J, iar i din X ramane neschimbata. Probabilitatea de
aparitie a primului eveniment este de a(7-r)=r(1-r)/3, deoarece i in X trebuie sa fie
inlocuita cu nucleotida j (cu o probabilitate mai mare decéat cazul celorlalte doua
nucleotide), iar nucleotida j din Y trebuie sa ramana neschimbata. Probabilitatea de
aparitie a celui de-al doilea eveniment este de asemenea r(71-r)/3. Mai mult,
probabilitatea totala este 2r(7-r)/3, care devine aproximativ 2r/3 daca nu se tine cont
de valoarea lui r2.

Daca:

q,., =(1-2r)g + %r(l —g,). care poate fi scrisa ca:

_2r 8r
9,41 —4, _?_?qt
Daca notam diferenta ¢q,,, —¢, cu dg/dt, atunci vom abtine:
dqg _2r 38r

g tinand cont de conditia initiala g=1 la t=0, atunci:
dd 3 3
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In cazul prezentului model, numarul asteptat de substitutii nucleotidice pe site (d)
pentru doua secvente este 2rt. Din acest motiv, valoarea lui d este data de:

d :—(3/4)1n[1—(4/3)p], unde: p=71-q este procentul nucleotidelor diferite
dintre X'si Y (Jukes si Cantor, 1969).

O estimare a valorii |d| poate fi obtinutad prin inlocuirea lui p cu valoarea

observata ( f)) in acest caz, varianta este:

v(d)= 9P(1=P)  (Kimura si Ohta, 1972).
(3-4p)n

In cadrul acestui model, se presupune ca rata substitutiei nucleotidelor este
aceeasi pentru fiecare pereche de nucleotide, astfel incat frecventele asteptate ale
celor patru baze azotate A, T, C si G sunt egale cu 0,25. Oricum, nefacand nici o
precizare referitoare la frecventa initiala, valoarea lui d ramane aceeasi; altfel spus, nu
este necesara o constanta a valorii frecventelor nucleotidice, pentru ca ecuatia ce da
valoarea diferentei (d) sa fie aplicabila (Rzhetsky si Nei, 1995).

2.4.3.2. MODELUL KIMURA CU 2 PARAMETRI

In cazul modelului lui Kimura cu 2 parametri se ea in considerare frecventa mai
mare a tranzitiilor fatd de cea a translatiilor, rata de substitutie r fiind astfel o + 2/ si
nu 3 & . Conform acestui model

P=(1/4)1=2e P 4 ™)

0=(1/2)1-e*")
iar d =2rt =2ct +4pt =—1/2)In(1-2P-Q)—(1/4)In(1-2Q)
cu varianta V(c;’) = 1 ciP+ciQ—(c, P+ c3Q)2]
n
1 1

unde ¢, = ,C, = ,c. =(c, +c,)/2
1 1—2P—Q 2 1—2Q 3 (l 2)

2.4.3.3. MODELUL TAJIMA - NEI

In modelul lui Tajima si Nei frecventa in echilibru a nucleotidelor este considerata
2

4 3 4 X

identica, iar d = (1/2){1 — Zglz +p’ /c} unde ¢ = Y — cu xij (i < j) fiind
i=1 gjélzg[gj

frecventa relativa a perechii de nucleotide jj din doua secvente de ADN comparate. in

acest caz varianta lui d este data de
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b*p(1-

(b—p)'n
Daca rata de substitutie a nucleotidelor este aceiasi pentru toate perechile de
nucleotide atunci b = % in echilibru si ecuatia lui d se reduce la cea a metodei Jukes —

Cantor, Tnsa in practica b < % si metoda Tajima - Nei da valori mai ridicate decat
metoda Jukes — Cantor.

2.4.3.4. MODELUL TAMURA - NEI

Unul din modelele matematice ce da concluziile de ordin filogenetic prin metoda
maximum likelihood (ML) (metoda probabilitati maxime), este cel al lui Hasegawa et
al. (HKY) (1985). Acest model este un hibrid intre modelul bazat pe 2 parametri al lui
Kimura si modelul inputului egal si ia in considerare atat tranzitiile cat si transversiile,

precum si valorile continutului in GC. Oricum, formulele pentru valoarea lui (d in

cadrul acestui model sunt destul de complicate (Rzhetsky si Nei, 1995), astfel incat nu
ar trebui s& nu-l ludm in considerare. In plus, acest model este inclus in modelul
propus de Tamura si Nei (1993), ca un caz special, permitand solutii analitice pentru
valoarea distantei (d). Tn acord cu acest model, formula pentru valoarea lui d este:

2 2
d=_ gAgG 1n|:1_ gR R_ 1 Q:|_ ngC |:1_ gY Pz_ 1 Q:|_

gx 2g,86 2g, 8y 2g:8c¢ 2gy
_2|:gng g48c8r _ngch:|ln[1_ 1 Q:|
&r 8y 2g:8y

unde P17 si P2 sunt proportiile diferentelor de tranzitii dintre A si G, respectiv dintre
T si C, iar Q este proportia diferentelor datorate transversiilor (Tamura si Nei, 1993).
Atat formula pentru d cat si pentru V(d) suntincluse in programele MEGA si MEGA2
(Kumar et al., 2001).

2.4.3.5. MODELUL TAMURA

Un alt model, cel al lui Tamura din 1992 e deosebit de cel al lui Kimura prin
aceea ca ia in considerare faptul ca frecventa celor patru nucleotide nu este egala. De
exemplu la Drosophila sau la Hymenoptera ADN mitocondrial are un continut mult mai
ridicat in AT decét in GC. Deci acest model este un caz particular al celui al lui Kimura
pentru cazurile in care continutul de GC este foarte inalt sau foarte redus.

d=—hin(1- P/h—0Q)—(1/2)(1-h)In(1-20)

unde h=260(1—-80), iarfeste continutul in GC. Aceastd metoda de calculare a

distantelor dintre secvente este inclusa in programele MEGA si MEGA2 (Kumar et al.,
2001).
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Daca consideram un caz in care 77 =00 si un set de date ce urmeaza modelul
Tamura-Nei putem vedea cum se comportd diverse metode. In Figura 5 se observa
bineinteles ca& modelul Tamura-Nei se ajusteaza perfect datelor iar celelalte modele
subestimeaza mai mult sau mai putin numarul real de substitutii. Diferentele sunt mari
pentru d> 0,6 , pana la d = 0,5 modelul lui Tamura dand rezultate practic identice cu
cel Tamura — Nei. Modelele Tamura, Kimura2P si Jukes — Cantor dau aproape acelasi
rezultat cu modelul Tamura — Nei pentru d = 0,25, chiar si distanta p devine foarte
similara cu celelalte daca p< 0,1. Deci in cazul analizarii unor specii apropiate sau a
unor gene foarte conservate cum ar fi citocromoxidaza | (COIl) nu este necesara
utilizarea metodelor prea complexe. In acest caz este mai indicatd utilizarea unei
metode simple pentru ca are o variantd mai mica. De asemeni ca si in cazul

% Tarmura-hei
o
g
©
a
[9) Tarmura
=
kS
3
©
3 Kimura-2P
S Jukes-Cantor
(2]}
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£
3 .0 T T 1
0 0.3 1.0 15

Numarul asteptat de substitutii per situs (d)

Figura 5 Numarul de substitutii nucleotidice estimate folosind diferite metode (modelul

actual al substitutiilor urmeaza modelul Tamura-Nei). Frecventele nucleotidelor sunt ga

=0,3; gr=0,4; gc = 0,2; ge =0,1. Rata tranzitii/transversii este a4/ B = 4 si a2/ B = 8. (dupa
Nei & Kumar, 2000)

secventelor de aminoacizi si in cazul celor de acizi nucleici poate fi utilizatd distanta
gamma pentru cazurile in care rata substitutiilor difera substantial in cadrul aceleiasi
secvente. Mai uzuale sunt distantele gamma pentru modelele Jukes-Kantor, Kimura
2P si Tamura-Nei. Distantele gamma sunt mai realiste dar au o variantd mai mare, din
aceasta cauza rezultatele obtinute nu produc in mod obligatoriu rezultate mai bune Tn
analizele filogenetice (doar daca numarul de nucleotide folosite nu este foarte mare).
Pentru estimarea lungimii ramificatiilor unui arbore filogenetic distantele gamma dau
de obicei rezultate mai bune.
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2.4.3.6. DISTANTE GAMMA

in cadrul distantelor evolutive, rata de substitutie a nucleotidelor, se presupune a fi
aceeasi pentru toate siturile nucleotidice. In realitate, aceasta presupunere nu este pe
deplin valabila, deoarece rata substitutiei este diferita Tn situri diferite. in cazul genelor
care codifica proteine, acest fapt este evident, deoarece prima, a doua si a treia
pozitie a unui codon prezinta diferite rate de substitutie. Existenta zonelor pliate in
zonele active ale proteinei, determina de asemenea rate diferite de substitutie de-a
lungul siturilor nucleotidice. Variatia ratei de substitutie poate fi observata si in genele
codificatoare din macromolecula de ARN, deoarece ARNs prezinta forte de pliere si
adesea formeaza bucle si portiuni bicatenare la baza buclelor, care prezinta diferite
rate de substitutie. Analize statistice ale ratei de substitutie (r) in diferite situsuri
nucleotidice, au sugerat ca aceasta variaza urmand aproximativ distributia gamma
data de ecuatia:

a

f(r)zﬁ)e"brr""l, unde a=7>/V(r) si b=7/V(r), 7 si V(r) find
a

media si respectiv varianta ratei de substitutie r (Johnson si Kotz, 1970). F(a) este
functia gamma, definita de formula:

F(a): J.e*’z”’*ldz . Forma distributiei f(r) este data de valoarea lui ,a" care
0
este adesea numitd conformatie gamma sau parametru gamma si de valoarea lui b
care este factor de marime (Kocher si Wilson, 1991; Tamura si Nei, 1993; Wakeley,
1993, 1994).

Din acest motiv, unii autori dezvolta distantele gamma corespunzatoare, pentru
substitutia nucleotidelor. Distantele gamma pot fi derivate ale aceleiasi metode
matematice, ca si cele utilizate pentru calcularea distantelor in cazul secventelor de
aminoacizi.

2.4.4. ESTIMAREA NUMERICA A DISTANTELOR EVOLUTIVE

Formulele analitice prezentate mai sus sunt bazate pe modele matematice de
substitutie a nucleotidelor relativ simple, iar estimarile sunt aceleasi cu estimarile prin
metoda maximei verosimilitudini pentru acelasi model. Daca se doreste insa
efectuarea estimarilor pe baza unui model mai complicat cum ar fi Tamura-Nei
gamma sau GTR este mai utila estimarea numerica a distantelor folosind metoda
maximei verosimilitudini. Spre exemplu, formula analitica pentru estimarea distantei
Tamura-Nei gamma necesitd informatii privind frecventa nucleotidelor si a
parametrului a. Frecventa nucleotidelor este estimatd din doud secvente de ADN
comparate, iar valoarea lui a este obtinuta utilizdnd secvente aditionale.

Daca utilizam metode numerice este posibila estimarea frecventei nucleotidelor si
valoarea parametrului a din setul de date. Altfel spus putem estima atat toti parametrii
cat si distantele maximizand verosimilitudinea pentru setul de date si topologia
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corespunzatoare. De asemeni este posibila selectia celui mai apropriat model al
substitutiilor folosind testul LRT (likelihood ratio test). Metoda numerica da rezultate
bune atata timp cat numarul de nucleotide examinate n este foarte mare, iar topologia
folosita este mai mult sau mai putin corectd. Cand n este mic distantele estimate
obtinute astfel nu dau o estimare buna a topologiei arborelui.

2.5. ARBORI FILOGENETICI

Analizele filogenetice ale secventelor de ADN sau proteine, au devenit un mijloc
important pentru studiul istoriei evolutive a organismelor, de la bacterii la om. De cand
s-a constatat ca rata de evolutie a ADN variaza extensiv cu gena sau segmentul de
ADN (Wilson et al., 1977; Dayhoff et al., 1978), se pot studia relatiile filogenetice
existente intre toate nivelele de clasificare ale organismelor (regnuri, filumuri, familii,
genuri, specii si populatii intraspecifice), utilizand diferite gene sau secvente de ADN.
Analiza filogenetica este de asemeni importanta pentru elucidarea modelelor evolutive
ale familiilor de gene (Atchley et al., 1994; Goodwin et al., 1996; Nei et al., 1997) ca si
pentru explicarea proceselor de evolutie adaptativa, la nivel molecular (Jermann et al.,
1995; Chandrasekharan et al., 1996; Zhang et al., 1998).

Reconstructia arborilor filogenetici utilizdnd metode statistice a fost initiata
independent in cadrul taxonomiei numerice, referitor la caracterele morfologice (Sokal
si Sneath, 1963) si in genetica populationala pentru frecventa genelor (Cavalli —
Sforza si Edwards, 1964, 1967). Unele metode statistice dezvoltate in aceste scopuri
sunt inca utilizate pentru analiza statistica a datelor de ordin molecular, dar , recent,
numeroase metode noi au fost dezvoltate.

Relatiile filogenetice dintre organisme sau gene sunt de obicei prezentate sub

Modul in care se dispun ramurile intr-un arbore filogenetic se numeste topologia
arborelui. Exista un numar foarte mare de arbori (cu radacinad sau fara) pentru un
anumit numar de taxoni (orice tip de unitate taxonomica, fie ea familie, specie,
populatie, secventa de ADN sau aminoacizi).
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Daca numarul taxonilor (m) este 4, exista 3 topologii posibile pentru arbori fara
radacina si 15 pentru arbori cu radacina. Numarul posibil de topologii creste brusc
odata cu cresterea lui m. Numarul de topologii posibile pentru un arbore cu radacina
ce prezinta doar bifurcatii (rezolvat complet) este

1.3.5...(2m—3)=1%]

pentru m=> 2. Deci numarul posibil de topologii pentru m = 2, 3, 4, 5 si 6 este de 1, 3,
15, 105 si 945 respectiv. Cand m = 10 el devine 34.459.425, doar una dintre aceste
topologii fiind cea adevarata! Pentru a calcula numarul total de topologii pentru un
arbore fara radacina nlocuim in formula de mai sus m prin m—1.

Intr-un arbore filogenetic fara radacind de m taxoni existd 2m — 3 ramificatii, m
ramificatii externe si deci m — 3 ramificatii interne. Numarul de noduri interne este de
m — 2. Pentru un arbore cu radacina numarul de ramificatii interne este de m - 2,
numarul de noduri interne este de m — 1, iar numarul total de ramificatii este de 2m —
2.

Teoretic o secventd de ADN se imparte dihotomic la fiecare speciatie sau
duplicatie de gene, arborii filogenetici fiind de obicei bifurcati. Totusi cand se studiaza
o secventa relativ scurtéd unele ramificatii interne pot sa nu prezinte nici o substitutie
putdnd aparea astfel arbori pluriramificati. Majoritatea metodelor folosite pentru
deducerea arborilor filogenetici construiesc arbori bifurcati, dar un arbore obtinut poate
fi transformat intr-unul pluriramificat eliminadnd orice ramificatie cu lungime 0. Este
posibil de asemeni ca chiar daca adevarata filogenie este un fenomen dihotomic
arborele reconstruit s& apara pluriramificat datorita erorilor statistice. in realitate cele
doua cazuri sunt practic imposibil de deosebit.

2.5.1. ARBORI Al GENELOR $I ARBORI Al SPECIILOR

De cele mai multe ori suntem interesati sa obtinem un arbore filogenetic care sa
reprezinte istoria evolutiva a speciilor sau populatiilor. Acest tip de arbore este
denumit arbore al speciilor sau al populatiilor. Intr-un arbore al speciilor momentul
divergentei dintre doua specii corespunde cu aparitia izolarii reproductive. Totusi cand
se construieste un arbore filogenetic pornind de la o gena de la fiecare specie,
arborele obtinut poate s& nu fie In concordantd cu filogenia speciilor. in cazul
existentei alelelor polimorfe divergenta genelor are loc anterior separarii populatiilor
(Figura 7)
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Figura 7 Diagrama ce arata ca in cazul existentei polimorfismului,
momentul separarii genelor este anterior separarii populatiilor

Cand genele luate in studiu apartin unei familii multigenice poate sa apara alta
problema. Daca spre exemplu doua specii inrudite 1 si 2 au doua gene duplicate, a1
b1 si a2 b2 respectiv, iar duplicarea a avut loc Tnhaintea separarii celor doua specii
atunci genele a1 si a2 sunt ortoloage, adica una este descendentul direct al celeilalte,
iar perechile a1 cu b1, a2 cu b2, a1 cu b2 si a2 cu b1 sunt paraloage, adica nu sunt
descinse direct una din cealaltd. Cand construim un arbore filogenetic al speciilor
trebuie sa utilizam doar gene ortoloage si nu paraloage, deoarece doar primele
reprezintéd fenomenele de speciatie. diferentierea intre cele doua tipuri de gene nu
este intotdeauna simpla, mai ales in cazul famililor multigenice, de aceia deducerea
filogeniei speciilor din cea a genelor trebuie facutd mereu cu multa grija.

Bineinteles c& nu intotdeauna se cauta a obtine un arbore al speciilor. In studiul
familiilor multigenice se cauta cunoasterea istoriei evolutive a membrilor familiei si
procesul duplicarii genelor.

O alta problema in reconstruirea arborilor filogenetici este ca de multe ori
lungimea secventelor utilizate este mica, aparand erori statistice. O filogenie teoretica
construita dintr-un set de date cu lungime foarte mare si un numar asteptat de
substitutii se numeste arbore real, iar cel din secventele disponibile cu numarul real de
substitutii, arbore realizat, si unul si celalalt fiind diferiti de fapt de arborele reconstituit
sau dedus. Majoritatea modelelor si metodelor de reconstructie a arborilor filogenetici
au tendinta de a produce filogeniile realizate, iar UPGMA pe cea reala. Din pacate
aceasta din urma metoda este foarte sensibila la erori si dimensiunea setului de date.
Desigur ca cel mai util este arborele real, cel ce reprezintd evolutia istorica, insa in
practica este mult mai simplu sa obtinem arborele realizat, deoarece setul de date se
refera anume la acest tip de arbore. De asemeni topologia unei filogenii realizate este
aceiasi cu cea a celei reale, exceptand cazurile in care prima devine cu noduri
pluriramificate datorita erorilor statistice (unele ramificatii interne pot sa nu prezinte
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nici o substitutie). Odata cu cresterea numarului de nucleotide utilizate arborele
realizat se apropie de cel real.

Cand se construieste o filogenie a speciilor sau populatiilor arborele real trebuie
sa aiba lungimea ramificatiilor proportionald cu timpul de evolutie, iar doua linii
evolutive descendente din acelasi nod intern trebuie sa aibd aceiasi lungime. In
realitate Tnsa rata de evolutie a genelor este supusa erorilor randomice cat si anumitor
tipuri de presiune selectiva, astfel incat in unele linii gena poate evolua mai rapid, iar
in altele mai incet, arborele realizat nereusind sa produca tipul de arbore filogenetic
descris mai sus.

2.5.2. METODE DE RECONSTRUIRE A ARBORILOR FILOGENETICI

Metodele utilizate la ora actuala pentru reconstruirea arborilor filogenetici pot
fi impartite in trei mari categorii:

1. metode bazate pe distante

2. metode MP (Maximum Parsimony)

3. metode ML (Maximum Likelyhood)
Reconstructia unui arbore filogenetic este de obicei privitd ca deducerea statistica a
adevaratului arbore filogenetic care este necunoscut. Acest proces poate fi subapartit
in doua etape si anume estimarea topologiei si estimarea lungimii ramificatiilor. Cand
topologia este cunoscuta estimarea lungimii ramificatilor este relatv simpla,
utilizandu-se metode ca cea a patratelor minime sau ML. Cum pentru un numar dat de
secvente exista foarte multe topologii posibile au fost dezvoltate metode de optimizare
a cautarii cum ar fi cea a maximei verosimilitudini (ML) sau a evolutiei minime (ME).
Pentrun secvente mici si un numar de specii mare aceste metode tind insa sa dea
topologii gresite.

2.5.2.1. METODE BAZATE PE DISTANTE

In cadrul metodelor bazate pe distantd sau pe matrixul de distanta, acestea sunt
calculate pentru toate perechile de taxoni, iar arborii filogenetici sunt construiti tinand
cont de relatiile stabilite in jurul valorilor acestor distante.

In acest caz, directiile filogenetice sunt construite considerand matrici ale
distantelor in care sunt calculate distantele intre secvente luate doua cate doua.
Exista un numar foarte mare de metode prin care se pot estima directiile filogenetice
pornind de la distante.

UPGMA (Unweighted Pair-Group Method using Arithmetic Averages)

Numele metodei provine de la ,unweighted pair-group method using arithmetic
averages" (UPGMA). Metoda este atribuita autorilor Sokal si Michener (1958), dar s-a
constatat ulterior ca prezenta metoda este complet diferita de cea utilizata de acestia.
In schimb, algoritmul apare publicat de céatre Sneath si Sokal (1973). Un arbore
construit pe baza acestei metode este numit si fenograma, deoarece a fost initial
folosit la reprezentarea gradului de similaritate fenotipica pentru un grup de specii, in
cadrul taxonomiei numerice. Oricum, poate fi folosit in filogenia moleculara atunci
cand rata de substitutie a genelor este mai mult sau mai putin constanta. In special in
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cazul in care frecventa genelor este folosita in reconstructia filogenetica, acest model
produce arbori destul de buni, comparativ cu alte metode bazate pe distanta (Nei et
al., 1983; Takezaki si Nei, 1996). In acest caz, o masura a distantei care prezinta un
coeficient mai mic de variatie, pare sa duca la construirea de arbori cu o mai mare
precizie, comparativ cu alte metode de determinare a distantei, chiar daca nu respecta
exact numarul de substitutii genice (Takezaki si Nei, 1996). Prin UPGMA se pot
construi arbori pentru evolutia in cadrul speciilor, cu toate ca erori de topologie apar
adesea cand rata substitutiei genelor nu este constantd sau cand numarul de gene
sau nucleotide este mic.

In cadrul UPGMA, un mod de mé&surare a distantelor evolutive, este calcularea
acestora pentru toate perechile de taxoni sau secvente, valorile distantelor fiind sub
forma unei matrici (Tabelul 4)

Tabel 4 — Prima matrice a distantelor (Nei si Kumar, 2000)

Taxon 1 2 3 4

2 d12 - - -

3 d13 d23 - -

4 d14 d24 d34

5 d15 d25 d35 d45

Din aceasta matrice, rezultd ca dij reprezinta distanta dintre taxonii i si j. Analiza
grupata (de tip clustal) a taxonilor incepe cu perechea de taxoni intre care exista cea
mai mica distantd. Presupunand cd d712 este cea mai mica distantd dintre toate
valorile matricei rezultate, taxonii 1 si 2 vor fi grupati pornind dintr-un ram comun
localizat la distanta b=d12/2. Din acestea, putem presupune ca lungimea ramurilor
celor doi taxoni care provin dintr-un ram comun, este aceeasi. In acest caz, taxonii 1 si
2 vor fi incadrati intr-un singur taxon compus sau grup [u=(71-2)], iar distanta dintre
acest grup si un alt taxon k (k#1,2) este data de: duk=(d1k+d2k)/2. In plus, obtinem o
noua matrice (Tabel 5)

Tabel 5 A doua matrice a distantelor (Nei si Kumar, 2000)

Taxon u=(1-2) 3 4
3 du3 - -
4 du4 d34 -
5 aus d35 d45

In continuare, presupunand c& distanta du3 este cea mai mica, taxonii u si 3 vor fi
fncadrati intr-un nou taxon compus sau cluster [v=(7-2-3)], cu o lungime a ramului
comun de b=du3/2=(d13+d23)/(2x2). Aceasta distanta intre noul cluster (grup) creat v
si fiecare dintre taxonii ramasi (k), este data de: dkv=(dk1+dk2+dk3)/3. Atunci
matricea se va transforma in (Tabelul 6):

Tabel 6 A treia matrice a distantelor

Taxon v=(1-2-3) 4
4 dv4 -
5 dvd d45

Presupunand ca dv4 este cea mai mica valoare din matricea anterioara, putem
incadra v=(1-2-3) si 4 ca avand un ram comun dat de b=dv4/2=(d14+d24+d34)/(3x2).
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Este evident ca ultimul taxon care se alatura celorlalli trei, este 5 gi ramul comun este
dat de: b=(d15+d25+d35+d45)/(4x2).

Este de asemenea posibil, ca In cea de-a doua matrice cea mai mica distanta
poate fi d45 (sau oricare alta in afara de du3). In acest caz, taxonii 4 si 5, sunt uniti cu
ramura comund datd de b=d45/2, credndu-se astfel un nou taxon compus, v=(4-5).
Distantele intre v si alt taxon (3 si u) sunt date de d3v=(d34+d35)/2 si
duv=(d14+d15+d24+d25)/4. Presupunand ca duv este cel mai mic, taxonii u si v sunt
grupati iar taxonul 3 va fi ultimul care se va alatura grupului. De asemenea, daca d3v
este cel mai mic, taxonii 3 si v se vor grupa primii.

Dupa cum reiese din exemplul anterior, distanta dintre doua grupuri (A si B) este
data de urmatoarea formula:

d;= Zd,.j /(rs), unde r si s sunt numerele de taxoni in grupele A si B,
ij
iar d[j este distanta dintre taxonul i din grupul A si taxonul j din grupul B. Ramura

comuna dintre cele doua grupe, este data de dAB/2. Cu toate acestea, in scopul
modelarii pe calculator, ecuatia de mai sus nu este utilizabila, fiind folositi algoritmi
mai facili pentru a calcula dAB (Swofford et al., 1996).

METODA PATRATELOR MINIME (LS - Least Squares)

Cand rata de substitutie a nucleotidelor variaza de la un taxon la altul metoda
UPGMA d& adeseori filogenii cu topologie gresitd. in acest caz poate fi utilizata
metoda patratelor minime.

In cazul metodei patratelor minime obisnuite, se ia in considerare urmatoarea

suma reziduala a patratelor
2
Sp=2(d; —¢;)

i<j
unde dij §i eij sunt distantele observata si respectiv patristica dintre taxonii i gi j.
Distanta patristica este suma lungimii estimate a ramificatiilor ce unesc cei doi taxoni.
SR este calculata pentru toate topologiile plauzibile si topologia cu cea mai mica
valoare este aleasa drept filogenie finala. O alta posibilitate de a calcula SR este
aplicand formula :

Sp = Z[(dij _eij)z /dij]
1<j
In practica cele doua formule dau rezultate identice sau aproape identice. O problema
ce se datoreaza criteriului de optimizare al acestei metode este obtinerea frecventa a
ramificatiilor cu lungime negativa (ceia ce din punct de vedere biologic este imposibil).
Felsenstein (1995) a imbunatatit metoda LS prin aplicarea constrangerii de a
considera doar topologiile cu ramificatii nenegative.
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2.5.2.2. METODA EVOLUTIEI MINIME (ME)

Tn cadrul acestei metode, suma lungimilor tuturor ramurilor estimate este:

T
S=>b
i
fiind calculata pentru toate topologiile posibile, cea corecta, fiind topologia cu cea mai
mica valoare a lui S. In acest caz, b. este o estimare a lungimii ramului i, iar T este

numarul total de ramuri T=2m-3.

Ideea metodei minimei evolutii (minimum evolution ME) a fost prima data
promovata de Edwards si Cavalli-Sforza (1963), fara a da nici o explicatie asupra
algoritmului. Mai tarziu, Kidd si Sgaramella-Zonta (1971) au sugerat ca lungimea

totala a ramurilor [L(S)] poate fi calculata pe baza valorii absolute (|I;,- [) a tuturor

lungimilor estimate ale ramurilor, fara nici o justificare teoretica. Dar, L(S) nu

prezinta proprietati statistice care sa permita un calcul rapid al valorii lui S, iar testele
statistice dezvoltate de Rzhetsky si Nei (1992, 1993)nu sunt aplicabile pentru L(S). De
mentionat este faptul ca in prezenta erorilor estimate statistic ale ramurilor cu lungime
mica, poate deveni negativa chiar si pentru o topologie corecta a arborelui (Sitnikova
et al., 1995).

ME presupune o examinare a tuturor topologiilor posibile si gasirea celei cu cea
mai mica valoare S pana la epuizarea tuturor variantelor, iar arborele cu cea mai mica
valoare S, este considerat ca fiind un arbore filogenetic ME. Baza teoretica a acestei
strategii, este faptul ca arborii filogenetici ME sunt in general identici sau asemanatori
cu arborii Neighbor — Joining (NJ), cand valoarea lui m este relativ mica (Saitou si
Imanishi 1989; Rzhetsky si Nei, 1992), astfel incat arborii de tip NJ pot fi folositi ca
punct de plecare cand valoarea lui m este mare.

2.5.2.3. METODA NEIGHBOR JOINING (NJ)

Desi metoda ME are proprietati statistice utile, necesitda o perioada de calcul
suficient de mare atunci cand numarul taxonilor comparati este mare. Saitou si Nei
(1987) au dezvoltat o metoda eficienta de realizare a arborilor filogenetici, care se
bazeaza pe principiul evolutiei minime (ME). Aceasta metoda nu examineaza toate
topologiile posibile, dar in fiecare stadiu de grupare a taxonilor, se foloseste un
principiu de evolutie minima. Aceasta metoda se numeste Neighbour —Joining (NJ) si
este privita ca o versiune simplificata a metodei ME. Cand se folosesc 4 din 5 taxoni,
metodele NJ, ME dau rezultate identice (Saitou si Nei, 1987). Existda o oarecare
asemanare intre NJ si metoda aditionalda de realizare a arborilor, care da atat
topologia céat si lungimea ramurii simultan.

Unul dintre conceptele importante in aceasta metoda, este reprezentat de
,neighbors”, definiti ca doi taxoni conectati printr-un singur nod intr-un arbore fara
punct de origine. De exemplu, taxonii 1 si 2 din arborele prezentat in Figura 37, sunt
considerati ,neighbors” (vecini), pentru ca sunt conectati doar prin nodul A. Similar,
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taxonii 5 si 6 sunt considerati ,neighbors”, dar toate celelalte perechi nu. Cu toate
acestea daca se combina taxonii 1 si 2 si se considera ca fiind un singur taxon,
acesta, (1-2) si taxonul 3 sunt acum ,neighbors”. Este posibila definirea topologiei unui
arbore prin alaturari succesive ale taxonilor vecini (nj) si producerea unor noi perechi
de taxoni vecini. De exemplu, topologia arborelui din Figura 8 poate fi descrisa prin
urmatoarele perechi de taxoni vecini (,neighbors”): (1, 2), (5,6), (1-2,3)si (1 -2 -
3,4). Astfel, prin gasirea acestor perechi de taxoni vecini, se poate obtine topologia
arborelui.

Figura 8 — Arborele filogenetic cu lungime stiuta a ramurilor, pentru sase secvente
(Nei si Kumar, 2000)

Construirea unui arbore prin intermediul acestei metode, incepe cu arborele in
forma de stea care este produs, pe baza presupunerii cd nu existd o grupare a
taxonilor (Figura 9). Tn practic&, aceastd presupunere este in general incorecta. Astfel,
daca se estimeaza lungimea ramului unui arbore in forma de stea si se calculeaza
suma tuturor ramurilor (S0), aceasta suma ar trebui sa fie mai mare decéat suma (SF)
pentru arborele de tip NJ final. Daca se elimina taxonii vecini 1 si 2 din cadrul arborelui
prezentat in Figura 10, suma (S72) a tuturor lungimilor ramurilor, trebuie sa fie mai
micd decat SO, cu toate ci este posibil sa fie mai mare decat SF. In practica,
deoarece nu se stie exact care perechi de taxoni sunt vecini, se considera toate
perechile de taxoni, ca potentiale perechi de taxoni vecini gi se calculeaza suma
lungimilor ramurilor (Sij) pentru taxonii i si j, utilizand o topologie similara cu cea din
Figura 39, se pot alege taxonii i i j care au cea mai mica valoare pentru Sjj Desigur,
valorile distantelor sunt subiectul erorilor stochastice, astfel incat taxonii vecini alesi in
acest mod, nu sunt intotdeauna adevaratii taxoni vecini. O data identificata o pereche
de taxoni vecini, acesti sunt incadrati intr-un taxon compus, procedura repetandu-se
pana la producerea arborelui final.
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S5=32.4

Figura 9 Arbore filogenetic in forma de stea (Nei si Kumar, 2000)

S=295

Figura 10 Separarea primilor taxoni vecini (1 si 2), (Nei si Kumar, 2000)

Matematic, valoarea sumei SO pentru un arbore in forma de stea este:
m l m
So :ZL[X =—Zdij :T/(m—l), unde L, este lungimea bratului
i=1 m—1 i<j
estimat intre nodurile 7 i X, iar T=2i<jdlj. In acest caz, i reprezintd un anumit nod
exterior, iar X nodul interior (Figura 9). In situatia opusa, asa cum este in cazul Figurii

10, din care reiese faptul ca suma S712 este data de L1X+L2X, LXY si Z Ll.Z . Dar,
i=3

Liy+L,y = dlZ’
1 m m
Ly, :m{; (dli +d2i)_(m_2)(L1X +L2x)_2; diY:|
m 1
L, =—— dij
i=3 " m_33;j /
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Din care, rezulta:

Sy =Liy+Lyy +Ly +> Ly =m (dy +dy )+——= D d,
i=3

i=3 i m—2 3<i<j

Daca notamcu R, = Zd“ Si R, = id% , atunci $S12 poate fi exprimata:
i=3 i=3

_-R-R, d,
2 2m-2) 2

Desigur, Sij poate fi calculata in acelasi mod daca inlocuim 7 si 2 cu / sijin
ecuatia de mai sus. Ultima ecuatie necesitda mult mai putin timp de calcul decét cea
anterioara. Mai mult, daca T este acelasi pentru toate perechile de tipul i si j, Sij poate
fi inlocuit cu:

0, =(m-2)d, -R, -R,

in scopul de a calcula valoarea relativa a lui Sij.

O data cu determinarea celei mai mici valori a lui Sij, poate fi creat un nou nod (A),
care permite conectarea taxonilor i si j. Lungimile bratelor (bAi si bAj) din acest nod
pana la taxonii i si j sunt date de:

1
b —[(m_z)di‘ +R, _R’]
2(””1_ 2) ' : , (Saitou si Nei, 1987)
b, m[(m_z)dy +R, _R_/]

Aceste valori sunt determinate prin metoda patratului minim, pentru actuala
topologie a arborelui. Urmatorul pas, este calcularea distantei intre noul nod A si
taxonii ramasi (k; 3<sksm) (Figura 11).

5=283

Figura 11 Separarea nodului A de restul taxonilor, (Nei si Kumar, 2000)
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5=280

Figura 12 Separarea taxonilor 5 si 6 prin formarea nodului B,
(Nei si Kumar, 2000)

5=280

Figura 13 Separarea taxonului 3 prin aparitia nodului C,
(Nei si Kumar, 2000)

5=280

Figura 14 Separarea taxonului 4 prin aparitia nodului D,
(Nei si Kumar, 2000)
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Aceasta distanta este data de:

d :(dik +djk _dij) 2

Daca se calculeaza toate distantele pe baza acestei valori, vom obtine o noua
matrice de tipul (m-1)(m-1). Pentru aceasta noua matrice, putem calcula o noua suma
Sij, care va fi notata cu Sjj’, deoarece nu include lungimea ramurilor externe pentru
prima pereche de taxoni vecini identificati, astfel incat apare ca fiind mai mica decét
suma totala (Sij) a lungimii bratelor la acest nivel al constructiei arborelui filogenetic.
Pentru gasirea unei noi perechi de taxoni vecini, se ia Tn considerare din nou
perechea cu cea mai mica valoare Sij. Un nou nod B poate fi creat pentru aceasta
noua pereche de taxoni si o noua valoare a matricei distantei (m-2)(m-2) este
calculata. Aceasta procedura se repetd, pana cand toti taxonii sunt grupati intr-un
singur arbore fara punct de origine (unrooted tree) de tip neighbour joining (Figurile 12
- 14).

2.5.2.4. ALEGEREA TIPULUI DE DISTAN'!'A EVOLUTIVA FOLOSITA N
RECONSTRUCTIILE FILOGENETICE

Acuratetea unei filogenii deduse pe baza de secvente depinde de doi factori : (1)
relatia liniara dintre distanta estimatd si numarul real de substitutii si (2) eroarea
standard a coeficientului de variatie a distantei utilizate. Pana in momentul de fata nu
a fost pus la punct nici un test statistic general valabil pentru a putea alege modul de
estimare a distantei evolutive. Totusi in urma estimarilor pe calculator si a datelor
experimentale s-a ajuns la o serie de generalizari utile:

1. Cand numarul de substitutii nucleotidice estimat prin metoda JC este < 0,05

se recomanda utilizarea distantei p sau distanta JC chiar daca exista diferenta intre
numarul de transversii si tranzitii sau daca rata de substitutie r variaza de la situs la
situs. Tn acest caz utilizarea modelului K2P sau a altor modele mai complexe d&
acelasi rezultat Insa aceste metode au o variantd mai mare datoritd numarului mai
mare de parametri.

2. Cand 0,05<d<1.0, iar numarul de nucleotide examinate este mare se
recomanda utilizarea distantei JC. Daca raportul R dintre tranzitii i transversii  este
mai mare ca 5 iar numarul de nucleotide examinate este mare este recomandata
folosirea modelului K2P sau distanta gamma. Daca insa numarul de secvente folosite
este mare, iar n este mic atunci distanta p da cele mai bune rezultate (doar daca rata
de substitutie nu variaza foarte mult pentru diverse linii filogenetice). In ultimii ani s-a
observat o utilizare frecventa a estimarii gamma a modelului HKY, deoarece acesta
tine cont de continutul in perechi GC, raportul R dintre tranzitii si transversii si variatia
ratei de substitutie intre situsuri. Datorita variantei mari modelul HKY da insa de obicei
rezultate mai proaste decat utilizarea distantelor p sau JC. Doar in cazurile extreme
cand n > 10000, iar rata de substitutie a nucleotidelor variaza foarte mult de la o linie
evolutiva la alta utilizarea modelelor complexe cum ar fi HKY este indreptatita.

3. Cand d > 1 pentru mai multe perechi de secvente arborele filogenetic construit
este de obicei gresit (din cauza variantei mari a distantelor estimate si a erorilor de
aliniere). Acest tip de seturi de date trebuiesc ocolite pe cat este posibil eliminand
portiunile slab conservate folosindu-le pe cele mai putin variabile (ca in cazul
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imunoglobulinelor unde regiunile variabile nu sunt utilizate in construirea arborilor
genelor).

4. In cazul utilizarii secventelor ce codifica proteine distinctia intre substitutiile
sinonime (ds) si cele nesinonime (dn) poate fi utila deoarece rata substitutiilor
sinonime este mai mare datorita faptului ca acestea sunt neutre din punct de vedere
selectiv. Astfel utilizdnd ds se poate evita diferenta dintre rata de substitutie intre
situsurile sinonime si cele nesinonime. Acest lucru se poate face doar daca ds < 0,5.
Pentru specii mai indepartate filogenetic dn da rezultate mai bune deoarece ds sau ps
pot da estimari gresite datorita saturarii rapide cu mutatii a situsurilor.

5. Cand mai multe tipuri de estimari a distantelor evolutive dau rezultate similare
este recomandata utilizarea celui mai simplu model de substitutie deoarece cele mai
complexe au o varianta mai mare. Cand rata de substitie a nucleotidelor este
aproapre identica pentru toate liniile evolutive si aportul R dintre tranzitii si transversii
nu este mare distanta p pare sa dea topologii corecte mai frecvent decéat alte metode,
chiar daca divergenta dintre secvente este mare.

2.5.2.5. METODA MAXIMUM PARSIMONY (MP)

Metoda initial elaboratd pentru caracterele morfologice, prezintd mai multe
versiuni (Wiley, 1981; Felsenstein, 1982; Wiley et al., 1991; Maddison si Maddison,
1992; Swofford si Begle 1993). Eck si Dayhoff in 1996 par a fi fost primii care au
utilizat aceastd metoda pentru realizarea arborilor, pornind de la secvente de
aminoacizi. Fitch (1971)si Hartigan (1973) au elaborat un algoritm mai riguros al
metodei MP pentru secvente de nucleotide. Tn cadrul acestei metode se iau in
considerare 4 sau mai multe secvente aliniate de nucleotide sau aminoacizi (m=4), iar
nucleotidele (aminoacizii) taxonilor ancestrali sunt luate in considerare separat pentru
fiecare site si o anumitd topologie, presupunand ca modificarile produse de mutatii
apar la nivelul oricareia dintre cele patru nucleotide (sau 20 de aminoacizi). Se
calculeaza apoi, cel mai mic numar de substitutii nucleotidice (sau de aminoacizi) care
explica intregul proces evolutiv pentru o anumita topologie. Acest calcul este realizat
pentru toate topologiile presupuse a fi corecte si topologia care implica cel mai mic
numar de substituii este aleasa ca reprezentand arborele corect. Cu cét este implicat
mai putin procesul evolutiv de creare a unei inferente filogenetice, cu atat putem
obtine concluzii mai exacte.

Daca nu exista substitutii in paralel sau in sens invers (nu exista omologie) la
fiecare site nucleotidic si numarul de nucleotide examinate (n) este foarte mare, ar
trebui ca utilizdnd MP sa se obtina arborele real. Cu toate acestea, in practica,
secventele de nucleotide sufera adesea substitutii in paralel sau in sens invers, si n
este relativ mic. Tn acest caz, MP tinde sa confere o topologie incorecta. In plus,
Felsenstein (1981) a aratat ca atunci cand rata substitutiei nucleotidelor variaza
proportional cu directia evolutiva, MP poate genera topologu incorecte chiar si atunci
cand se examineaza un numér foarte mare de nucleotide. in anumite conditii, aceasta
se poate intdmpla chiar gi atunci cand rata de substitutie este constanta pentru toate
directiile evolutive (Hendy si Penny, 1989; Takezaki si Nei, 1996). in acest caz,
ramurile lungi (sau cele scurte) ale arborelui real, tind sa se alature, sau se atrag in
cadrul arborelui final. Astfel, acest fenomen, este adesea numit ,long branch
attraction” (engl. atractia dintre ramurile lungi) (Hendy si Penny, 1989) sau ,Short
branch attraction” (engl. atractia dintre bratele scurte) (Nei, 1996). In analiza
parsimoniei este de asemenea dificila abordarea inferentei filogenetice intr-un cadru
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statistic, deoarece nu existd o cale de calcul a mediei si variantei numarului minim de
substitutii obtinute pe criteriul parsimoniei.

Cu toate acestea, MP prezinta avantaje comparativ cu alte metode de realizare a
arborilor. In primul rand, nu implica folosirea unui numar mare de supozitii necesare in
cadrul metodelor bazate pe distantd sau probabilitatea substitutiei nucleotidelor (sau
aminoacizilor). In timp ce toate modelele matematice utilizate in prezent, reprezinta o
aproximare a realitatii, MP poate furniza arbori adecvati comparativ cu alte metode
atunci cand gradul de divergentad al secventelor este scazut. De fapt, simularile au
aratat ca atunci cand: 1. gradul de divergenta al secventelor este scazut (d<0,7); 2.
rata substitutiei nucleotidelor este mai mult sau mai putin constanta; 3. numarul de
nucleotide examinate este mare, metodele MP sunt adesea mai bune decat metodele
bazate pe distanta, in obtinerea unor topologii reale (Sourdis si Nei 1988;Nei 1991).In
plus, analiza parsimoniei este foarte utila pentru anumite tipuri de date moleculare, de
tipul secventelor inserate sau insertii/deletii.

2.5.2.6. VARIANTA S| COVARIANTA BOOTSTRAP (REPLICARILOR REPETATE)

Existd unele metode de estimare a numarului de substitutii ale aminoacizilor intre
doua secvente, in functie de modelul matematic folosit. In practica, orice model este o
aproximare a realitatii si d&@ numai valori aproximative ale substitutiei aminoacizilor.
Mai mult, formulele analitice pentru calcularea distantelor variantelor estimate sunt de
asemenea aproximative.

Cand trebuiesc estimate lungimile ramurilor unui arbore filogenetic pentru mai
multe secvente, aceasta se poate realiza prin metoda LS (least-square = metoda
patratului minim), dar trebuiesc cunoscute variantele si covariantele distantelor
estimate pentru toate perechile de secvente diferite.

in aceste cazuri, se poate folosi metoda bootstrap pentru calcularea variantelor i
covariantelor distantelor masurate. Aceastd metodd nu necesita formularea unei
ipoteze referitoare la distributiile distantelor, exceptand faptul ca fiecare site al unui
aminoacid poate evolua independent (Efron, 1982a, 1982b; Efron si Tibshirani, 1993).

Presupunénd ca avem trei secvente proteice cu n aminoacizi, inrudite evolutiv:

x11 x12 x13 x14 x15....x1n
X21 x22 x23 x24 x25.....x2n
x31 x32 x33 x34 x35.....x3n

Xij reprezintd aminoacidul din pozitia j secventa i. Putem astfel, calcula valorile dij
pentru secventele i gi j. Mai mult, se poate obtine chiar o estimare a distantei pentru
fiecare pereche de secvente.

Tn cadrul acestei metode, pentru calcularea variantelor si covariantelor, o secventa
aleatoare de trei aminoacizi cu n situsuri de aminoacizi este generata din setul original
de date. Aceasta proba (model) este produsa prin luarea de probe (separarea de
modele) din cadrul situsurilor aminoacizior (pe coloane), cu inlocuire, utilizand numere
pseudoaleatoare. Acest model aleator al secventelor de aminoacizi poate include
doua sau mai multe reprezentari ale unui site, dar nici o reprezentare a altuia. De
exemplu, un model aleator poate avea urmatoarele secvente cu n situsuri de
aminoacizi.
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x11 x12 x12 x14 x15.... x1n-1
x21 x22 x22 x24 x25.....x2n-1
x31 x32 x32 x34 x35.....x3n-1

Acesta, poarta numele de bootstrap resampled data set si odatd obtinut, o
estimare a distantelor este calculata cu ajutorul ecuatiilor:

p=n,In _ _ _

d=—In(i - p) , pentru oricare trei perechi de secvente.

c?R = a[(l - p)_”a — 1]
Daca aceasta se repeta de B ori, poate fi generata distanta B pentru un numar dat

de perechi de secvente. Se noteaza cu d, si d valorile pentru b numér de replicari.
In acest caz, varianta devine:

~ B ~ — ~
VB(d)zﬁ[Z(d”_d)z’ unde d = media valorilor d, la sfarsitul tuturor
=1

replicarilor. Pentru calcularea VB(d), de obicei se folosesc 1000 de replicari
(B=1000).

O presupunere facuta pentru bootstrap, este aceea ca toate siturile evolueaza
independent. Daca numarul siturilor examinate este destul de mare (n>100),
majoritatea siturilor cu rata evolutiva diferita vor fi reprezentate in fiecare model de
bootstrap.

Covarianta, este data de:

A 1 - — (a - o = .
COVB(dij’dkl):S;(di/‘b ~d, (dub —d,] unde jj si kI se refera la perechile de
secvente i gij, ksil.

Un avantaj al acestei metode este acela ca poate calcula varianta si covarianta,
chiar atunci cand nu sunt disponibile formulele matematice si ofera estimari mai bune
decat alte formule analitice (Efron si Tibshirani, 1993).

2.6. SITUSURI INFORMATIVE $I HOMOPLAZIA

Un situs nucleotidic este informativ numai daca favorizeaza o anumita filogenie
fatd de altele. In cautarea arborelui MP situsurile identice pentru toate speciile sunt
eliminate, fiind folosite doar cele variabile. Nu toate situsurile variabile sunt utile pentru
a gasi o filogenie MP. Spre exemplu situsurile la care exista diferente unice (Figura
15) nu sunt informative deoarece ele pot fi explicate prin acelasi numar de substitutii
oricare ar fi topologia.

Luénd in considerare urmatoarele patru secvente ipotetice se poate ilustra mai
exact diferenta dintre situsurile informative si neinformative
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Situs

Situs

Situsuri omoloage

Secventa 123456789
1 TAGAGATCG
2 TGCCGATCA
3 TGATAACCG
4 TGAGAACCA
Topologie | Topologie Il Topologie Il
1G /A3 ]C\ c2 1G c2
- - L L}
c—= A\ /A p.< >A A.<
-
2C Ad 3A Ad an Al
1A T3 1A /{12 1 A C2
L] L] L]
C——T T—= c\ A—2—T
- L] -
2C G4 3T G4 4G T3
1G /A?- ]G\ /Gz 1G G2
& L ] L] [ ]
/L, =_A /A A\\ A A
26 Ad 3A Ad 4 A Al

Figura 15 Tipuri de situsuri

Exista trei arbori fara radacina posibili pentru 4 secvente. Situsul 1 nu este
informativ, toate secventele avand A in aceasta pozitie, deci nu este necesara nici o
schimbare pentru oricare din cele trei topologii. Pentru situsul doi secventa 1 are A,
celelalte 3 avand G. Deci se poate presupune ca in cadrul taxonului 1 a avut loc o
mutatie care a substituit G cu A. Nici acest situs nu este informativ deoarece oricare
din cele 3 filogenii necesita o singura schimbare. Dupa cum se arata in figura 12 de
mai sus, pentru situsul 3 oricare dintre topologii necesitda 2 mutatii, deci nici acest
situs nu este informativ. Se observa ca daca in topologia | in nodul intern ce duce la
taxonii 1 si 2 am avea C in loc de G, numarul de scimbari este tot de doua. Pentru
situsul 4 oricare ar fi topologia sunt necesare tot doua schimbari, deci nici acesta nu
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este informativ. Pentru situsul 5, filogenia | necesita o singura schimbare, pe cand
filogeniile Il si lll necesita cate 2, deci abea acest situs este informativ.

Din acest exemplu si din cele spuse mai sus se poate vedea ca este informativ
numai un situs ce are cel putin doua tipuri de nucleotide, fiecare fiind prezent de cel
putin doua ori. Pentru aceste situsuri informative ( situsurile 5, 7 si 9) topologia |
necesita 1, 1 si 2 mutatii respectiv, topologia Il necesita 2, 2 si 1 mutatie, iar topologia
Il necesita 2, 2 si 2 respectiv. Deci arborele | este ales ca fiind Arborele MP el
necesitand cel mai mic numar de mutatii.

Deoarece doar situsurile informative sunt utile in definirea filogeniilor MP pentru a
obtine o topologie viabila sunt necesari un numar mare de asemenea situsuri. Daca
insa secventele au un grad inalt de homoplazie (mutatii paralele si inapoi), topologia
va fi incorecta chiar pentru un numar foarte mare de situsuri informative. Din acest
motiv a fost propus un indice numit indice de consistentd care masoara gradul
homoplaziei. Pentru un singur situs nucleotidic i acest indice este dat de ¢i = mi / si
unde m este numarul minim posibil de substitutii pentru respectivul situs pentru orice
topologie si este egal cu numarul de nucleotide observate minus unu, deoarece o
stare este consideratd cea ancestrald, iar s este numarul de substitutii pentru
respectiva topologie.

Limita de jos a indicelui de consistentd nu este O si ¢i variazé pentru fiecare
topologie in parte. Din aceste motive se folosesc alti doi indici si anume indicele de
retentie si indicele de consistenta recalculat. Indicele de retentie poate fi calculat ca ri
= (gi - si)/(gi - mi) unde gi este numarul maxim posibil de substitutii pentru situsul i
pentru orice topologie i este egal cu numarul de substitutii necesare pentru o
topologie in forma de stea admitand ca cel mai frecvent nucleotid este ancestral si
este plasat in centru. Indicele de retentie devine 0 cand gi = si, adica numarul maxim
de substitutii este identic cu numarul de substitutii pentru respectiva topologie.

Indicele de consistenta recalculat (rci) este dat de ri X ci, adica

g -5 m
g —m; S;

Formulele de mai sus sunt date pentru un singur situs, practic insa este
necesara calcularea acestor valori pentru toate situsurile informative, calculandu-se in

final indici totali (Cl - consistenci index, RI - retention index si RC - rescaled
consistenci index) dupa formulele:

CI = Zim[/zis,-;RI = (Z,.gz— —Z,-s,-)/(Zigz— ‘Zimf>;RC B g

rc. =

1

2.7. STRATEGII DE CAUTARE A FILOGENIEI MP

Céand numarul de secvente sau taxoni utilizati este mic, adica m < 10, se poate
calcula lungimea tuturor topologiilor posibile, alegand topologia cu lungime minima ca
arborele MP. Acest tip de cautare se numeste exhaustivd. Cum numarul de topologii
posibile creste foarte repede odatad cu cresterea lui m examinarea tuturor topologiilor
devine la un moment dat imposibild. Daca cunoastem a priori ca o parte din topologii
sunt false, putem calcula doar lungimea celor ramase, acest tip de cautare fiind
cautarea arborilor specificati.
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Cand m > 10 cautarea arborilor specificati nu este aplicabila exista alte doua
modalitati numite metoda ramificdrii si unirii (branch — and — bound) si céutarea
euristicd. In cazul primei metode filogeniile care sunt evident mai lungi ca una
examinata anterior sunt ignorate toate, iar arborele MP este determinat calculand
lungimea unui grup de arbori care au potentialul de a avea lungimea minima. Tn cea
de a doua metoda este examinata doar o mica parte din toate topologiile posibile si nu
exista nici o garantie ca va fi gasitd topologia cu o lungime minima. Totusi utilizand
anumiti algoritmi, probabilitatea gasirii topologiei corecte creste.

De multe ori nu existd o singura topologie de lungime minim& ci mai multe. in
acest caz se practica reprezentarea unei filogenii-consens, care este o sinteza a
tuturor filogeniilor obtinute. In filogeniile-consens stric toate modurile de ramificare ce
intra Tn conflict sunt rezolvate prin crearea unui nod intern pluriramificat. in filogeniile-
consens dupd regula majoritard acele moduri de ramificare care predomina sunt
pastrate in arborele final. De obicei se utilizeaza regula majoritara de 50%, adica
modurile de ramificare prezente in 50% sau mai mult dintre topologii sunt pastrate.

2.8. METODE ML (Maximum Likelihood)

Analizele filogenetice tind sa deduca istoria evolutiva (sau un set de istorii
probabile) care corespunde cel mai bine setului de date observat (in cazul de fata este
vorba de secvente nucleotidice sau de aminoacizi dar poate fi vorba si de caractere
morfologice, frecvente ale genelor, situsuri de restrictie etc.). Necunoscutele
problemei sunt ordinea de ramificare si lungimea ramurilor a filogeniei. Pentru a aplica
metodele ML este nevoie de un model concret de substitutie ce descrie transformarea
unei secvente in alta.

Metodele ML de reconstructie filogenetica evalueaza ipoteza despre istoria
evolutiva Tn termeni probabilistici (Care este probabilitatea ca o anumita istorie
evolutiva - topologie si un anumit model de substitutie vor da nagstere datelor
observate). O istorie evolutiva ce are o probabilitate mai mare de a da nastere datelor
observate are prioritate fatd de una cu o probabilitate mai mica. Aceasta metoda a fost
utilizatd pentru prima data in reconstructiile filogenetice de catre Cavalli-Sforza si
Edwards in 1967 insa acesti autori au considerat calculele necesare prea complicate
pentru calculatoarele de la acea vreme si au dezvoltat metode aproximative ca de
exemplu ME (Huelsenbeck & Crandall, 1997). Felsenstein a utilizat pentru prima data
aceasta metoda in 1981 pentru analiza filogenetica a secventelor de nucleotide, dupa
care metoda a inceput sa fie din ce in ce mai utilizata. Printre avantajele acestei
metode se numara varianta mica si posibilitatea utilizarii unui numar minim de
parametri. Chiar pentru un numar mic de nucleotide acest tip de metode depasesc de
multe ori metodele bazate pe distante si cele MP.

Principiul de baza al metodei implicad calcularea verosimilitudinii unei filogenii.
Deoarece majoritatea modelelor de substitutie folosite sunt reversibile in timp,
verosimilitudinea unei filogenii este independenta de localizarea radacinii.
Presupunand ca fiecare situs evolueaza independent putem calcula verosimilitudinea
fiecarui situs separat si s& combinam aceste valori pentru obtinerea unei valori finale.
Pentru a calcula verosimilitudinea unui situs j trebuie sa luam in considerare toate
scenariile posibile prin care starea finala a situsului ar fi putut evolua. Bineinteles ca
unele scenarii sunt mult mai plauzibile decat altele, insa fiecare are o anumita sansa
sa se fi produs. Spre exemplu daca consideram o filogenie ca in fig. 14 a in radacina
am fi putut avea teoretic oricare din cele 4 nucleotide (A, G, C, T), pentru oricare alt
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nod intern este de asemeni posibild existenta oricarui nucleotid. Deci avem un total de
4 X 4 = 16 posibilitati. Cum oricare dintre aceste 16 scenarii ar fi putut duce la setul
final de date observate, probabilitdtile tuturor evenimentelor trebuiesc calculate si
insumate pentru a obtine probabilitatea unui situs j (aceasta probabilitate depinde
dupa cum am mai mentionat de topologie si de modelul de substitutie nucleotidica)
(fig. 14 ¢). Cum am presupus ca fiecare situs evolueaza independent de celelalte,
probabilitatea unui scenariu evolutiv este egald cu produsul probabilitatilor tuturor
situsurilor 1, 2, 3, ... j ... n. Pentru ca probabilitatea unei singure observatii este foarte
mica in locul lor se utilizeaza logaritmii acestora, deci probabilitatile sunt acumulate ca
suma a logaritmilor verosimilitudinilor fiecarui situs luat in parte (fig. 14 €)

Din cauza volumului foarte mare de calcule ce trebuiesc efectuate daca numarul
de taxoni este mai mare ca 10 si secventele utilizate sunt mari au fost dezvoltate o
serie de algoritmi de cautare (ca si in cazul metodelor MP).

Cum modalitatea reala de substitutie a nucleotidelor este foarte complicata, s-ar
putea crede ca un model matematic cu multi parametri este mai bun decéat un model
cu mai putini parametri. Totusi chiar dacd un model cu mai multi parametri
corespunde datelor mai exact decat unul mai simplu, numarul mare de parametri 1l
face mai sensibil la erori. Deci este mai utila utilizarea unui model mai simplu atata
timp cat acesta aproximeaza modul de substitutie al nucleotidelor suficient de bine.

In cazul metodelor ML corespondenta dintre model si date poate fi examinata
folosind testul LR (Likelihood Ratio Test) sau criteriul informatiei al lui Akaike (AIC —
Akaike Information Criterion). Cand avem doua modele 1 si 2 si modelul 1 este caz
particular al modelului 2, iar topologia corecta este cunoscuta putem calcula testul LR
dupa formula

LR=2(InL,—InL))

unde InL1 si InL2 sunt valorile ML pentru modelele 1 si 2. in acest mod putem testa
daca modelul 2 este semnificativ mai bun decat modelul 1.

L=Ly Ly oLy oLy, :HLU)
=
InL=InL, +InL, +..+InL, +..+InL,, = Z}lan
=

Spre exemplu modelul lui Kimura este caz special al modelului HKY, primul
avand un parametru liber, celalalt patru. Deci diferenta in gradul de corespondenta
dintre model si date poate fi evaluata prin testul LR sau x 2 cu 3 grade de libertate.
Daca dintre cele doua doua modele comparate unul nu este caz particular al celuilalt
testul LR nu poate fi utilizat, un mod alternativ de a genera distributia testului este
simularea Monte Carlo (parametric bootstrapping) (Goldman, 1993) sau se aplica AIC
definit ca

AIC=-2InL+2p

unde InL este logaritmul verosimilitudinii unui anumit model, iar p este numarul de
parametri liberi ce trebuiesc estimati. Se considera ca predictibilitatea statistica a unui
model este cu atat mai buna cu cat A/C are valori mai mici. Din ecuatia de mai sus se
vede ca chiar daca un model mai sofisticat are valori ale —InL mici din cauza
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numarului mare de parametri p valoarea indicelui AIC creste. Totusi in alte domenii
acest criteriu da indicatii mult mai bune decéat in reconstructiile filogenetice. De cele
mai multe ori valoarea AIC pentru un model complex cum ar fi HKY este mai mica
decét pentru un model simplu precum K2P ceia ce nu inseamna insa obligatoriu ca
topologia obtinuta cu un model mai complex este intotdeauna mai buna.

Metode ML aplicabile in cazul secventelor de aminoacizi si a proteinelor

Céand secventele de ADN sunt destul de apropiate intre ele din punct de vedere
filogenetic metodele ML functioneaza foarte bine, in special atunci cand sunt utilizati
prima si a doua pozitie a codonului. Daca se folosesc secvente (ce codifica proteine)
indepartate filogenetic apar complicatii deoarece rata substitutiilor sinonime este mult
mai mare decét cea a substitutiilor nesinonime, frecventa celor 4 nucleotide in cea de
a treia pozitie a codonului poate varia mult aratand ca este astfel violat modelul
stationar de substitutie. Din contra, schimbarile evolutive ale secventelor proteice sunt
mult mai incete astfel incat se poate utiliza metoda ML pentru secventele proteice
utilizdnd spre exemplu matricea de tranzitie a aminoacizilor a lui Dayhoff et al. din
1978.
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CAPITOLUL 3

METODOLOGIA DE OBTINERE A SECVENTELOR NUCLEOTIDICE

Un prim obiectiv al cercetarilor, il constituie cel de stabilire a omogenitatii loturilor,
urmat de stabilirea cantitatii totale de ADN pentru diferite specii si subspecii ale
genurilor Carassius si Cyprinus, stabilirea unor intervale de variatie a cantitatii de ADN
pentru diferite tesuturi, provenind de la indivizi diferiti ai celor doua genuri,
amplificarea genelor luate in studiu, verificarea acestora in electroforeza, urmata de
purificare si reactia de secventiere.

3.1. DETERMINAREA UNOR PARAMETRI $I INDICI FENOTIPICI LA INDIVIZII
STUDIATI

Asupra indivizilor apartindnd celor doua specii de ciprinide utilizati pentru dozarea
acizilor nucleici, s-au efectuat masuratori, urmarindu-se o serie de parametri fenotipici
(Lt = lungime totala; Ls = lungime standard; g = greutate individuala; C =
circumferinta; Hd = Tnaltime maxima; Ha = Tnaltime minima; Lc = lungime cap) si de
indici fenotipici (indice de profil = Lt / Hd; coeficient Fulton = g x 100 / Ls3; indice de
circumferinta (Kiselev) = Ls / C si raportul Lc x 100 / Lt) (Gorgan et al., 2000)

Pentru determinarea parametrilor fenotipici se vor avea in vedere, urmatorii
parametri (Voican et al., 1974, 1975):

- lungimea totald a pestelui (Lt) este distanta de la varful botului pana la linia care
uneste varfurile lobilor Thotatoarei caudale;

- lungimea standard (Ls) este distanta de la varful botului pana la extremitatea
invelisului solzos, la baza inotatoarei caudale;

- lungimea capului (Lc) este distanta de la varful botului pana la marginea posterioara
a osului opercular, fara membrana branhiostegalg;

- indltimea maxima a corpului (Hd) se masoara in regiunea cea mai lata a corpului;

- fnaltimea minima a corpului (Ha) se masoara acolo unde inaltimea corpului este cea
mai redusa (la extremitatea posterioara a pedunculului caudal);

- circumferinta maxima a corpului (C) se masoara la nivelul grosimii maxime si
inaltimii maxime;

- greutatea individuala (g) s-a determinat prin cantarirea pestilor;

Indicii fenotipici mentionati s-au determinat pe baza valorilor parametrilor fenotipici
dupa cum urmeaza:
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- indicele de profil = Ls / Hd unde:
Ls = lungimea standard, in cm.
Hd = inaltimea maxima a corpului, in cm;

- coeficientul Fulton (de ingragare):

& %100, unde:
Ls®

g = greutatea corpului, in g;
Ls = lungimea standard, Tn cm.

Pentru a obtine informatii cu privire la gradul de uniformitate a populatiei, precum
si asupra nivelului de semnificatie statistica a diferentelor dintre populatiile celor doua
specii, s-au efectuat masuratori biometrice la 50 exemplare/specie si s-au calculat

valorile unor parametri statistici (Snedecor, 1968): X = media aritmetica; S=deviatia
standard; Es = eroarea standard; C.V. % = coeficientul de variatie.

1. Media aritmetica:

, In care: ZXi 2xi = suma valorilor individuale;
X = n = numarul indivizilor.

n
2. Estimarea deviatiei standard pornind de la proba céatre populatie
xJ
S=)%* —(Z—, unde:
Z n
2X 2 = suma patratelor valorilor individuale;

(2x)2 = patratul sumei valorilor individuale;
n = numarul indivizilor

3. Eroarea standard:

s s
S. ==
n o n

4. Coeficientul de variatie:

S2=varianta

S = deviatia standard;
Sx100

X

CV.%= , In care:

X = media aritmetica.
Pentru a stabili uniformitatea loturilor care au fost utilizate in experimentele

ulterioare de extractie a ADN total si de secventiere, au fost folositi cate 50 de indivizi
apartinand celor doua specii, pentru fiecare populatie analizata.
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3.2. PROTOCOLUL DE EXTRACTIE AL ADN TOTAL DIN TESUT MUSCULAR

Tehnica este folositd pentru extragerea ADN total din tesuturi proaspete,
congelate sau pastrate in etanol (Ausubel si colab., 1995). Tn vederea determinarii
cantitatilor totale de acizi nucleici si a intervalelor de variabilitate ale acestui parametru
pentru diferite tesuturi, au fost folositi cate 20 de indivizi apartinand celor doua specii.

Solutii:

1. Tampon pentru liza celulara:

Contine: Tris HCI 50mM (pH=8), SDS 1,0%, EDTA 25mM.

Pentru 50ml, intr-o eprubeta se introduc 25ml H20 miliQ (apa distilata filtrata prin
filtru de carbon, schimbator de ioni etc.) autoclavata, la care se adauga 2,5ml solutie
stoc 1M Tris HCI (pH=8), 5ml 10% SDS, 2,5ml 0,5M EDTA. Se completeaza volumul
cu H20 miliQ pana la 50ml si se introduce intr-un tub Corning nou cu volumul de
50ml, neautoclavat.

Solutii stoc:

1. Solutie Tris-HCI 1M (pH=8): - cantitatile sunt calculate pentru un volum de
100ml;

- se dizolva 12,11g Tris in 80ml H20 miliQ;

- se corecteaza pH-ul la 8 cu HCI;

- se autoclaveaza.

2. Solutie Tris-EDTA (TE) (pH=8,0): -cantitatile sunt considerate pentru un volum
de 100ml;

- intr-o eprubeta de 100ml se introduce 1ml solutie stoc Tris-HCI 1M (pH=8);

- 200ul EDTA 0,5M;

- se completeaza cu H20-miliQ pana la 100ml si se autoclaveaza.

3. Solutie NaOH 10N (100ml):

- se cantaresc 40g NaOH

- se adauga 70ml H20-miliQ autoclavata si se agita pana la dizolvare;

- se aduce volumul la 100ml;

- nu se autoclaveaza.

4. Solutie SDS 10% (dodecil sulfat de sodiu):
- se introduc 10g SDS in 80ml H20-miliQ autoclavata si se incalzeste solutia la 80°C

pentru o mai buna dizolvare;

- se ajusteaza pH-ul la 7,2 (daca este necesar), utilizand HCI;

- se aduce volumul la 100ml cu H20-miliQ;

- nu se autoclaveaza.

5. Solutie EDTA 0,5M (etilendiaminotetraacetat-sare disodicda — Ref. SIGMA
ED2SS):

- se cantaresc 18,61g EDTA, peste care se adauga 80ml H20-miliQ;

- se agita puternic si se adauga 1ml solutie NaOH 10N;
- se adauga NaOH pana cand solutia devine alcalina (pH=8,0), iar EDTA este

dizolvat complet.

- se aduce volumul la 100ml cu H20-miliQ si se autoclaveaza;
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Modul de lucru:

Se eticheteaza tuburi Eppendorf de 1,5ml autoclavate, in care se introduc cate
500yl solutie tampon (tampon pentru liza). Tuburile se tin inchise, pana in momentul
introducerii tesutului.

Se cantaresc intre 20 — 200mg de tesut muscular proaspat, congelat sau
conservat Tn alcool etilic 95% (in acest caz, tesutul se usuca inainte de cantarire, pe
hartie de filtru). Fragmentul de tesut se aseaza pe o lama sterila si se taie marunt cu
un bisturiu sau cu o lama, sterilizate. Daca fragmentul este mic (daca provine de la un
individ de 1 — 2cm), aceasta etapa nu este necesara.

Se introduc fragmentele de tesut in tubul Eppendorf (de 1,5ml) corespunzator,
care contine 500ul solutie tampon pentru lizd. Aceasta etapa se repeta pentru tofi
indivizii. In fiecare tub, se adauga cate 10ul proteinaza K (10ul reprezinta echivalentul
a 200ug proteinaza dintr-o solutie stoc 20mg/ml care este preparata si congelata la -
20°C). Se agita fiecare proba pe un vortex si se pastreaza peste noapte in etuva la
37°C.

Nota: pentru realizarea acestei etape se recomanda sa se lucreze cu un numar de
probe echivalent cu numarul de cuve din centrifuga.

in ziua urmatoare, sub nisa, in fiecare tub de 1,5ml se adauga 600ul de solutie
fenol : cloroform : alcool izoamilic (25 : 24 : 1), pana la semnul superior al tubului
(Figura 12). Se agita tuburile timp de 30 — 60 secunde, apoi se centrifugheaza
(utilizand o centrifugd de masa), la o turatie 8000 rotatii/minut, timp de 4 minute. Tn
timpul centrifugarii, se eticheteaza noi tuburi Eppendorf de 1,5ml. La sfarsitul
centrifugarii, tuburile prezintd o faza inferioara de culoare galbuie care contine
solventul organic, o faza superioara care contine ADN si o faza intermediara unde
sunt depozitate toate resturile pe care dorim sa le eliminam din solutia de ADN (Figura
13)

Nota: daca aceasta faza intermediara este foarte mare, se repeta spalarea cu fenol :
cloroform : alcool izoamilic urmata de centrifugare. Daca fazele sunt bine separate, se
trece la etapa urmatoare.

Se separa faza superioara a fiecarui tub, in noile tuburi etichetate; - pentru
aceasta se utilizeaza o pipeta Gilson P-100, cu ajutorul careia se extrag 700ul de ADN
(Figura 14). Daca pipetarea se face repede, iar concentratia ADN este foarte mare in
faza superioara a tubului, in momentul pipetarii, se pot extrage resturi ale fazei
intermediare. Se extrage faza superioara din fiecare tub mentindndu-le deschise sub
nisa, iar la sfarsit, se adauga céate 550ul cloroform (Figura 15). Se agita tuburile timp
de 30 — 60 secunde, apoi se centrifugheaza la 8000 rotatii/minut, timp de 3 minute,
utilizdnd o centrifuga de masa (tip COBOS MC-10). In timpul centrifugarii, se
eticheteaza noi tuburi.

Se separa fazele superioare rezultate in urma centrifugarii (Figura 16), in noile
tuburi, Tn acelasi mod ca in etapa precedenta (Figura 17), avand grija sa nu se preia
nimic din faza intermediara de separare.

Se adauga 1ml etanol rece 95% (pastrat la -20°C) in noile tuburi dupa separare
pana la semnul superior al fiecarui tub (Figura 18). Se agita tuburile si se lasa la
temperatura de -20°C, timp de 30 — 60 minute, timp in care se va forma un precipitat
albicios (ADN total) pe fundul tuburilor (Figura 19).

Dupa precipitarea ADN, se centrifugheaza tuburile la 10.000 rotatii/minut, timp de
5 minute, pentru sedimentare. Se elimina supernatantul si se aseaza tuburile
deasupra unei hartii de filtru, astfel incat sa se scurga ultimele picaturi de alcool.
Urmeaza uscarea peletelor, mutand tuburile, deschise, intr-o centrifuga cu vacuum,
unde sunt mentinute timp de 10 minute, cu temperatura in scadere. Daca in acest
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interval de timp sedimentele nu sunt uscate, se mai lasa tuburile inca 5 minute in
centrifuga.

Dupa uscarea peletelor, se adauga in fiecare tub cate 200ul solutie TE (pH=8,0) si
se resuspenda manual sau pipetand de cateva ori. Pentru o mai buna resuspensie, se
pot Iasa intre 15 si 30 minute la temperatura camerei, la 37°C sau timp mai indelungat
la 4°C. Dupa resuspendarea peletelor de ADN, continutul fiecarui tub este repartizat in
trei tuburi de cate 1,5ml (etichetate anterior), punand cate 50ul din solutia
resuspendata. Din cele trei tuburi ale unei probe, unul se pastreaza la 4°C, iar
celelalte doua se congeleaza (-20°C - -80°C).

3.2.1. PRELUCRAREA STATISTICA A DATELOR OBTINUTE DIN EXTACTIA ADN

3.2.1.1. ESTIMAREA VALORILOR MEDII ALE POPULATIILOR $I STABILIREA
INTERVALELOR DE VARIABILITATE

Folosind valorile mediei ()?) si deviatiei standard (S) (conform formulelor

prezentate anterior), calculate pe baza probelor dintr-o populatie, se pot estima
valorile corespunzatoare pentru intreaga populatie (sau specie). Estimarea mediei

populatiei implicd calculul erorii standard a mediei (S,)’ care tine cont de

X
variabilitatea si marimea probei (Varvara et al., 2001).

Se cauta o valoare critica pentru un anumit grad de confidentd a si un anumit
numar de grade de libertate t(a, t-1); atunci, probabilitatea estimarii va fi data de 7-q,
adica a=0,05. Valoare lui t reprezinta valoarea critica a distributiei t pentru un anumit
nivel de confidenta sau prag de semnificatie a si n-7 grade de libertate. Pragul de
semnificatie reprezinta probabilitatea aleasa arbitrar, ca intervalul de confidenta
calculat sa& cuprindd media populatiei. Pentru majoritatea studiilor, probabilitatea de
95%, adica a=0,05, este considerata satisfacatoare.

Eroarea standard a mediei este folosita pentru a calcula intervalul de confidenta a
mediei populatiei, interval care sa cuprinda, cu o anumitd probabilitate, media
populatiei.

u=x+t(a,n-1)-S., unde u reprezinta media populatiei, iar X valorile medii ale

probelor.
Limitele intervalului: limita inferioara (LI) si limita superioara (LS), sunt date de
formulele:

LI=x-S8_-t{a,n-1)
LS=%+S. -t{a,n—1)
Astfel, intervalul LI-LS, include media populatiei cu o probabilitate de 7-a.
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3.2.1.2. COMPARAREA MAI MULTOR PROBE

ANOVA model | bifactorial cu numar egal de observatii in celula

Acest model se foloseste in conditii asemanatoare cu modelul bifactorial cu o
observatie in celuld la care se adauga interactiunea dintre factori. Evidentierea
interactiunii poate fi sugerata de reprezentarea grafica a mediilor probelor urmarite.

Observatia in acest caz este egala cu media generala + efectul nivelului ,i” al
factorului A + efectul nivelului ,j” al factorului B + interactiunea AiBj + eroarea
intdmplatoare (Fowler et al., 2000).

Ai
A1 A2

B1 X X

Bj

B2 X X

In fiecare celula trebuie sa avem un numar egal de observatii

2 2 2
Sr :Scxl+Sim

2 2 2 2
S.=8.+8.+S.

2 2 2 2 2
S=85.+8+85+8u

2 . . . o 2 . o 2 . o
Unde: S = varianta interactiunii; S =varianta externa; S =varianta totala
i ’ ’ ext ’ t ’

Se stabilesc ipotezele modelului:

HO1: yA1=pA2=pAn H11: yA1#uA2#uAN
HO2: uB1=puB2=uBn H12: uB1#uB2#uBn
HO3: interactiunea=0 H13: interactiunea#0
2 . SS o N o .
S =88= , SS =suma de patrate; SS =suma de patrate medie;

grade libertate

e

SS, = fo —&=""7_, §S =suma de pétrate a interactiunii
n

t
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SS,, =SS, +SS, +S8S,,

g5 _g ] G

ntr t
)| &)
X X
3 t
55, =y ||
n,c n,
2 2
) Cra)  Ero) | Eran) ()
1r1 12 2rl 2r2
SSI.: clr Z clr clr + c2r _ t _SSL_SSr
nc]rl ncer nchI nc2r2 nt

SS;

o =98, =88, -85, =SS,

glt =nt — 1, glt=grade de libertate totale, nt=numar total de valori;

glc = c—1, glc=grade de libertate pe coloane, c=numar de valori pe coloane;
glr = r -1, glr=grade de libertate pe randuri, r=numar de valori pe randuri;

gli = (c-1)(r-1), gli=grade de libertate ale interactiunii;

glint = nt — cr, glint=grade de libertate interne

Tabel sintetic al valorilor calculate pentru testul ANOVA

varoiltate - | SS ortate | SS F

c SS. c-1 SS./c-1 SS./SS it
r SS, r-1 SS, /r-1 SS,/SS it
i SS, (c-1)(r-1) SSic-0)-1) | 88788 in
int SS... nt-cr SS../nt-cr

t SS, nt- 1

Daca: Fc=F (a,c—1, g.lint) = HO1 (F), H11 (A)
Fr=F (a,r—1, g.lint) = HO2 (F), H12 (A)
Fi=F (a, (c-1)(r-1), g.Lint) = HO3 (F), H13 (A)

3.3. REACTIA DE AMPLIFICARE GENICA PRIN POLIMERIZARE iN LANT (PCR)
3.3.1. PRINCIPIl GENERALE

Aparuta la Tnceputul anilor ‘80, reacllia de polimerizare in lan(] (PCR) este atat
de utilizatd in zilele noastre Tn nenumarate domenii, incat s-a uitat meritul sau
revolutionar . Stiinta asa numitei reactii de polimerizare in lant este astazi foarte bine
cunoscuta si intalnitd In multe laboratoare. Tehnica PCR este considerata a fi un
veritabil ,fotocopiator genetic".

Reactia de polimerizare in lant permite o rapida amplificare a secventelor ADN,
chiar si atunci cadnd materialul de initiere este un ADN puternic degradat, acesta
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fiind utilizat in studii de antropologie moleculara si paleogenetica, cum ar fi analiza
ADN recuperat din oase fosile, din mumii sau din tesuturi formolizate. Se poate
realiza amplificarea ADN-ului chiar si dintr-o singura celula. Practic, PCR-ul
reprezinta o forma de clonare ,in vitro” ce poate genera si modifica fragmente de
lungimi si secvente bine definite intr-o simpla reactie automatizata.

Metaforic vorbind, metoda permite sa fie gasit ,acul in carul cu fan”, deoarece
prin ea, o singurd gena dintre nenumaratele gene purtate de o molecula de ADN
poate fi reprodusa in cateva ore in miliarde de copii identice; ceea ce unei celule, n
starea sa cea mai activa proliferativ (celula canceroasa) i-ar trebui o luna de zile,
pentru a realiza acelasi lucru.

Probele ADN si reactia de polimerizare in lant sunt descoperiri ce au fost puse
imediat in practica, in medicina legala si in identificarea genelor responsabile de boli
ereditare.

Reactia de polimerizare in Lant este o metoda foarte sensibila de
amplificare, prin care se realizeaza miliarde de copii identice ale unei anumite gene
din macromolecula de ADN, in numai cateva ore, sistemul putédnd fi contaminat
foarte usor de elemente ale genelor ADN amplificate anterior sau de particule
externe. Posibilitatea de contaminare in reactiile de amplificare este un aspect cu
implicatii deosebite, atat in aplicatii de cercetare cét si in cele cu specific diagnostic.

Tn ciuda sensibilitatii deosebite, PCR este victima propriului sédu succes. Pot sa
apara reactii fals pozitive prin acizii nucleici contaminati datorita puterii de
amplificare incredibile a reactiei. Contaminarea noilor probe cu ADN amplificat
anterior este o problema importanta a laboratoarelor in care se executa PCR.

Reactia de polimerizare in lant permite manipularea directa a secventelor de
acizi nucleici, putandu-se realiza astfel secventierea unui fragment ADN
(determinarea ordinii de succesiune a bazelor azotate in molecula de ADN),
determinarea variatiilor existente intre diferite molecule ADN, modificarea secventei
moleculelor de acizi nucleici de interes. Este o tehnica ingenioasa bazata pe
capacitatea ADN-polimerazei de a copia o catena ADN prin elongarea catenelor
complementare, initiatd de o pereche de primeri. Teoretic, fiecare ciclu dubleaza
cantitatea de ADN tintd. Comportamentul si manipularea ADN polimerazei a fost o
concentrare a eforturilor pentru a intelege felul in care materialul genetic este copiat,
reparat si mostenit.

Se poate porni cu o cantitate extrem de mica de ADN, de la o singura sau
cateva molecule de ADN ce trebuie amplificat, denumit ADN tinta. Acest ADN tinta
ce urmeaza a fi amplificat, are in mod curent, sub 45 kilobaze.

Reactia de polimerizare in lant se desfasoara ,in vitro”, avdnd nevoie de
urmatorii reactivi: template-ul ADN ce urmeaza a fi amplificat, primerii necesari
amplificarii unui anumit sector din ADN tintd, deoxiribonucleotide sub forma de
trifosfati (dATP, dGTP, dTTP si dCTP) care pot fi dozati in solutie apoasa prin
spectofotometrie UV la 260 nm, ADN polimeraza, capabild de a raméane functionala
la temperaturi Tnalte de pana la 100° C si bufferul (MgCl, in concentratii de
aproximativ 1,5 mM) care este de o importanta vitald, deoarece determina conditiile
de hibridare a primerilor si cele de functionare a polimerazei (Taq polimeraza nu
poate functiona cand salinitatea mediului este crescutd). ADN ce urmeaza a fi
amplificat se afla in cantitate foarte mica si este utilizat ca template pe un sector
limitat (ADN tintd), delimitat de doi primeri, cu orientare opusa, unul pe catena
directa 5 - 3 si celalalt, pe catena 3" - 5°. Primerii sunt reprezentati de secvente
scurte oligonucleotidice sintetizate ,in vitro“, de ADN monocatenar, de numai 20-30
nucleotide lungime. Secventa primerilor este proiectata inaintea sintezei artificiale,
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astfel incat sa fie realizatd imperecherea complementara cu o secventa aflata
fnaintea sectorului din ADN tinta ce urmeaza a fi amplificat, primerii delimitand astfel
acel sector. Cei doi primeri sunt proiectati sa se asocieze unul aproape de celalalt
dar sunt situati pe catene diferite si sunt orientati in asa fel incat ei copie secventa
de ADN care se gaseste intre ei. Cu cat primerii sunt mai lungi, cu atat temperatura
de asociere poate fi mai mare ceea ce creeaza o specificitate sporitd. Cu toate
acestea, priimerii nepurificati si lungi vor contine cantitdti mai mari de produse
nespecifice in amestecul final. Daca este necesara utilizarea unor primeri mai lungi
atunci se recomanda purificarea lor, Tn caz contrar aceasta nu este necesara.

Exista si asa numitii primeri nespecifici sau degenerati care sunt de fapt un
amestec de oligonucleotide ale unor secvente de acizi nucleici diferite si sunt utilizati
pentru amplificarea simultana a mai multor loci in macromolecula de ADN {inta.

Majoritatea polimerazelor recunosc ADN mono catenar ca fiind un posibil model
de amplificare si se leaga temporar la acest lant, pentru formarea unei duble catene.
De asemenea, polimerazele se leaga si de deoxinucleotidtrifosfatii (ANTPs) valabili in
mediu si folosind energia Tnmagazinatéd in legaturile triple, catalizeaza reactia de
atasare a nucleotidelor la a doua catena de ADN; apoi enzima se muta la sfarsitul
portiunii unde catena este dubla iar procesul este repetat de sute sau mii de ori pe
secunda.

ADN polimeraza actioneaza unidirectional; incepe sa actioneze de la capatul 3" al
portiunii dublucatenare, sinteza decurgand in directia 5°—3". Astfel, polimeraza poate
incepe sa actioneze, oriunde gaseste o jonctiune de tip ADN monocatenar —
bicatenar. Pentru directionarea inceputului sintezei unui anumit segment de ADN, este
necesar un scurt segment oligonucleotidic (un mic numar de nucleotide unite intr-un
lant scurt complementar unei secvente de ADN) pozitionat chiar deasupra portiunii
dorite pentru sinteza (Prescott si Harley, 1999).

Acest fragment oligonucleotidic nu se poate alinia la ADN dublu catenar, in
schimb, se leaga imediat la secventa complementara a ADN mono catenar. Prin
incalzire, legaturile dintre cele doua catene ale ADN se rup, formandu-se portiuni
monocatenare. Prin urmare, denaturarea ADN prin caldura, urmata de o usoara
racire, in prezenta oligonucleotidelor complementare, determina alinierea acestora la
macromolecula de ADN monocatenar, oriunde Tintélnesc secvente similare
complementare. (Palumbi, 1996; Monod si Francois 1996; Lisker si Armendares,
2000; Mas Eva et al., 2001).

3.3.2. CICLURILE DE REPLICARE

Replicarea in PCR consta in trei faze mai importante: denaturare, aliniere si
extensie.

3.3.2.1. DENATURAREA

In aceastd faza, caldura este folositd tn scopul opririi tuturor reactiilor enzimatice
si denaturarii ADN de la dublu catenar, la mono catenar. De obicei, se foloseste o
temperatura de 94°C sau 92°C dupa metode mai noi. O temperatura prea joasa sau
un timp de denaturare prea scurt, pot fi ineficiente, ramanand portiuni de ADN
bicatenar. Cu toate ca Taq polimeraza este rezistenta la denaturarea termica, nu este
totusi imuna la actiunea caldurii, o incélzire excesiva, ducénd la o scadere a activitaii
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enzimatice. De exemplu, dupa 30 cicluri de replicare cu incubare la 94°C pentru 60 de
minute, activitatea enzimei, se reduce la jumatate.

3.3.2.2. ALINIEREA PRIMERILOR

In aceasts faza, temperatura este mai joasd, astfel incat primerii oligonucleotidici
se pot lega in zonele complementare din catena de ADN. Aceasta este faza critica a
reactiei de amplificare, deoarece daca primerii se leaga corect doar in zona tinta
(zona care urmeaza a fi amplificata), atunci exista o probabilitate suficient de mare sa
se obtin& produgi de calitate.

Alinierea este un proces randomic, care depinde de concentratia primerilor,
disponibilitatea siturilor de legatura si de prezenta zonelor cu similaritate scazuta
secventei primerilor, care duc la alinieri nespecifice. Trebuie remarcat si faptul ca,
daca macromolecula de ADN care foloseste drept matritd este fragmentata, atunci,
mici fragmente din aceasta, pot actiona ca primeri, fiecare avand o tintd precisa in
cadrul genomului. Acesta este un motiv pentru care molecule de ADN cu greutate
moleculara mare gi molecule mici, nu trebuiesc amestecate ca matrite pentru viitoare
amplificari (Palumbi, 1996).

O temperatura mare de aliniere a primerilor, sau o concentratie mare a acestora
in mediul de reactie, pot determina o blocare a formarii legaturilor si implicit de aliniere
a primelor cu matrita de ADN. O temperatura joasa, determina o aliniere nespecifica a
primerilor in diferite portiuni care prezinta o complementaritate scazuta, generandu-se
astfel numeroase artefacte. Daca temperatura de aliniere este foarte scazuta,
catenele de ADN se vor ,realinia” formand structura initiala — ADN dublu catenar.

Timpul de aliniere a primerilor, constituie de asemenea o problema foarte
importantd pentru obtinerea unui produs bun. Astfel, un timp de aliniere foarte lung,
permite primerilor sa gaseasca noi posibile situri de legatura si sa se alinieze
nespecific. Cu toate acestea, un timp scurt de aliniere, poate determina o mare
specificitate de aliniere in PCR. in general, timpul de aliniere este de 30 — 60 secunde,
dar poate functiona la fel de bine si un timp mai scurt de 15 secunde la temperaturi
mari de aliniere cu primeri specifici.

3.3.2.3. EXTENSIA

Faza de extensie sau elongare, determina activitatea enzimatica si sinteza
segmentului de ADN. Taq polimeraza functioneaza de obicei bine la 72°C, aceasta
fiind si temperatura utilizatd de obicei pentru aceasta etapa. Enzima se activeaza si Tsi
incepe activitatea la temperaturi scazute, ceea ce este foarte important pentru
succesul reactiei de amplificare. Majoritatea primerilor au o temperatura de aliniere
mai mica de 72°C, astfel incat majoritatea vor fi foarte slab legati de secventa tinta, o
data cu cresterea temperaturii de extensie. O data cu cresterea temperaturii de la
temperatura de aliniere catre 72°C, incepe si reactia de polimerizare, dar destul de
lent. Oricum, aceasta reactie de polimerizare este suficienta pentru a adauga cateva
extra-baze, crescand astfel stabilitatea complexului primer — matrita. Astfel, o data cu
trecerea timpului (de obicei 30 de secunde), temperatura de extensie creste, primerul
fiind deja parte componenta a noii catene de ADN.

Timpul de extensie, este o altd variabila importanta. In conditii optime, Taq poate
lega mii de nucleotide pe minut. Prin urmare, produsii PCR cu o lungime mai mica de
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500 perechi de baze (pb) nu necesita mult timp pentru o sinteza completa
(aproximativ 30 de secunde fiind suficiente). in general, un timp de extensie de 30 de
secunde este suficient pentru produsi sub 50pb, 60 de secunde sunt necesare pentru
produsi cu lungimi cuprinse intre 500 si 1500pb si 90 de secunde sunt necesare
pentru produsi cu lungimi mai mari. Optimizarea timpului de elongare este necesara,
deoarece un timp prea mare poate favoriza aparitia de artefacte (alinieri nespecifice)
(Palumbi, 1996).

3.3.2.4. CONDITIILE DE REACTIE

Pentru sistematica moleculara, atentia a fost indreptata catre primeri si cat de bine
se aliniaza la matrita de ADN. Daca alinierea nu este eficienta, sau daca primerii se
aliniaza nespecific, amplificarea poate sa fie blocata sau se pot amplifica produsi
alternativi. Astfel, complementaritatea perfecta primer — matritd, poate determina
amplificari cu mare specificitate. Din pacate, temperaturile ridicate, adesea impiedica
utilizarea primerilor universali (primeri realizati a fi eficienti pentru un anumit numar de
taxoni) (Kocher et al., 1989).

3.3.3. COMPONENTELE PCR

Mediul de reactie este foarte important pentru specificitatea si eficienta
amplificarii. Astfel, mediul de reactie trebuie sa contina un tampon, amestecul de
nucleotide, polimeraza, primeri, ADN si Mg2+ (un cofactor necesar pentru activitatea
enzimei) (Carbonari et al., 1993). Numai primerii si nucleotidele se consuma in cursul
reactiei acestea fiind adaugate in exces, astfel incat sinteza sa nu poata fi limitata de
aceste componente.

Cofactorul, nu se consuma in timpul reactiei si nici nu este degradat de
temperaturile extreme ale ciclurilor de amplificare, astfel incat concentratiile initiale si
finale sunt aceleasi. lonul, este un important cofactor in cataliza enzimatica a reactiei
de sinteza, astfel, o concentratie optima poate accelera considerabil desfagurarea
reactiei. Oricum, Mg2+ interactioneaza cu sarcinile negative ale gruparii fosfat ale
nucleotidelor, suficient de puternic incat Mg2+ sa atraga gruparile PO4- si sa ramana
in cantitate destul de mica pentru a mai reactiona ca si cofactor. Din acest motiv,
concentratia de Mg2+ trebuie sa fie mai mare decét concentratia dNTP.

Varierea concentratiei de Mg2+ este una dintre cele mai comune metode de
stabilire a conditiilor de reactie pentru PCR. De obicei se utilizeaza o cantitate de
1,5mM MgCI2.

3.3.4. AMPLIFICAREA GENICA LA REPREZENTANTI Al FAMILIEI CYPRINIDAE

In cazul celor doua specii analizate, a indivizilor ginogenetici si a hibrizilor
interspecifici, au fost amplificate 3 secvente apartinand la trei gene diferite. Astfel, au
fost amplificate regiunile cu hipervariabilitate apartindnd citocromului b si regiunii de
control a ADNmt (D-loop), precum si o regiune conservativa necodificatoare la speciile
analizate, segmentul 4L al dehidrogenazei (ND4L).
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3.3.4.1. AMPLIFICAREA GENEI CARE DETERMINA SINTEZA CITOCROMULUI B

in cazul speciilor analizate, a fost amplificat citocromul b diferentiat, in functie de
primerii utilizati si conditile de reactie specifice. La Cyprinus carpio L si hibrizii
intraspecifici analizati, datorita lungimii mari a acestei gene, de aproximativ 1140pb, a
fost necesara amplificarea in doua etape, pe secvente diferite, utilizdndu-se doua
perechi de primeri (Figurile 16 si 17).

H15149 5-AAACTGCAGCCCTCAGAATGATATTTGTCCTCA-3 Primerii pentru
L14724 5°-CGAAGCTTGATATGAAAAACCATCGTTG-3° primul segment

H15910 5-ATCTTCGGTTTACAAGACCGGT-3' Primerii pentru
L15138 5 -ATGATGACCGCCTTCGTAGGCTA-3" al doilea segment

Figura 16 Primerii utilizati pentru amplificarea citocromului b, la Cyprinus carpio

Citocrom b (cvt b) 1140
Glutamat (Glu) | | Treonina (Thr)
15081bp 16221 bp
L14724 H15149
—> 4—
L15138 H15910
—> 4—

Figura 17 Pozitia primerilor utilizati pentru amplificarea genei la Cyprinus carpio L si
hibrizii intraspecifici

Pentru prima parte a citocromului b, Tn cazul tuturor indivizilor apartinand genului
Cyprinus, a fost folosit acelasi mediu de reactie, precum si aceleasi conditii de
amplificare. Referitor la mediul de reactie, prepararea acestuia se realizeaza intr-un
tub Eppendorf steril de 1,5ml, in care se adauga toate componentele utilizate in
amplificare, tindnd cont de cantitatile necesare corelate cu numarul de probe plus 2
(pentru controlul negativ si o rezerva de reactivi). Astfel, se multiplica cantitatile
necesare, cu numarul de probe (Tabelul 6). Controlul negativ (C-) in toate cazurile,
contine acelasi mediu de reactie utilizat pentru toate celelalte probe, exceptand ADN
folosit drept matritd pentru amplificare, inlocuit Th acest caz cu H20 miliQ (apa
bidistilata, filtrata prin filtru de carbon si schimbator de ioni). Este utilizat pentru
decelarea eventualelor contaminari ale mediului de reactie.

Primerii utilizati pentru amplificarea primului segment, sunt L14724 (Paabo, 1990)
pentru catena directa si H15149 (Kocher et al., 1989)
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Tabel 6 — Compozitia mediului de reactie si cantitatile corespunzatoare de reactivi pentru
amplificarea cytb prima parte la specii ale genului Cyprinus

Cantitatea

Reactiv Concentratia pentru o proba | Nr. probe Amestec final
(1)

ddH20-miliQ - 33,2 n 33,2n

PCR buffer 10X 4.5 n 4.5n

dNTPs 8Mm 5,0 n 5,0n

MgCI2 25mM 2,0 n 2,0n

Primer 1 (L14724) 2mM 1,5 n 1,5n

Primer 2 (H15149) 2mM 1,5 n 1,5n

Taq polimeraza 5000U/ml 0,3 n 0,3n

Compozitia solutiilor din mediul de reactie:

1. 10X PCR buffer: 500mM KCI, 100mM Tris HCI (pH=8,4 la 20°C), 15mM
MgCI2, 1mg/ml gelatina.

2. 10X dNTP stoc: 2mM dATP, 2mM dCTP, 2mM dGTP, 2mM dTTP (neutralizat
la pH=7 cu NaOH).

3. 10X Primeri: primerul liofilizat 2,5uM dizolvat in TE (10mM Tris, 0,1mM EDTA,
pH=8).

4. Taq polimeraza: 5000 unitati/ml.

Procesul de amplificare a primei parti a citocromului b a urmat acelasi program
pentru toate probele analizate apartinand genului Cyprinus, avand o temperatura de
aliniere a primerilor de 45°C timp de 1 minut si 30 cicluri de replicare.

Pentru al doilea segment al citocromului b Tn cazul speciilor si hibrizilor aceluiasi
gen — Cyprinus au fost efectuate modificari ale temperaturii de aliniere a primerilor
(pentru marirea procentului de amplificari specifice) care a fost ridicata la 50°C, timp
de 1 minut, Intregul proces avand 30 cicluri de replicare. De asemenea, au fost
schimbati primerii, in acest caz utilizdndu-se L15138 (Chang et al., 1994) pentru
catena directa si H15910 (Chang et al., 1994; Tatsuo et al., 2004) pentru catena
complementara (Tabel 7).

Tabel 7 — Compozitia mediului de reactie si cantitatile corespunzéitoare de reactivi pentru

amplificarea cytb a 2-a parte la specii ale genului Cyprinus

Cantitatea

Reactiv Concentratia pentru o proba | Nr. probe Amestec final
(1)

ddH20-miliQ - 33,2 n 33,2n

PCR buffer 10X 4.5 n 4.5n

dNTPs 8mM 5,0 n 5,0n

MgCI2 25mM 2,0 n 2,0n

Primer 1 (L15138) 2mM 1,5 n 1,5n

Primer 2 (H15910) 2mM 1,5 n 1,5n

Taq polimeraza 5000U/ml 0,3 n 0,3n

In cazul speciilor genului Carassius, amplificarea citocromului b s-a desfasurat
intr-o singura etapd, datoritd imperfectiunii de amplificare a primerilor intermediari.
Astfel, pentru specificitatea amplificarii $i pentru a mari cantitatea de produs obtinut,
au fost modificate cantitatea de Taq polimeraza din amestecul de reactie de la 0,3pl la
0,5ul (Tabelul 8), iar numarul de cicluri a fost modificat la 40 etape de ampilificare.
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Primerii utilizati pentru amplificarea acestui fragment, sunt Glu-F si Thr-R (Zardoya si
Doadrio, 1998), avand ca regiuni complementare, secvente nucleotidice din afara
citocromului b si anume, genele care codifica sinteza acidului glutamic (Glu) si a
treoninei (Thr). (Figura 18).

Tabel 8 — Compozitia mediului de reactie si cantitatile corespunzitoare de reactivi pentru
amplificarea cytb la specii ale genului Carassius

Cantitatea

Reactiv Concentratia pentru o proba | Nr. probe Amestec final
(%)}

ddH20-miliQ - 33 n 33n

PCR buffer 10X 4.5 n 4.5n

dNTPs 8mM 5,0 n 5,0n

MgClI2 25mM 2,0 n 2,0n

Primer 1 (Glu-F) 2mM 1,5 n 1,5n

Primer 2 (Thr-R) 2mM 1,5 n 1,5n

Taq polimeraza 5000U/ml 0,5 n 0,5n

Glu-F 5-GAAGAACCACCGTTGTTATTCAA-3
Thr-R 5°-ACCTCCRATCTYCGGAGGACA-3°

Figura 18 Structura primerilor utilizati in amplificarea cytb la Carassius gibelio Bloch.

3.3.4.2. AMPLIFICAREA REGIUNII DE CONTROL MITOCONDRIAL

Replicarea ADNmt este initiatd pe o singura catend, in interiorul regiunii de
control, (regiune necodificatoare). Pe masura ce aceasta catena isi sintetizeaza
catena complementara, cealaltd catena a duplexului initial, este libera, formand o
bucla monocatenara numitd D-loop (engl. displacement lopp). Cand replicarea a
avansat pentru aproximativ doua treimi din suprafata moleculei, este initiata replicarea
si la nivelul buclei, pana cand se va forma un nou genom circular bicatenar (Clayton,
1982, Abilock si Stephenson, 2001).

In cazul speciei Cyprinus carpio L. si a varietdtii crap oglinda, a fost folosit un
mediu de reactie standard (Tabel 9) si primeri universali specifici regiunii de control
mitocondrial control A pentru catena directa si control E pentru catena reversa (Figura
19). Reactia de amplificare, a decurs dupa un program a carui temperatura de aliniere
a primerilor a fost de 62°C, la un numar de 40 cicluri de amplificare. Temperatura
ridicata utilizatd pentru alinierea primerilor, s-a datorat dificultatilor de amplificare,
datorate alinierilor imperfecte concretizate in benzi multiple; prin marirea temperaturii,
se mareste specificitatea alinierilor.
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Tabel 9 — Compozitia mediului de reactie si cantitatile corespunzatoare de reactivi pentru
amplificarea d-loop

Cantitatea
Reactiv Concentratia pentru o proba Nr. probe Amestec final
(1)
ddH20-miliQ - 33,2 n 33,2n
PCR buffer 10X 4.5 n 4.5n
dNTPs 8mM 5,0 n 5,0n
MgCI2 25mM 2,0 n 2,0n
CTRL A 2mM 1,5 n 1,5n
CTRLE 2mM 1,5 n 1,5n
Taq polimeraza 5000U/ml 0,3 n 0,3n

CTRLA 5-TTCCACCTCTAACTCCCAAAGCTAG-3’
CTRL E 5-CCTGAAGTAGGAACCAGATG-3

Figura 19 Structura primerilor utilizati in amplificarea regiunii de control mitocondrial la
speciile analizate de ciprinide

Pentru specii apartinand genului Carassius, a fost utilizat acelasi mediu de reactie
si aceiasi primeri ca in cazul speciilor genului Cyprinus. Referitor la parametrii
programului de amplificare, acesta s-a desfasurat la o temperatura de aliniere a
primerilor de 60°C si 30 cicluri de replicare.

3.3.4.3. AMPLIFICAREA GENEI CARE CODIFICA SUBUNITATEA 4L A
DEHIDROGENAZEI (ND4L)

NADH dehidrogenaza prezinta 7 subunitati pe toata suprafata ADNmt. A fost
amplificata si secventiatd subunitatea 4L, deoarece este considerata a fi o regiune
puternic conservativa, astfel incat eventualele substitutii nucleotidice de la acest nivel,
ne vor putea confirma (in cazul aparitiei acestor substitutii) diferente decelate Tn cadrul
celorlalte gene secventiate, hipervariabile — citocromul b si d-loop.

La speciile genului Cyprinus, pentru amplificarea genei, s-a folosit un amestec de
reactie modificat prin dublarea cantitati de Tag polimeraza de la 0,3ul, la 0,6pl
(Tabelul 9). Pentru amplificarea segmentului dorit, s-au folosit doi primeri degenerati
L10420 pentru catena directa si H10720 pentru reversa (Figura 20)

Reactia de amplificare a genei s-a desfasurat dupa un program care avea
temperatura de aliniere a primerilor de 51°C si un numar de 40 cicluri de replicare.

In cazul speciilor genului Carassius, pentru amplificarea genei codificatoare a
NDA4L, a fost folosit acelasi mediu de reactie (inclusiv aceiasi primeri) si aceleasi
conditii de amplificare ale programului PCR ca in cazul speciilor genului Cyprinus.
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Tabel 10 — Compozitia mediului de reactie si cantitatile corespunzatoare de reactivi

pentru amplificarea ND4L

Cantitatea
Reactiv Concentratia pentru o proba Nr. probe Amestec final
(uh
ddH20-miliQ - 31,9 n 31,9n
PCR buffer 10X 4.5 n 4.5n
dNTPs 8mM 5,0 n 5,0n
MgCI2 25mM 2,0 n 2,0n
CTRL A 2mM 1,5 n 1,5n
CTRLE 2mM 1,5 n 1,5n
Taq polimeraza 5000U/ml 0,6 n 0,6n

L10420 5-AAYAARAYCNTTGATTTCGRCTCA-3’
H10720 5-TCYGTGCCRTGYGTYCGNGC-3'

Figura 20 Structura primerilor utilizati in amplificarea ND4L la ciprinide

3.4. TESTAREA PRODUSILOR PCR PRIN ELECTROFOREZA

La sfarsitul fiecarei reactii de amplificare, este necesara o verificare a produsilor
obtinuti pentru a observa daca a avut loc amplificarea, daca au avut loc amplificari

multiple sau pentru decelarea eventualelor contaminari.

Solutii necesare:

- agaroza SEAKEM,;
- tampon TBE: - solutie stoc 10X (108g Tris base, 55g acid boric, 40ml 0,5M EDTA
(pH=8,0), se completeaza cu apa bidistilata pana la 11) si 1X solutie de lucru

(89mM Trios base, 89mM acid boric, 2mM EDTA);

- loading buffer: 20% glicerol, 1mg/ml bromfenol albastru, 1mg/ml xilencianol;
- solutie bromura de etidiu: pentru 1000X solutie stoc, cu o concentratie 0,5mg/ml
sunt necesare: 50mg bromura de etidiu, 100ml H20 bidistilata. Se dilueaza

solutia stoc in proportie 1:1000.

- marker molecular de 100pb

Concentratia gelului de agaroza depinde de marimea fragmentelor de ADN care
urmeaza a fi evidentiate prin electroforeza (Tabelul11) (Ausubel et al., 1992)

Tabel 11 Concentratia gelului de agaroza corelata cu marimea fragmentului de ADN

Concentatia gelului de agaroza

Lungimea fragmentului de ADN

(%) (kb)

0,5 1-30
0,7 0,8-12
1,0 0,5-10
1,2 04-7
1,5 0,2-3

Avand valori aproximative ale lungimilor genelor amplificate (valori provenite din
banca de gene — GenBank), pentru verificarea produsilor PCR obtinuti, au fost folosite
geluri de agaroza avand concentratii de 1,5% si volume de 30ml. Prepararea unui
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astfel de gel, necesita o cantitate de 0,45g agaroza (SEAKEM) la 30ml TBE 1X.
Astfel, se adauga solutia de TBE 1X peste agaroza, se amesteca pana la
omogenizare si se introduce in cuptorul cu microunde pentru aproximativ 20 de
secunde. Dupa expirarea timpului, se scoate, se agita si se reintroduce in cuptor
pentru alte 20 de secunde. Flaconul ce contine gelul, se raceste in jet de apa; dupa
racire, se introduc in flacon 1,5ul bromura de etidiu si se agita pana la disparitia culorii
rosii a bromurii.

Se toarna gelul in suportul pentru gel, se introduce un pieptene si se lasa sa se
intareasca. (Nota: cuva de electroforeza trebuie sa fie asezata pe un loc perfect plan
inaintea turnarii gelului). Dupa intarire, se scoate pieptenele prin culisare si se aseaza
gelul in cuva de electroforeza care contine tampon TBE sau TAE 1X.

Pregatirea probelor pentru migrarea in gel, necesita un fag, in care se introduc
cate 2,5yl loading buffer pentru fiecare proba, plus aceeasi cantitate pentru markerul
molecular de 100pb si controlul negativ. In continuare, peste buffer se adauga cate
10ul din fiecare proba (produs PCR). Se omogenizeaza continutul fiecarei celule a
fagului, Tn momentul introducerii probei. Dupa realizarea amestecurilor, se Tncarca
probele in gelul de agaroza, pastrdnd ordinea, intotdeauna pe ultima pozitie
disponibila de incarcare, fiind situat controlul negativ (C-).

Electroforeza produsilor PCR a fost efectuata in cuve tip FOTODYNE, intr-un
camp electric de 90V si 50 — 60mA, timp de 40 — 50 de minute, In functie de marimea
fragmentelor.

3.5. PURIFICAREA PRODUSILOR PCR

Purificarea tuturor produsilor PCR obtinuti s-a realizat utilizand un kit de reactie
QIAGEN (QlAquick PCR purification kit) si un protocol furnizat de aceeasi firma.
Acestea sunt utilizate pentru purificarea directd a produsilor PCR mono- sau
bicatenari cu lungimi cuprinse intre 10pb — 10kb de primerii neatasati, nucleotide
libere, polimeraze si saruri. Kit-ul contine coloane de purificare, tampon PB, tampon
PE, tampon EB (producatorul nu furnizeaza compozitia fiecarui tampon) si tuburi
colectoare.

Ca prima etapa a purificarii, se adauga 5 volume tampon PB la 1 volum produs
PCR si se amesteca. Nu este necesara indepartarea uleiului mineral adaugat in tuburi
pentru a impiedica evaporarea in timpul amplificarii). Se ataseaza coloanele la tuburile
colectoare (tuburi cu un volum de 2ml). Produsii PCR amestecati cu alcool sunt
introdusi in coloane si se centrifugheaza la 13000 rotatii/minut (rpm), timp de 30 — 60
secunde, utilizdnd o centrifuga de masa. Se descarca tuburile colectoare, plasand din
nou coloanele Tn aceleasi tuburi.

Pentru etapa de spalare, se adauga 0,75ml tampon PE in coloane si se
centrifugheaza la 13000 rpm timp de 30 — 60s. Se golesc tuburile colectoare, si se
centrifugheaza din nou coloanele timp de 1 minut la 14000 rpm, pentru a elimina
complet alcoolul din probe. Nota: etanolul rezidual nu va fi eliminat complet daca nu
este golit tubul colector Tnaintea acestei ultime centrifugari.

Se aseaza coloanele in tuburi Eppendorf sterile de 1,5ml. Pentru a dizolva ADN
din coloane, se adauga 50pul tampon EB (10mM Tris-Cl, pH=8,5) sau H20 miliQ in
centrul membranei si se centrifugheaza coloanele, timp de 1 minut la 13000 rpm.
Pentru a creste concentratia de ADN, se adauga numai 30ul tampon EB in centrul
membranei, se lasa in repaus 1 minut si se centrifugheaza.
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3.6. CUANTIFICAREA PRODUSILOR PCR
3.6.1. PREPARAREA GELULUI DE CUANTIFICARE

Pentru cuantificarea ADN din probele purificate in coloane QIAGEN, se va
prepara un gel de agaroza 3%, cu un volum de 30ml. Astfel, pentru un volum de 30ml
sunt necesari 3ml TBE 10X care se dilueaza cu 27ml H20 bidistilata.

In prepararea gelului sunt utilizate dou tipuri de agaroza, cu densitati diferite;
Seakem : Nusieve in raport de 2 : 1., adica, 0,6g Seakem : 0,3g Nusieve. Peste acest
amestec (0,99 agaroza) se adauga solutia TBE 1X, se agita pana la omogenizare si
se introduce Tn cuptorul cu microunde, unde se lasa aproximativ 20 de secunde; se
scoate flaconul, se agita pentru o mai buna omogenizare si se introduce din nou in
cuptor pentru alte 20 de secunde. Se raceste flaconul in jet de apa, se introduc 1,5l
bromura de etidiu si se agita flaconul pana la disparitia culorii rosii a bromurii de etidiu.

Se toarna gelul intr-o cuva de gel, se ataseaza un pieptene si se lasa sa se
raceasca. Dupa racire, se scoate pieptenele si se introduce gelul in cuva de
electroforeza.

3.6.2. PREGATIREA PROBELOR PENTRU CUANTIFICARE

Amestecul pentru electroforeza, ca si in cazul testarii produsilor PCR, se
realizeaz& intr-un fag. In fiecare celulad a fagului (corespunzator numarului de probe
plus una pentru marker) se introduc cate 2ul loading buffer. Peste bufferul de
incarcare a probelor, se adauga cate 5ul din fiecare mostra de ADN purificat si 8ul
marker @X174-Hinf |. Se omogenizeaza continutul fiecarei celule a fagului, in
momentul introducerii probei. Dupa realizarea amestecurilor, se incarca probele
(amestecul corespunzator fiecarei probe) in gelul de electroforeza.

Migrarea probelor in gel, s-a realizat in cuve de electroforeza tip FOTODYNE,
intr-un cadmp electric de 90V, 50 — 60mA, timp de 40 — 70 minute, in functie de
marimea fragmentelor.

3.6.3 CUANTIFICAREA PROBELOR

Markerul molecular este reprezentat de fagul @X174, cu o lungime de 3500pb.
Hinf | este o enzima care taie macromolecula de ADN a fagului, dand fragmente cu
lungimi (masurate in pb) si greutati cunoscute (Tabel 12). Concentratia fagului in
marker este de 0,0375ug/ul fag; daca se utilizeaza 8ul marker, atunci vom avea
0,3ug/ul fag.

Tabel 12 Lunglmlle si greutatile fragmentelor de ADN ale fagului X174

@X174-Hinf I (pb) | Greutatea fragmentului (ng) |
726/713 80
533 29,7
500 28
427/417/413 70
311 17
249 13,9
200 11
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Cuantificarea se face prin compararea intensitatii benzilor date de probele
purificate cu intensitatea benzilor date de marker. Astfel, pentru fiecare banda de
ADN, se va alege céate o banda a marker-ului (pe criteriul similaritatii intensitatilor), iar
datele vor fi notate intr-un Tabel sintetic.

Concentratia ADN (ng/pl) este data de raportul dintre greutatea (ng) benzii
respective si cantitatea (ul) de ADN purificat incarcata in gel (5pl). cantitatea de ADN
(uI) necesara secventierii se aproximeaza astfel incat sa obtinem 60 — 90fmoli ADN
dublu catenar, conform Tabelului 13:

De exemplu, pentru a obtine 50fmol ADN cu o lungime de 500pb, sunt necesare
16ng ADN. Stiind cate ng sunt necesare pentru a obtine un anumit numar de fmoli,
putem aproxima cantitatea de ADN dublu catenar pe care o vom utiliza.

Pentru a obtine cantitatea de fmoli, se inmulteste cantitatea de ADN aproximata,
cu concentratia ADN (ng/ul) corespunzatoare. In continuare se face echivalenta cu
numarul de fmoli corespunzatori la 33ng pentru un segment de 0,5Kpb, date furnizate
de Tabelul 12 (Beckman Coulter Protocol).

Tabel 13 Estimarea concentratiei ADN

(pereér:nc?énﬁgbaze) ng pentru 25fmoli ng pentru 50fmoli ng pentru 100fmoli
0,2 3,3 6,5 13
0,3 4,9 9,8 20
0,4 6,5 13 26
0,5 8,1 16 33
1,0 16 33 65
2,0 33 65 130
3,0 50 100 195
4,0 65 130 260
5,0 80 165 325
6,0 100 195 390
8,0 130 260 520
10,0 165 325 650
12,0 195 390 780

In continuare, va fi calculatd cantitatea de H,O miliQ necesard pentru fiecare
proba in reactia de secventiere. Astfel, stiind ca pentru fiecare proba se vor folosi
12,5ul amestec de reactie si 7yl de ADN, stiind cantitatea reald de ADN care va fi
folosita, se va scade aceasta cantitate din 7, obtindndu-se cantitatea de apa necesara
in reactie pentru fiecare proba.

3.7. REACTIA DE SECVENTIERE

Probele sunt pregatite pentru reactia de secventiere, in tuburi de 0,2ml.

Nota: toti reactivii kit-ului de secventiere trebuiesc decongelati pe gheata, iar
probele de ADN pentru secventiere, trebuiesc de asemenea pdastrate permanent pe
mediu cu gheata.

Ca si in cazul reactiei de amplificare genica in PCR, in cazul reactiei de
secventiere se foloseste un kit pe baza caruia se prepara mediul de reactie (Tabel
14).
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Tabel 14 Compozitia mediului pentru reactia de secventiere
Reactivi Cantitati (ul)
10X buffer
dNTP mix
ddATP
ddGTP
ddCTP
ddTTP
Primer (10uM)
ADN polimeraza

o
—\U_II\JI\.)I\)N—\I\)

Cantitatea totald a amestecului de reactie este de 12,5pl, iar volumul final al
reactiei de secventiere este de 20ul; restul de 7,5ul este constituit din ADN sau
ADN+H20. Odata calculate cantitatile de ADN necesare pentru fiecare proba, astfel
incat sa obtinem intre 60 — 90fmoli, iar daca aceasta cantitate este mai mica de 7,5y,
se adauga H20miliQ sterilizata, pana cand volumul final de ADN plus apa, ajunge la
7,5ul.

Dupa adaugarea in toate tuburile a cantitatilor de apa necesare, se prepara
amestecul de reactie, multiplicand fiecare din cantitatile mentionate in Tabelul 14 cu
numarul de probe plus 0,5. Dupa prepararea amestecului de reactie, se repartizeaza
cate 12,5ul in fiecare tub de 0,2ml (tuburile trebuiesc mentinute pe gheatd). In
continuare, se adauga cantitatea calculatd de ADN si se omogenizeaza cu amestecul
de reactie.

3.7.1. REACTIA DE SECVENTIERE A CITOCROMULUI B

In cazul tuturor indivizilor apartinand celor dou& genuri Carassius si Cyprinus, au
fost folositi aceiasi primeri L14724 si H15149 pentru prima parte a genei, ca si in cazul
reactiei de amplificare, cu deosebirea ca au fost utilizate concentratii mai mari (10uM)
pentru reactia de secventiere. Programul utilizat, a avut o temperatura de aliniere a
primerilor de 45,0°C si un numar de 30 cicluri de replicare.

Reactia de secventiere pentru al doilea fragment al cyt b, ca si in cazul
amplificarii, a decurs diferentiat pentru speciile celor doua genuri. In cazul speciilor
genului Cyprinus, s-au folosit primerii L15138 si H15910 in concentratie 10uM,
urméand un program de secventiere cu temperatura de aliniere a primerilor de 47°C.

In cazul speciilor genului Carassius, reactia de secventiere a ultimei parti a genei
ce codifica sinteza citocromului b, s-a desfasurat utilizand primerii L15138 pentru
catena directa si Cyt-R pentru catena complementara (Figura 21), in concentratii de
10puM. Reactia s-a desfagurat dupa un program a carui temperatura de aliniere a
primerilor a fost de 45°C si 30 cicluri de replicare.

L15138 5 -ATGATGACCGCCTTCGTAGGCTA-3’
Cyt-R 5-TCTTTATATGAGAARTANGGGTG-3

Figura 21 Structura primerilor utilizati in reactia de secventiere a partii a douaacytb la
specii ale genului Carassius
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3.7.2. REACTIA DE SECVENTIERE A REGIUNII DE CONTROL MITOCONDRIAL
(D-LOOP)

Pentru reactia de secventiere a d-loop, in cazul speciilor ambelor genuri au fost
folositi cei doi primeri universali CTRL-A pentru catena directd si CTRL-E pentru
catena antisens, in concentratii de 10uM. De asemeni, programul utilizat pentru
reactia de secventiere, a avut o temperatura de aliniere a primerilor de 50°C si 30
cicluri de replicare

3.7.3. REACTIA DE SECVENTIERE A NDA4L

Pentru secventierea genei care codifica informatia sintezei nicotinamid
dehidrogenazei subunitatea 4L, pentru toate speciile analizate, indivizi ginogenetici si
hibrizi, au fost folositi aceiasi primeri L10420 pentru catena sens si H10720 pentru
catena antisens, in concentratie 10pM. Programele reactiei de secventiere au fost
diferite; pentru speciile genului Cyprinus, a fost folosita o temperatura de aliniere a
primerilor de 47°C in 30 cicluri de replicare.

In cazul speciilor genului Carassius, programul de secventiere a avut temperatura
de aliniere a primerilor de 50°C si 30 cicluri de replicare.

3.8. PRECIPITAREA iN ETANOL A PROBELOR PENTRU SECVENTIERE

Sunt folosite tuburi Eppendorf de 0,5ml care se eticheteaza cu initiala numelui
genei si a catenei.

Se prepara solutia STOP (1,5M NaOAc si 0,05M EDTA). Aceste solutii se prepara
in tuburi Eppendorf de 1,5ml in volum de 50yl (sau 100yl pentru precipitarea a 24 de
probe). Astfel, se amesteca 25ul de apa miliQ sterila cu 25ul 3M NaOAc solutie stoc si
45ul de apa miliQ sterila cu 5ul de 0,5M EDTA stoc. Se adauga in fiecare tub cate 5pl
solutie STOP care contine 2ul de 1,5M NaOAc, 2ul 0,05M EDTA si 1ul de glicogen
(20mg/ml) care se gaseste in kit-ul de secventiere.

Pentru a adauga aceasta solutie STOP in toate tuburile se prepara un amestec
intr-un tub Eppendorf de 1,5ml, astfel (cantitatile sunt date in pl/proba): 1,5M NaOAc
2ul, 0,05M EDTA 2yl si glicogen 1ul.

Se inmultesc aceste cantitati cu numarul de probe plus 1 si se adauga cate 5pl
din acest amestec in fiecare tub etichetat anterior. Se centrifugheaza cateva secunde
tuburile de 0,2ml care contin reactia de secventiere si se transfera tot continutul (20ul)
in tuburile de 0,5ml, unde se afld solutia stop si se omogenizeaza cu pipeta. Se
deschid toate tuburile si se adauga céate 65ul etanol 95% rece (-20°C). Se inchid
tuburile si se agita bine.

Se centrifugheaza imediat la 4°C si 14500rpm, timp de 15 minute.

Nota: cea mai importantd etapa este cea de amestecare a ADN cu solutia stop si
alcoolul, urmata de centrifugarea imediata dupa amestecare.

Dupa centrifugare, se extrage cu pipeta tot lichidul supernatant. Nu trebuie atins
sedimentul, pentru a nu-l desprinde de peretii tubului si astfel se poate folosi acelasi
varf de pipeta (daca se atinge sedimentul, varful pipetei trebuie schimbat). Se adauga
cate 190pl etanol 70% in fiecare tub (alcoolul se introduce in tub, prelingandu-l pe
pereti pentru a nu fragmenta peleta de ADN).
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Se centrifugheaza la 4°C si 14500rpm, timp de 5 minute (alcoolul trebuie mentinut
la -20°C). Dupa centrifugare, se elimina cu pipeta tot alcoolul supernatant, urmarind
permanent unde se afla sedimentul, pentru a nu-l elimina). Se adauga 190yl etanol
70%, rece, si se repeta etapa anterioara. Dupa eliminarea alcoolului, se
centrifugheaza (utilizadnd o centrifuga normala de masa) la 8000rpm, 1 minut. Pentru a
sedimenta toate picaturile de alcool, care se afla pe pereti. Cu un varf de pipeta foarte
fin (pentru pipete de 10ul) se elimina tot alcoolul din tuburi. Se lasa tuburile deschise
10 — 15 minute pentru a usca sedimentele intr-o nisa unde nu patrunde praf. Se
scoate formamida din congelator pentru decongelare. Dupa evaporarea completa a
alcolului din tuburi, se adauga in fiecare 40l formamida si se ameteca pe vortex, timp
de 5 secunde. Se centrifugheaza cateva secunde pentru a colecta toate picaturile de
pe peretii tuburilor in partea inferioara a acestora. Se lasa la temperatura camerei, 10
minute. Se amesteca din nou pe vortex 5 secunde si se centrifugheaza. Se lasa in
repaus la temperatura camerei, timp de 10 minute.

Daca probele vor fi introduse direct in secventiator, se transfera cate 40ul pe
placa pentru probe. In aceasta etapa, se pipeteaza de cateva ori pentru a resuspenda
ADN in formamida. Daca probele nu sunt secventiate imediat, se pastreaza tuburile la
-20°C. Probele nu pot fi pastrate congelate mai mult de o luna.

Secventierea propriu-zisd s-a realizat utilizdnd un secventiator BECKMAN
COULTER CEQ8000 cu opt capilare. Pentru toate genele s-a folosit un timp de
secventiere de 120 minute, exceptand partea a doua a citocromului b, care, datorita
lungimii (aproximativ 800pb), a necesitat un timp de 160 minute.

3.9. ANALIZA SECVENTELOR

Pelucrarea primara a secventelor sub forma de fluorograme si corectarea, au fost
realizate utilizand programul CEQ2000 furnizat de BECKMAN COULTER, iar datele
au fost exportate sub forma de text pentru aliniere.

Unirea secventelor directa si reversa pentru fiecare individ, a fost efectuata
utilizdnd programul ESEE 32 (The Eyeball Sequence Editor), prin aliniere cu
secventele primerilor si taierea celor doua catene, urmatad de unirea intr-o catena
unica.

Alinierea tuturor secventelor unei gene, provenite de la indivizi diferiti (indivizi
apartindnd la populatii diferite, indivizi obtinuti prin ginogeneza, precum si hibrizi), a
fost efectuata prin metodele ClustalW (Thompson et al., 1994) si Clustal V (Higgins si
Sharp, 1989; Higgins, 1994; Wheeler, 2000) utilizand modulul MegAlign din cadrul
programului LaseGene 7.

Compararea secventelor, ca si trasarea arborilor filogenetici, a fost realizata prin
utilizarea programului MEGA 4 (Nei si Kumar, 2000).
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CAPITOLUL 4

STUDIUL RELATIILOR FILOGENETICE

4.1. EVALUAREA UNIFORMITATII POPULATIILOR

Pe baza parametrilor fenotipici inregistrati conform Figurii 11 si a indicilor fenotipici
calculati, utilizadnd metodele prezentate in capitolul 4.1., au fost obtinute valorile pentru
loturile analizate, diferentiat pentru cele doua genuri Cyprinus si Carassius. Astfel, in
cazul speciilor genului Cyprinus, din datele prezentate in Tabelul 15 si Figura 22, se
poate observa ca valorile medii ale erorilor standard sunt destul de scazute, iar limitele
intervalelor de variabilitate (calculate cu o probabilitate de a=0,05 si n-1 grade de
libertate, adica, la o valoare a lui t de 2,021) ale parametrilor fenotipici investigati sunt
foarte restranse, ceea ce ne sugereazd o omogenitate a loturilor investigate. Tn plus,
in cazul indicilor analizati se constatad de asemeni, valori foarte mici ale erorii standard
(intre 0,009 pentru indicele de circumferinta si 0,027 pentru indicele de profil) si ale
coeficientului de variatie (0,38 pentru indicele de profil), fapt care ne confirma inca o
data uniformitatea fenotipica a indivizilor analizati, cu toate ca provin din regiuni
geografice diferite (lasi si Larga-diia — Movileni) si au origini diferite (indivizi
ginogenetici hibrizi, hibrizi si indivizi normali).

71



Tabel 15 Parametrii fenotipici calculati, la indivizii genului Cyprinus

Lt Ls Lc Ha Hd G C

Populatia | Nr.crt. em) | @em) | ©em) | em) | @m | (g) (cm) Ip IcK | CF
1 276 | 246 |73 |39 |97 |442 |205 |255 |120 |296
12 27,0 | 238 |71 37 | 11,7 | 413 | 18,2 | 2,03 | 1,31 | 3,07
§ 3 277 | 249 |74 |39 |115 |400 | 18,8 | 217 | 1,32 | 2,60
N4 282 | 249 |75 |41 10,4 | 487 | 19,6 | 2,40 | 1,27 | 3,17
215 274 1237 |72 |39 |111 |408 | 194 |214 | 1,23 | 3,05
6 258 | 225 |68 |34 |109 |430 |19,5 | 206 | 1,15 | 3,80
7 283 | 253 |76 |41 10,9 | 452 | 19,1 | 2,32 | 1,32 | 2,79
8 279 | 248 |74 |40 |109 |487 |20 |227 |1,23 |3,20
9 286 | 257 |78 |42 |103 |463 | 195 | 249 | 1,31 | 2,74
< |1 278 | 246 |71 |41 |95 |451 |206 |259 | 1,19 | 3,03
o |11 253 | 217 |63 [32 |109 |358 |19,1 | 1,99 | 1,14 | 3,51
o | 12 291 | 259 |76 |42 |115 |506 |206 |225 | 1,26 | 290
©

13 26,9 | 228 | 6,7 3.4 11,9 | 351 184 | 1,92 | 1,24 | 2,96

14 29,3 | 256 | 7,2 4,2 9,8 345 | 20,5 | 2,62 | 1,25 | 2,06

15 26,0 21,4 | 6,0 3,2 11,2 | 502 | 183 | 191 | 1,17 | 515

16 28,1 | 2477 |72 3,9 10,0 | 369 | 19,0 | 2,46 | 1,30 | 2,44

26,2 [ 219 | 6,2 3.4 9,6 372 |1 20,3 | 229 | 1,08 | 353

18 29,2 | 257 | 7,6 4,1 10,9 | 500 | 20,6 | 2,35 | 1,24 | 2,96

izi .
genetici Indivizi f
3

19 279 [ 221 | 64 3,9 10,3 | 485 | 193 | 2,14 | 1,14 | 4,51

g 2 0
S Efg) 20 256 (24,7 |72 3,2 11,2 | 475 19,8 | 2,20 | 1,25 | 3,15
§ *“ 21 254 |1 229 | 6,7 3,4 9,8 402 18,5 | 2,34 | 1,24 | 3,36
(lv )'g 22 29,2 | 255 | 7,1 4,2 10,5 | 427 | 20,4 | 2,44 | 1,25 | 2,57
%‘ 'c_é-; 23 26,9 | 226 | 6,6 3,6 10,2 | 436 18,6 | 2,21 | 1,22 | 3,78
% a 24 26,2 | 223 | 6,2 3,4 11,1 | 341 18,5 | 2,02 | 1,20 | 3,06
© o |25 26,2 | 224 |63 3,4 10,6 | 358 18,8 | 2,11 | 1,19 | 3,18
26 28,1 | 248 | 7.2 3,8 11,0 | 343 18,8 | 2,25 | 1,32 | 2,25
27 28,1 | 241 | 6,1 4,0 11,3 | 403 19,5 | 2,12 | 1,23 | 2,89
28 29,1 | 259 |74 4,3 11,3 | 437 | 20,5 | 2,30 | 1,26 | 2,52
29 27,5 | 23,7 | 6,6 3,6 11,3 | 389 19,3 | 2,10 | 1,23 | 2,93
30 26,9 | 228 | 6,2 3,4 10,2 | 454 18,9 | 2,25 | 1,21 | 3,83
31 28,0 | 243 |76 4,1 9,8 507 | 20,1 | 249 | 1,21 | 3,53
32 27,2 | 240 | 7,6 3,8 10,6 | 360 | 20,0 | 2,26 | 1,20 | 2,60
33 253 | 21,8 | 6,1 3,2 9,3 347 | 20,5 | 2,34 | 1,07 | 3,35
34 26,9 | 22,7 | 64 3,5 9,8 475 19,5 | 2,32 | 1,16 | 4,06
35 28,5 | 241 | 7,2 4,0 11,0 | 406 18,3 | 2,19 | 1,31 | 2,92
36 25,7 | 22,3 | 6,1 3,5 10,4 | 450 18,5 | 2,15 | 1,21 | 4,06
37 274 | 246 |73 4,0 11,3 | 464 19,7 | 2,18 | 1,25 | 3,11
38 27,2 | 240 | 7,1 4,0 9,4 398 18,2 | 2,55 | 1,32 | 2,88
39 28,4 | 23,5 | 6,8 4,1 9,3 410 19,9 | 2,51 | 1,18 | 3,16
_ 40 26,4 | 23,0 | 6,6 3,7 11,5 | 410 18,7 | 2,01 | 1,23 | 3,37
c_(@ 41 254 1219 | 6,1 3,5 9,6 368 19,6 | 2,27 | 1,11 | 3,62
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. Lt Ls Lc Ha Hd G C
Populatia | Nr.crt. em) | @em) | @em) | ©em) | ©em) | (g) (cm) Ip IcK | CF

42 26,7 | 240 |74 3,9 11,4 | 501 18,8 | 2,11 | 1,28 | 3,64

43 293 | 258 |77 4,2 10,5 | 341 | 20,3 | 2,47 | 1,27 | 1,99

44 28,3 | 249 |75 3,9 9,7 451 20,2 | 2,57 | 1,23 | 2,92

45 299 | 256 |73 4,6 11,1 | 463 | 20,3 | 2,31 | 1,26 | 2,76

46 285 (244 |70 3,8 11,4 | 398 | 201 | 2,14 | 1,22 | 2,73

47 26,0 | 22,6 | 6,8 3,4 11,6 | 404 | 193 | 1,95 | 1,17 | 3,48

48 26,7 | 223 | 6,7 3,6 10,9 | 469 | 19,0 | 2,06 | 1,17 | 4,21

49 254 | 222 |67 3,3 11,3 | 497 | 18,7 | 1,96 | 1,19 | 4,52

50 28,1 | 247 |73 3,9 9,7 344 | 20,0 | 2,53 | 1,23 | 2,28

Media 27,3 | 238 695 | 3,78 | 10,6 | 423 | 194 | 225 | 1,22 | 3,18

Deviatia standard | 1,25 | 1,34 | 0,53 | 0,35 | 0,73 | 52,7 | 0,76 | 0,19 | 0,06 | 0,64

Coeficient  de | 5 50 | 267 (1,05 | 069 | 1,46 | 105, | 152 | 0,38 | 012 | 1,27
variatie

Eroarea standard | 0,17 | 0,18 | 0,07 | 0,04 | 0,10 | 7,46 | 0,1 0,02 | 0,01 | 0,09

Limita superioara
a intervalului de | 27,7 | 24,1 | 7,30 | 4,14 | 10,9 | 423, | 19,8 | 2,61 | 1,58 | 3,53
confidenta

Limita inferioara a
intervalului de | 27 23,4 | 6,59 | 3,42 | 10,2 | 422 19 1,89 | 0,86 | 2,82
confidenta

Ip=indice profil; Ic K=indice de circumferinta Kieslev; CF= coeficient Fulton; Lt=lungimea totala, Ls=lungime
standard, Lc=lungimea capului, Ha=inaltimea la nivelul inotatoarei anale, Hd=inaltimea la nivelul inotatoarei
dorsale, G=greutate, C=circumferinta

30
25 +
20 +
I
§ 15
10 I
I
5
I
0
Lt Ls Lc Ha Hd C
Parametrul fenotipic investigat

Figura 22 Intervalele de variabilitate ale parametrilor fenotipici investigati la speciile
genului Cyprinus
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Analizdnd datele observate in cazul speciilor genului Carassius (Tabelul 16),
putem constata ca valorile erorii standard sunt foarte mici, ceea ce semnifica o
grupare a tuturor datelor foarte aproape de valoare medie pe proba si parametru
investigat. Pe baza erorii standard a mediei si a valorii lui t datéd de a=0,05 (adica, o
probabilitate de 95%) si n-1 grade de libertate (unde n reprezinta numarul de valori din
fiecare proba), s-au calculat limitele intervalelor de variabilitate pentru toti parametrii
si indicii fenotipici investigati. Din reprezentarea grafica a intervalelor de variabilitate
(Figura 23), se observa limitele reduse ale tuturor parametrilor, ceea ce semnifica o
uniformitate a indivizilor analizati. De asemenea, analizdnd indicele de profil, se
constata ca acesta variaza intre limite foarte inguste la cei 50 de indivizi (2,19 —
3,19cm). Chiar si pentru coeficientul Fulton, valorile sunt destul de restranse, fiind
cuprinse intre 4,77 — 9,19g/cm. Toate aceste valori, ne confirma inca o data ca loturile
analizate sunt uniforme din punct de vedere morfologic.

Tabel 16 Parametrii fenotipici calculati, la indivizii genului Carassius

Populatia | N '(-;m) I(:m) '(-Ccm) (F(':?n ) Z?n) G (g) gm) b |IK |cF
1 |182 | 158 |40 |20 |59 |257 |153 |268]1,03]652

2 |195 | 156 |37 |24 |63 |274 |152 |248]|1,03]7.22

3 | 192 | 159 |41 |22 |61 |252 |147 |261]|1,08]627

4 | 217 |178 |44 |26 |69 |371 |176 |258]| 1,01 658

5 | 185 | 147 |41 |19 |52 |248 |152 | 283|097 | 7,81

6 | 192 | 156 |41 |23 |55 |262 |146 | 284107690

7 199 | 166 |42 |23 |62 |268 | 158 | 2,68 1,05 ] 586

8 | 173 | 144 |36 |14 |50 |243 | 144 | 288100 ] 814

9 | 183 | 146 |38 |20 |59 |260 | 156 | 247|004 835

10 210 | 172 |44 |24 |67 |342 |168 | 257 |1,02]672

11 207 |172 |43 |23 |65 |309 |163 | 265 | 1,06 6,07

12 | 186 | 155 |43 |21 |59 |249 |157 | 263|099 | 6,69

13 206 | 167 |43 |23 |66 |284 |163 | 253|102 ] 6,10

14 |200 | 164 |48 |20 |58 |289 |156 |2:83 | 1,05 ] 655

15 |202 | 16,7 |44 |21 |63 |277 |161 | 2665 | 1,04 | 595

16 | 201 | 166 |41 |24 |66 |280 | 166 |252|1,00|612

17 | 186 | 153 |39 |20 |57 |261 |148 | 268 | 1,03 7,29

18 | 213 | 173 |49 |24 |67 |340 | 17,0 | 258 | 1,02 657

_ 19 | 184 |154 |40 |18 |54 |264 | 140 | 285110 | 723
|5 20 | 184 | 152 |36 |21 |59 |263 | 143 |258] 1,06 | 7,49
3 21 | 181 | 150 |39 |20 |61 |266 | 148 | 246 1,01 788
: 22 | 187 | 153 |39 |20 |57 |266 | 148 |268] 1,03 743
£ [23 [177 | 144 |36 |19 |54 |243 [132 | 267 | 1,09 814
& [24 180 | 148 |41 |19 |55 |237 | 142 | 269 | 1,04 | 7,31
g 25 | 192 | 157 |41 |21 |60 |250 | 161 |262 ] 098|646
& |26 | 194 | 162 |44 |21 |62 | 255 | 153 | 2,61 1,06 | 6,00
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Populatia | N '(‘;m) I(:m) '(-Ccm) (F('; ) |(-<|:(:n) G (g) gm) b |IK |cCF
27 | 188 [ 154 |41 |20 |59 | 264 14,8 | 2,61 | 1,04 | 7,23
28 [171 [139 [37 [20 |56 | 231 14,3 | 2,48 | 0,97 | 8,60
29 189 | 159 |36 |20 |58 |250 152 | 274 | 1,05 | 6,22
30 [ 17,3 [ 142 [39 |21 |56 |243 14,3 | 2,54 | 0,99 | 8,49
31 18,0 | 148 |39 |19 |59 |247 146 | 251 |1,01]762
32 [174 [154 |43 [14 |54 | 269 151 | 2,84 | 1,02 | 7,43
33 200 | 151 |41 |26 |56 |283 14,3 [ 270 | 1,06 | 8,24
34 179 | 149 |45 [20 |55 |243 157 [ 270|095 | 7,38
35 | 195 | 145 |37 |23 |55 |253 16,6 | 2,62 | 0,87 | 8,31
36 | 181 | 169 |41 |24 |66 |257 16,6 | 2,56 | 1,02 | 5,37
37 [ 173 [163 [42 [14 |67 | 244 16,8 | 2,43 | 0,97 | 5,68
38 [207 |162 |38 |20 |58 |273 140 [ 282 1,16 | 6,36
39 [ 186 | 168 |38 |14 |64 |253 152 | 2,61 | 1,11 | 5,31
40 [196 | 170 |44 |26 |53 | 268 16,5 | 3,19 | 1,03 | 5,40
41 [ 196 | 166 |42 |14 |58 | 331 144 | 286 | 1,15 7,29
42 187 | 164 [39 |26 |61 |289 14,7 | 2,68 | 1,12 | 6,52
43 [ 186 | 171 |37 |24 |66 | 240 141 | 2,58 | 1,21 | 4,77
44 176 | 167 |48 |19 |59 |237 14,1 | 2,82 | 1,19 | 5,09
45 [ 194 | 160 |46 |14 |55 |302 145 [ 290 | 1,11 | 7,37
46 | 183 | 163 |46 |15 |62 |243 146 | 263 | 1,12 | 557
47 | 211 | 146 |45 |16 |67 |287 14,0 | 2,19 | 1,04 | 9,19
48 | 205 | 168 |45 |24 |58 |244 14,8 | 2,90 | 1,13 | 5,14
49 [196 [173 |44 |15 |58 |278 15,0 | 3,00 | 1,15 | 5,39
50 [17,7 | 143 |38 |19 |60 |240 156 | 2,37 | 0,92 | 8,21

Media 19,02 | 15,83 | 4,12 | 2,04 | 5,96 | 267,59 | 15,20 | 2,66 | 1,04 | 6,84

Deviatia standard | 1,17 | 0,99 | 0,34 | 0,34 | 046 | 29,47 | 0,97 | 0,17 | 0,07 | 1,07

S:r‘f:tféem de | 534 | 1,99 | 067 | 067|091 | 5893 | 193 |034]|013 213

Eroarea standard | 0,16 | 0,14 | 0,04 | 0,04 | 0,06 | 416 | 0,13 | 0,02 | 0,01 | 0,15

Limita superioara

a intervalului de | 19,38 | 16,18 | 4,47 | 2,39 | 6,32 | 267,94 | 15,56 | 3,02 | 1,40 | 7,19

confidenta

Limita inferioara

a intervalului de | 18,66 | 15,46 | 3,75 | 1,68 | 5,60 | 267,22 | 14,84 | 2,30 | 0,68 | 6,47

confidenta

Ip=indice profil; Ic K=indice de circumferinta Kieslev; CF= coeficient Fulton; Lt=lungimea totala, Ls=lungime
standard, Lc=lungimea capului, Ha=inaltimea la nivelul inotatoarei anale, Hd=inaltimea la nivelul inotatoarei
dorsale, G=greutate, C=circumferinta
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Parametrul fenotipic investigat

Figura 23 Intervalele de variabilitate ale parametrilor fenotipici analizati, la speciile
genului Carassius

Daca comparam valorile medii ale celor doi indici si al coeficientului Fulton, pentru
ambele genuri investigate (Tabel 17), putem constata ca valorile sunt aproximativ
egale, ceea ce denota ca exista similaritate fenotipica chiar si intre indivizii celor doua
genuri. Astfel, se constata ca exista o diferenta foarte mica (0,41) in ceea ce priveste
indicele de profil pentru indivizii celor doua genuri, de unde rezultda ca morfologic,
populatiile studiate sunt asemanatoare.

Tabel 17 Compararea indicilor calculati pentru cele doua genuri

!:\jr; Indici fenotipici Cyprinus Carassius
1 Indice de profil 2,25 2,66
2 Indice de 1,22 1,04
circumferinta
3 Coeficient Fulton 3,18 6,84

4.2. TESTAREA OBTINERII PRODUSILOR PCR PRIN ELECTROFOREZA
ORIZONTALA iN GEL DE AGAROZA

Amplificarea genica, s-a realizat pentru 10 indivizi din fiecare populatie (Larga-Jijia
— Movileni si lagi), apartinand celor doua genuri, inclusiv hibrizi si indivizi ginogenetici.
Trebuie mentionat faptul ca toate experimentele de amplificare genica prin PCR si
secventierea, au fost efectuate Tn cadrul Laboratorului de Genetica si Filogenie
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Moleculara a Facultatii de Stiinte, Universitatea din Vigo, Spania si completate cu
rezultate obtinute in cadrul Laboratorului de Genetica Moleculara si Arheogenetica,
Universitatea ,Alexandru loan Cuza”

Pentru toate cele trei gene, reactile de amplificare s-au desfagurat conform
protocoalelor prezentate in capitolul anterior, pe baza unei matrite de ADNmt provenit
din tesutul muscular, deoarece s-a constatat ca purificarea este mult mai buna in
ciuda faptului ca este prezent in cantitate mai mica la nivelul acestui tesut, fapt care,
pe de alta parte, determina si o mai buna dizolvare a acestuia in buffer TE.

In cazul speciilor genului Cyprinus, s-a constatat ca pentru prima parte a
citocromului b, s-au obtinut Tn urma ampilificarii, fragmente de aproximativ 480 perechi
de baze (pb) (Figura 24).

]
Cyptinus canpio lagi 100pk Ciainns carpio Movileni

10l probd

Figura 24 Electroforeza in gel de agaroza 1,5%, pentru prima parte a Cytb
la indivizi ai genului Cyprinus (C-=control negativ, M=marker molecular de 100pb)

Dupa cum s-a precizat in capitolul anterior, s-a folosit un marker molecular de
100pb pentru determinarea lungimilor fragmentelor amplificate. De asemenea, rolul
controlului negativ (C-), este de determinare a eventualelor contaminari.

Pentru a doua parte a citocromului b (cyt b) Tnh cazul speciilor aceluiasi gen, s-au
obtinut fragmente cu lungimi de aproximativ 800pb (Figura 25).
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Cyprings carpio lagi 10008 Cunsinus campio Movileni .
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200pk
100pk

10pl probé

Figura 25 Electroforeza in gel de agaroza 1,5%, pentru a doua parte a Cytb
la indivizi ai genului Cyprinus (C-=control negativ, M=marker molecular de 100pb)

In cazul speciilor genului Carassius gibelio Bloch, dupa cum a fost precizat si in
capitolul anterior, amplificarea citocromului b a avut loc intr-o singura etap3,
obtindndu-se un segment de aproximativ 1200pb (Figura 26).

Potrivit datelor furnizate de banca de gene (GenBank din cadrul NCBI — National
Center for Biotechnology Information), lungimea totala a citocromului b la ambele
genuri studiate, este de aproximativ 1140pb. Rezultatele obtinute de noi in urma
clonarii acestei gene, dupa cum reiese din figurile anterioare, nu corespund acestor
date, deoarece segmentele amplificate includ secventele primerilor si fragmente din
secventele genelor limitrofe, deoarece primerii utilizati, in majoritatea cazurilor se
aliniaza in aceste zone.

1]

Caraasing auratus gibelio  lagl 100ph  Cargssivs auratus gibelio Movileni o

500pk

300pb
200pk

100pk

10pl probé&

Figura 26 Electroforeza in gel de agaroza 1,5%, pentru Cytb
la Carassius gibelio Bloch (C-=control negativ, M=marker molecular de 100pb)
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In cazul regiunii de control mitocondrial (d-loop), pentru indivizii genului Cyprinus,
s-au obtinut in urma clonarii, fragmente cu lungimi de aproximativ 420pb (Figura 27).

]
Cypeipus carpio lagi  100ph Cypeinus canpio Mavileni

oE = g wcs ' - SDpr

200pk
100pk
10pl proba

Figura 27 Electroforeza in gel de agaroza 1,5%, pentru d-loop
la indivizi ai genului Cyprinus (C-=control negativ, M=marker molecular de 100pb)

La Carassius gibelio, pentru toti indivizii analizati, in urma amplificarii d-loop, s-au
obtinut fragmente cu lungimi de aproximativ 300pb (Figura 28), datorita pozitiei
primerilor utilizati, care determina amplificarea doar a primului segment hipervariabil al
acestei gene.

Carassins auratys gibelio M Carassius guratus gibelio

k] 100pk hlowileni .

T

200pk
100pk

10dl probé

Figura 28 Electroforeza in gel de agaroza 1,5%, pentru d-loop
la Carassius gibelio Bloch (C-=control negativ, M=marker molecular de 100pb)
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Amplificarea subunitatii 4L a dehidrogenazei, a determinat obtinerea unui segment
de aproximativ 280pb pentru indivizii ambelor genuri Cyprinus (Figura 29) si Carassius
(Figura 30).

Cyprinus carpio lag 100pk Cyprings caipio Movileni

10pl prokbé

Figura 29 Electroforeza in gel de agaroza 1,5%, pentru ND4L
la indivizi ai genului Cyprinus (C-=control negativ, M=marker molecular de 100pb)

Cargssits aurats gibelio 7| Carassins auratus gibelio
lagi 1000k hcvileni

200pk
100pk

10l probé

Figura 30 Electroforeza in gel de agaroza 1,5%, pentru ND4L
la Carassius gibelio Bloch (C-=control negativ, M=marker molecular de 100pb)
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4.3. CUANTIFICAREA PRODUSILOR PCR

Cuantificarea produsilor PCR, reprezinta estimarea cantitatilor de produs purificat
si determinarea cantitatilor necesare reactiei de secventiere. Dupa cum a fost precizat
anterior, cuantificarea se realizeaza utilizand markerul molecular @X174-Hinf | prin
migrarea produsilor PCR purificati, intr-un gel de agaroza 3%.

Pentru citocromul b prima parte, la speciile genului Cyprinus, pe baza
electroforegramei (Figura 31), au fost estimate cantitatile de ADN existente n fiecare
proba (Tabelul 18).

]
Cyprinus carpin lagi (@1 T Hinf | Cypeinns campio Mavileni

EHT4- Hinf 1 (pk)
26713
533
500
47T TIN5
3
243
200

Sl probé

Figura 31 Electroforeza in gel de agaroza 3%, pentru cyt b prima parte
la indivizi ai genului Cyprinus

Din Tabelul 18, putem constata ca valorile concentratiilor de ADN amplificat in
PCR si purificat, corespunzatoare primei parti a citocromului b, sunt suficient de
ridicate, astfel incat sa se obtind concentratii suficiente (intre 60 — 90 fmoli) pentru
reactia de secventiere.
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Tabel 18 Estimarea cantitatilor de ADN necesare secventierii primei parti a cyt b, pentru

indivizi ai genului Cyprinus

Nr. Banda Concentratia ADN Cantitatea de fmol
proba (ng/ul) ADN (u)
Cy01l 533 5.9 7 =TT
Cy02I 500 5.6 45 763
Cy03 1/2x200 1.1 76 o
Cy04l 500 5.6 y) 578
Cy05l 0,8x500 4,48 5 675
Cy06l 533 5.9 ) s
Cy071 500 56 1 678
Cy08| 533 56 7 1E
Cy09I 533 5.9 ) 15
Cy1o0l 0,8x500 4,48 5 678
Cy01M 533 5.6 ) s
Cy02M 533 5.9 7 s
Cy03M 533 56 2 1z
Cy04M 533 5.9 ) 15
Cy05M 0,8x500 4,48 5 678
Cy06M 0,8x500 4,48 5 678
Cy07M 500 56 a1 678
Cy08M 500 56 2 678
Cy09M 500 5.6 ) 678
Cy10M 500 5.6 ) 678

Pentru partea a doua a citocromului b la specii ale genului Cyprinus, a fost

realizata cuantificarea pe baza Figurii 32, iar datele au fost sintetizate in Tabelul 19.

h
ER174-Hinf !

Clorings canmo  lagi

Cyprinds carpio Movileni

@1 74- Hin J (k)
726713
533
500
4271417113
3
243
200

5l probé

Figura 32 Electroforeza in gel de agaroza 3%, pentru cyt b partea a doua,
la indivizi ai genului Cyprinus
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Tabel 19 Estimarea cantitatilor de ADN necesare secventierii cyt b a doua parte, pentru

indivizi ai genului Cyprinus

Nr. ) Banda Concentratia Cantitatea de fmol
proba ADN (ng/ul) ADN (pl)
Cy01l 533 5,94 6 67,5
Cy02l 1,8x726/713 28,8 1,5 81,8
Cy03| 1,8x726/713 28,8 1,5 81,8
Cy041 1,6x726/713 24 1,5 68,18
Cy05I 1,8x726/713 28,8 1,5 81,8
Cyo06él 1,8x726/713 28,8 1,5 81,8
Cy071 2x726/713 32,0 1 60,6
Cyo08| 1,8x726/713 28,8 1,5 81,8
Cy09I 1,8x726/713 28,8 1,5 81,8
Cy10I 1,3x726/713 28,8 1,5 81,8
Cy01M 427/417/413 14 3 79,54
Cy02M 1,8x726/713 28,8 1,5 81,8
Cy03M 1,8x726/713 28,8 1,5 81,8
Cy04M 0,5x200 1,1 7,5 15,6
Cy05M 1,8x726/713 28,8 1,5 81,8
Cy06M 1,8x726/713 28,8 1,5 81,8
Cy07M 1,8x726/713 28,8 1,5 81,8
Cy08M 1,8x726/713 28,8 1,5 81,8
Cy09M 1,8x726/713 28,8 1,5 81,8
Cy10M 427/417/413 14 3 79,54

La indivizii genului Carassius din ambele populatii, s-a realizat cuantificarea
fntregului citocrom b (Figura 33 si Tabelul 20).

]

. . . EAR1TA-Hinf!
Cavassins auratus gibelio lagl Carassius auratus gibelio Mavileni

@1 T4- Hinf [ (ph)
726713
533
00
42711 Ti 3
3
249
200

5l probd

Figura 33 Electroforeza in gel de agaroza 3%, pentru cyt b,
la indivizi ai genului Carassius
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Se observa ca, doar in cazul unui singur individ (Cy04M) nu s-a obtinut cantitatea
de ADN doritd pentru reactia de secventiere, cu toate ca este posibil ca aceasta sa

decurga normal.

Tabel 20 Estimarea cantitatilor de ADN necesare secventierii cyt b pentru indivizi ai
genului Carassius

Nr. ) Banda Concentratia Cantitatea de fmol
proba ADN (ng/ul) ADN (ul)
Ca01l 427/417/413 14 2 70,7
Ca02I 0,7x427/417/413 9,8 3 74,2
Ca03l 0,7x427/417/413 9,8 3 74,2
Ca04l 427/417/413 14 2 70,7
Ca05l 427/417/413 14 2 70,7
Ca06l 726/713 16 1,55 60,6
Ca071 726/713 16 1,55 60,6
Ca08l 427/417/413 14 2 70,7
Ca09l 427/417/413 14 2 70,7
Ca10l 427/417/413 14 2 70,7
Ca01M 427/417/413 14 2 70,7
Ca02M 726/713 16 1,55 60,6
Ca03M 427/417/413 14 2 70,7
Ca04M 427/417/413 14 2 70,7
Ca05M 427/417/413 14 2 70,7
Ca06M 427/417/413 14 2 70,7
Ca07M 427/417/413 14 2 70,7
Ca08M 427/417/413 14 2 70,7
Ca09M 427/417/413 14 2 70,7
Cal0M 0,7x427/417/413 9,8 3 74,2

In acest caz, au fost obtinute valori ale concentratiei de ADN, cuprinse intre
60,6fmoli si 74,2fmoli ADN, ceea ce asigura un optim al cantitatii de produs PCR
pentru reactia de secventiere.

Pentru d-loop la speciile genului Cyprinus, s-au calculat cantitatile de ADN

necesar reactiei de secventiere, pe baza Figurii 34.
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1
Cyprings canpio lagi EHATA-Hint | Cyprlnns canmio Mavileni

@1 T4-Hind #(ph)
T26F13
533

4271745
31
243
200

Syl probé

Figura 34 Electroforeza in gel de agaroza 3%, pentru d-loop,
la indivizi ai genului Cyprinus

Comparativ, la indivizii genului Carassius, s-au obtinut cantitati mai mari de
produs PCR purificat si implicit cantitati mai mari de ADN ce pot fi utilizate pentru
reactia de secventiere (Figura 35 si Tabelul 21).

hd

. N L ERITA-Hinf S
Carassius auratus gibelio  lagi Carassins auratus gibelia Movileni

A T - Hint (k)
TIEF13

—— e = = = 533

. 500

o 427IH T4 3
311
248
200

— e S s sl

5pl probé

Figura 35 Electroforeza in gel de agaroza 3%, pentru d-loop,
la indivizi ai genului Carassius
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Tabel 21 Estimarea cantitatilor de ADN necesare secventierii d-loop pentru indivizi ai
genului Cyprinus

Nr. Banda Concentratia Cantitatea de fmol
proba ADN (ng/ul) ADN (ul)

Cy01l 200 2,2 7,5 50
Cy02I 311 3.4 7,5 77,2
Cy03I 249 2,7 7,5 61,3
Cy04| 500 5,6 4,5 76,3
Cy05| 200 2,2 7,5 50
Cyo0eél 200 2,2 7,5 50
Cy07I 200 2,2 7,5 50
Cy08I 249 2,7 7,5 61,3
Cy09I 311 3,4 7,5 77,2
Cy1o0l 200 2,2 7,5 50
Cy01M 200 2,2 7,5 50
Cy02M 200 2,2 7,5 50
Cy03M 200 22 7,5 50
Cy04M | 249 27 75 61,3
Cy05M 311 34 7,5 77,2
Cy06M 200 2,2 7,5 50
Cy07M 200 22 7,5 50
Cy08M 249 2,7 7,5 61,3
Cy09M 200 2,2 7,5 50
Cy10M 200 2,2 7,5 50

Din Tabelul 21, se observa ca s-au obtinut cantitati de ADN cu valori cuprinse intre 50fmoli
pentru majoritatea indivizilor gi 77,2fmoli pentru trei dintre indivizii analizati.

Tabel 22 Estimarea cantitatilor de ADN necesare secventierii d-loop pentru indivizi ai
genului Carassius

Nr. Banda Concentratia | Cantitatea fmol
proba ADN (ng/ul) | de ADN (ul)

Ca01l | 533 5,94 4 72
Ca02l | 0,7x427/417/413 | 9,8 2,5 74,24
Ca03!l | 0,8x427/417/413 | 11,2 2 67,87
Ca041 | 0,8x427/417/413 | 11,2 2 67,87
Ca05l | 533 5,94 4 72
Ca06l | 533 5,94 4 72
Ca071 | 0,8x427/417/413 | 11,2 2 67,87
Ca08l | 0,5x427/417/413 | 7 3,5 74,24
Ca09l | 500 5,6 4,5 76,36
Ca10l | 0,7x427/417/413 | 9,8 25 74,24
Ca01M | 533 5,94 4 72
Ca02M | 500 5,6 4,5 76,36
CaO3M | 0,8x427/417/413 | 11,2 2 67,87
Ca04M | 0,8x427/417/413 | 11,2 2 67,87
Ca05M | 533 5,94 4 72
Ca06M | 500 5,6 4,5 76,36
Ca07M | 500 5,6 4,5 76,36
Ca08M | 0,8x427/417/413 | 11,2 2 67,87
Ca09M | 0,8x427/417/413 | 11,2 2 67,87
Ca10M | 0,8x427/417/413 | 11,2 2 67,87
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Se poate observa din Tabelul 22 ca s-au obtinut cantitatile optime de ADN
necesare reactiei de secventiere, pentru toti indivizii analizati, apartinand celor doua
populatii lagi si Larga-Jijia — Movileni.

Pentru subunitatea 4L a dedidrogenazei (ND4L) in cazul speciilor si varietatilor

analizate pentru genul Cyprinus, s-au calculat cantitatile necesare de ADN pe baza
Figurii 36.

M

Cyprinus carplio lagl ERITA-Hint § Cyirrinns canmio Movileni

@1 74- Hinf (b
726713
533
500
42T Ti 3
3
249
200

Spl probé

Figura 36 Electroforeza in gel de agaroza 3%, pentru ND4L,
la indivizi ai genului Cyprinus

La indivizii genului Carassius din ambele populatii analizate, s-au calculat

cantitatile de ADN (produs PCR purificat) necesare reactiei de secventiere, pe baza
Figurii 37.

]
Carassius guratus gibelio lagi DRATA- Fint | Carassivs auratis gibelio Movileni

EHAT4- Hinf [ {ph)
T2EF13
- 933

e e PR P e e R e e e N e

427014171413
in
249
200

Sl probé

Figura 37 Electroforeza in gel de agaroza 3%, pentru ND4L,
la indivizi ai genului Carassius
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Tabel 23 Estimarea cantitatilor de ADN necesare secventierii ND4L pentru indivizi ai

genului Cyprinus

Nr. § Banda Concentratia Cantitatea de fmol
proba ADN (ng/ul) ADN (ul)

Cy011 249 2,78 4,5 62,5
Cy02| 249 2,78 4,5 62,5
Cy03| 311 3,4 3,5 59,5
Cy041 311 3,4 3,5 59,5
Cy05I 0,4x427/417/413 5,6 2,5 70
Cyo06él 0,5x427/417/413 7 2 70
Cy071 0,5x427/417/413 7 2 70
Cy08| 0,5x427/417/413 7 2 70
Cy09I 311 3,4 3,5 59,5
Cy10I 311 3,4 3,5 59,5
Cy01M | 0,5x427/417/413 7 2 70
Cy02M | 0,5x427/417/413 7 2 70
Cy03M | 0,5x427/417/413 7 2 70
Cy04M | 0,5x427/417/413 7 2 70
Cy05M | 0,5x427/417/413 7 2 70
Cy0o6M | 311 3,4 3,5 59,5
Cy07M | 0,5x427/417/413 7 2 70
Cy08M | 0,5x427/417/413 7 2 70
Cy09M | 0,5x427/417/413 7 2 70
Cy10M | 0,5x427/417/413 7 2 70

Din Tabelul 23 rezultd ca s-au obtinut cantitati de ADN necesare secventierii,
cuprinse intre 59,5 si 70fmoli.
Se poate constata din Tabelul 24, ca si In acest caz, pentru indivizii genului
Carassius, cantitatile de ADN obtinute pentru reactia de secventiere a ND4L sunt mai
mari decéat in cazul varietatilor genului Cyprinus.
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Tabel 24 Estimarea cantitatilor de ADN necesare secventierii d-loop pentru indivizi ai
genului Carassius

Nr. 5 Banda Concentratia Cantitatea de fmol
proba ADN (ng/ul) ADN ()

Ca01l 0,7x427/417/413 9,8 1,5 73,5
Ca02| 0,8x427/417/413 11,2 1,5 84
Ca03l 0,8x427/417/413 11,2 1,5 84
Ca04l 0,7x427/417/413 9,8 1,5 73,5
Ca05l 0,7x427/417/413 9,8 1,5 73,5
Ca06! 0,8x427/417/413 11,2 1,5 84
Ca07I 0,7x427/417/413 9,8 1,5 73,5
Ca08l 0,7x249 1,94 7,5 72,75
Ca09l 0,7x249 1,94 7,5 72,75
Ca10l 0,5x249 1,39 7,5 52,12
Ca01M | 0,7x427/417/413 9,8 1,5 73,5
Ca02M | 0,7x427/417/413 9,8 1,5 73,5
Ca03M | 0,7x427/417/413 9,8 1,5 73,5
Ca04M | 0,7x427/417/413 9,8 1,5 73,5
Ca05M | 0,7x427/417/413 9,8 1,5 73,5
Ca06M | 0,7x427/417/413 9,8 1,5 73,5
Ca07M | 0,8x427/417/413 11,2 1,5 84
Ca08M | 0,8x427/417/413 11,2 1,5 84
Ca09M | 0,8x427/417/413 11,2 1,5 84
CalOM | 0,7x427/417/413 9,8 1,5 73,5

4.4. SECVENTIEREA GENELOR UTILIZATE iN STUDIILE DE FILOGENIE

Secventierea propriu-zisd a celor 3 gene luate in studiu pentru toti indivizii
apartinand la doua genuri, fiecare cu cate doua populatii diferite, s-a realizat cu
ajutorul unui secventiator Beckman Coulter cu 8 capilare. Pentru fiecare din cele trei
gene, au fost secventiate ambele catene (directa si reversa), secventele fiind obtinute
sub forma de fluorograme.

Toate fluorogramele au fost corectate utilizdnd programul CEQ 2000 DNA
Analysis System, furnizat de Beckman Coulter. Aceasta corectare este necesara
pentru a verifica daca citirea electronica a fost corecta si a completa sau inlocui
eventualele erori date de suprapunerea curbelor fluorogramei. Ulterior, secventele
corectate au fost exportate pentru aliniere in programul ESEE 32 (The Eyeball
Sequence Editor) care a permis alinierea catenelor complementare pe baza
secventelor primerilor, tdierea si unirea ambelor catene intr-o unica secventa care are
lungimea reala.
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4.5. COMPARAREA SECVENTELOR NUCLEOTIDICE ALE CITOCROMULUI B,
PROVENITE DE LA INDIVIZI APARTINAND GENULUI CYPRINUS

in cazul speciilor genului Cyprinus, pentru citocromul b, au fost aliniate cele 20 de
secvente (19 indivizi apartinand celor doua populatii si 1 individ de crap oglinda
Cy06M), utilizdnd metoda Clustal V (Higgins si Sharp, 1989).

Din alinierea secventelor pentru 20 de indivizi ai genului Cyprinus, se constata ca
exista un numar de 15 diferente intre cele doudzeci de secvente.

Cele mai multe diferente, apar la individul de crap oglinda (Cy06M). Astfel, pentru
acesta au fost inregistrate un numar de 12 diferente, dintre care, 11 tranzitii si 1
transversie. Tranzitile au fost observate in pozitile: 177 (substitutia citozinei cu
timina); 198 si 864 (substitutia timinei cu citozina); 352, 568, 624, 693,897 si 990
(substitutia adeninei de guanina); 591 si 732 (substitutia guaninei de catre adenina).
Transversia s-a produs in pozitia 870, unde a avut loc inlocuirea timinei de catre
adenina. in cazul acestei secvente, se poate constata ca rata de aparitie a tranzitiilor
este foarte mare comparativ cu cea de aparitie a transversiilor.

Alte diferente, au fost constatate pentru individul CyO3M (individ normal din
populatia Movileni) in cazul caruia s-a produs o transversie Tn pozitia 396, unde a fost
substituita timina de catre guanina; la indivizii Cy01M si Cy04M s-a inregistrat o
tranzitie in pozitia 507 (inlocuirea adeninei de catre guanind) si in final, pentru
individul Cy041I (din populatia lasi), a avut loc o transversie in pozitia 432, unde a fost
substituitd adenina cu timina.

Referitor la restul indivizilor, se constata o rata destul de scazuta a diferentelor
existente intre cele doua populatii.

Din cele prezentate anterior, putem concluziona ca au fost gasite 5 noi haplotipuri
pentru citocromul b: Cy0O6M pentru crapul oglinda din populatia Margineni, Cy0104M
si CyO3M pentru crapul normal cu solzi, din aceeasi populatie si Cy04l pentru crapul
cu solzi din populatia lagi, fiind stabilit haplotipul general pentru cele doua populatii
(dat de celelalte secvente care nu prezinta diferente).

Pe baza comparatiei intre secvente, s-a realizat tabelul similaritatii si divergentei
(Tabel 25), din care se constata ca procentele de similaritate sunt cuprinse intre
98,9% (pentru secventele CyO6M si restul care nu prezinta foarte multe diferente) si
99,9% pentru secventele care difera intre ele doar printr-o singura nucleotida.
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Tabel 25 Procentele de similaritate gi divergenta pentru secventele haplotipurilor stabilite

Procent de similaritate

Cy01l | Cy04l | Cy0104M | Cy03M | Cy06M

. | Cyotl 99,9 99,9 99,9 98,9 Cy01

=

:i"; Cy04l 0,1 99,8 99,8 98,9 Cy04

E Cy03M 0,1 0,2 99,8 98,9 | Cy03M

% Cy0104M | 0,1 0,2 0,2 98,9 | Cy0104M

& Cy06M 1,1 1,2 1,2 1,2 Cy06M
Cy01l | Cy04l | Cy0104M | Cy03M | Cy06M

Tn plus, pentru a stabili o mai clara diferentiere intre toate noile haplotipuri, au fost
analizate numarul si procentele in care se gasesc bazele azotate in fiecare dintre
acestea (Tabel 26).

Tabel 26 Procentul bazelor azotate, in cadrul haplotipurilor stabilite

Baze Specii analizate
azotate Cy01l Cy04l Cy0104M Cy03M Cy06M
A Nr. 350 349 349 350 347
% 30,70 30,60 30,60 30,70 30,44
G Nr. 155 155 156 156 159
% 13,60 13,60 13,68 13,68 13,95
T Nr. 295 297 295 294 293
% 25,88 26,0 25,88 25,79 25,70
c Nr. 340 340 340 340 341
% 29,82 20,80 29,82 29,82 29,91
A+T Nr. 645 645 644 644 640
% 56,58 56,58 56,49 56,49 56,14
C1G Nr. 495 495 496 496 500
% 43,42 43,42 43,51 43,51 43,86
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Figura 38 Graficul frecventei bazelor azotate in cadrul haplotipurilor caracterizate
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Figura 39 Graficul frecventei bazelor azotate, comparativ intre haplotipurile analizate
Din Tabelul 26 si Figurile 38 si 39, se poate observa ca diferente majore se

constata pentru secventa CyO6M, care prezintd valori diferite pentru toate bazele
azotate, comparativ cu celelalte haplotipuri.
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Referitor la cantitatea de adenina (A), aceasta este egala pentru Cy01l si CyO3M
(30,70%) si pentru haplotipurile Cy04l — Cy0104M (30,60%). Cantitatea de guanina
este aproximativ egala pentru toate haplotipurile, fiind cuprinsa intre 13,60% (Cy01l si
Cy041) si 13,68% pentru Cy0104M si CyO3M. De asemeni, se constata diferente si
pentru celelalte baze azotate: timina se gaseste in proportie de 25,88% pentru Cy01l,
Cy0104M, avand valori diferite pentru celelalte haplotipuri, iar citozina, in proportii
aproximativ egale pentru toate haplotipurile.

Procentul de baze complementare este de 56,58% in cazul A+T pentru primele
doua haplotipuri si 56,49% pentru Cy0104M si Cy03M, pentru Cy06M fiind de 56,14%.
Procentul de G+C este de 43,42% pentru primele doua haplotipuri (Cy01I, Cy04l), de
43,51% pentru (Cy0104M, Cy03M) si 43,86% pentru Cy06M.

4.5.1. CARACTERIZAREA HAPLOTIPULUI CY01I
4.5.1.1. FRECVENTELE TIPURILOR DE ASOCIERI NUCLEOTIDICE

in aceastd categorie au fost incadrate toate secventele intre care nu existd
diferente (Cy01l, Cy02I, Cy03I, Cy05Il, Cy06l, Cy07I, Cy08I, Cy09l, Cy10l, Cy02M,
Cy05M, Cy07M, Cy08M, Cy09M, Cy10M), apartinand celor doua populatii luate in
studiu.

Referitor la procentele dinucleotidelor, constatam, ca valoarea cea mai mare o are
perechea AC (10,3%), iar valoarea cea mai mica perechea GG, in proportie de 2,3%.
Referitor la trinucleotide, cea mai mare frecventa o inregistreaza tripletul CAT (3,9%),
iar valoarea cea mai mica, tripletele GGG si GCG, ambele avand o frecventa de 0,2%.

Tetramerii cu frecventa cea mai mare, sunt ACTA (1,6%), iar cei cu frecventa
redusd: TCTC, CTCA, ATAC, ACCC, toti in procent de 1,0%. In cazul pentamerilor,
cea mai mare frecventa o are pentamerul TCCTA (0,9%), iar cea mai mica frecventa,
o au TTCCT, TACCA, CTCCT, CTCAT si CTAGT (0,4%). In ceea ce priveste
hexamerii, acestia au frecvente cuprinse intre 0,3% si 0,4%.

Tetramerii, pentamerii si hexamerii cu frecventad joasa, sunt cei care se gasesc
intr-un singur exemplar in intreaga gena, avand o frecventa de 0,1%.

Cu ajutorul modulului EditSeq al DNA Star, a fost calculata temperatura de topire
a ADN, dupa un model Davis-Botstein-Roth; in acest caz, prezintd o valoare de
82,26°C.

4.5.1.2. TRANSLATIA S| CARACTERIZAREA CATENEI POLIPEPTIDICE
Translatia s-a realizat pe baza unui cod genetic mitocondrial pentru vertebrate,

utilizdnd modulul EditSeq din cadrul programului DNA Star.
Catena polipeptidica obtinuta este prezentata in Figura 40.
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Figura 40 Catena polipeptidica a citocromului b caracteristica haplotipului Cy01I al
speciei Cyprinus carpio

Dupa realizarea translatiei, se constata ca intreg lantul polipeptidic, este alcatuit
din 378 aminoacizi (Tabelul 27), din care se observa ca frecventa cea mai mare, o are
leucina (15,08%), iar cea mai scazutd o are cisteina (1,06%). Se constata de
asemenea, existenta a doi codoni stop (notati cu ,.”) catre sfarsitul lantului polipeptidic.

Se constata ca din totalul de 378 aminoacizi, 16 sunt acizi, 19 sunt bazici, 92
polari si 177 hidrofobi (Tabelul 28). De asemenea, se constata ca lantul polipeptidic
are o sarcina electrica de 5,28 (la pH=7) si un punct izoelectric de 8,42 (Figura 41).

Tabel 27 Compozitia lantului polipeptidic

Aminoacizi Numar Procent din Frecventa
Simbol Nume greutatea totala (%) (%)
A Ala 30 5,01 7,94
Cc Cys 4 0,97 1,06
D Asp 11 2,97 2,91
E Glu 5 1,52 1,32
F Phe 26 8,98 6,88
G Gly 23 3,08 6,08
H His 15 4,83 3,97
I lle 29 7,70 7,67
K Lys 10 3,01 2,65
L Leu 57 15,14 15,08
M Met 16 4,93 4,23
N Asn 17 4,55 4,50
P Pro 20 4,56 5,29
Q Gin 6 1,80 1,59
R Arg 9 3,30 2,38
S Ser 25 5,11 6,61
T Thr 25 5,93 6,61
\Y Val 22 5,12 5,82
w Trp 13 5,68 3,44
Y Tyr 15 5,75 3,97
B Asx 0 0,00 0,00
Z Glx 0 0,00 0,00
Ter 2 0,00 0,53
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Tabel 28 Caracterizarea lantului polipeptidic

Greutate « Aminoacizi Sarcina Concentrati
Numar de Punct . ’
molecular | 4 inoaciz | Puterni | Puterni | Hidrofob | Polar | izoelectri | S'CtriC alao
(Daltoni) pH=7 si A=280nm
42592,56 378 19 16 177 92 8,423 5,279 0,45
140
120
120
11.0
=]
10,0 =
\\ E
9.0 =
84 5
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T 70 E
=
6.0
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20
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.26.9 280 204 AZ3 44 25 11.4 192 271 35.0
Sarcina electricd

Figura 41 Curba de titrare pentru lantul polipeptidic al citocromului b, haplotip Cy01I al
speciei Cyprinus carpio

Ulterior, a fost realizata o analiza a structurii proteinei, fiind determinate zonele
alfa helicoidale, beta pliate si de inflexiune, prin doua metode Garnier-Robson
(Garnier et al., 1978) si Chou-Fasman (Chou si Fasman, 1978); reprezentarea grafica
a zonelor hidrofobe (Kyte si Doolittle, 1982), zonele de flexie (Karplus si Schultz,
1985), indexul antigenic (Jameson si Wolf, 1988) si graficul probabil al suprafetei
(Emini et al., 1985).

Din analiza structurii lantului polipeptidic, se poate observa ca referitor la regiunile
alfa helicoidale, exista diferente intre cele doua metode Garnier-Robson si Chou-
Fasman. Astfel, in cazul primei metode, se observa ca existd 18 regiuni alfa
helicoidale, n timp ce, potrivit celei de-a doua metode, exista doar 5, existand doar 3
puncte de suprapunere ale suprafetelor. De asemenea, pentru regiunile beta pliate, se
observa ca existd o similaritate crescuta intre cele doua metode comparativ cu
regiunile alfa. Pentru determinarea efectuata prin prima metoda, se constata existenta
a 30 de regiuni beta pliate, in timp ce, pentru cea de-a doua metoda (Chou-Fasman),
sunt considerate ca existand 12 astfel de regiuni. Trebuie remarcat faptul ca
similaritatea in acest caz este data de suprafetele ample considerate ca fiind beta
pliate de cea de-a doua metoda. Referitor la zonele de inflexiune, de asemenea,
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comparativ pentru cele doua metode, se constata ca pentru ambele metode (Garnier
—Robson si Chou-Fasman) sunt date 22 astfel de regiuni, cu diferenta ca in cazul celei
de-a doua, sunt prezentate ca regiuni cu suprafete mai mari.

Pe baza graficului hidrofobicitatii realizat dupd un model Kyte-Doolitle (Kyte si
Doolittle, 1982), se constata ca exista 15 zone hidrofobe si 13 zone hidrofile.

Din graficul indexului antigenic calculat pe baza modelului Jameson —Wolf
(Jameson si Wolf, 1988), se constata existenta a 23 de regiuni cu potential antigenic.

4.5.2. CARACTERIZAREA HAPLOTIPULUI CY04I
4.5.2.1. FRECVENTELE TIPURILOR DE ASOCIERI NUCLEOTIDICE

in acest haplotip intrd o singurd secventa care difera de haplotipul general prin
existenta unei transversii (substitutia adeninei de catre timina) Tn pozitia 432.

Referitor la procentele dinucleotidelor constatam, ca valoarea cea mai mare o are
perechea AC (10,3%), iar valoarea cea mai mica perechea GG, in proportie de 2,3%.
In cazul trinucleotidelor, cea mai mare frecventa o inregistreaza tripletul CAT (3,9%),
iar valoarea cea mai mica, tripletele GGG si GCG, ambele avand o frecventa de 0,2%.

Tetramerii cu frecventa cea mai mare, sunt ACTA (1,6%), iar cei cu frecventa
redusa: TCTC, CTCA, ATAC, ACCC, toti in procent de 1,0%. In cazul pentamerilor
(Tabelul 38), cea mai mare frecventa o are pentamerul TCCTA (0,9%), iar cea mai
mica frecventa, o au TTCCT, TACCA, CTCCT, CTCAT si CTAGT (0,4%). In ceea ce
priveste hexamerii, acestia au frecvente cuprinse intre 0,3% si 0,4%.

Tetramerii, pentamerii si hexamerii cu frecventa joasa, sunt cei care se gasesc
intr-un singur exemplar in intreaga gena, avand o frecventa de 0,1%.

Cu ajutorul modulului EditSeq al DNA Star, a fost calculata temperatura de topire
a secventei de ADN, dupa un model Davis-Botstein-Roth; in acest caz, prezintd o
valoare de 82,26°C.

4.5.2.2. TRANSLATIA §I CARACTERIZAREA CATENEI POLIPEPTIDICE

Translatia s-a realizat pe baza codului genetic mitocondrial pentru vertebrate,
utilizand modulul EditSeq din cadrul programului DNA Star (Figura 42).
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Figura 42 Catena polipeptidica a citocromului b caracteristica haplotipului Cy04l al
speciei Cyprinus carpio

Dupa realizarea translatiei, se constata ca intreg lantul polipeptidic, este alcatuit
din 378 aminoacizi (Tabelul 29), din care, frecventa cea mai mare, o are leucina
(15,08%), iar cea mai scazuta o are cisteina (1,06%). Se constata de asemenea,
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existenta a doi codoni stop (notati cu ,.”) catre sfarsitul lantului polipeptidic ceea ce
corespunde cu structura lantului polipeptidic al haplotipului anterior, de unde putem
concluziona ca in cazul de fata, in pozitia 432, s-a produs o mutatie nonsens, deci, o
mutatie care nu determina o modificare a aminoacidului.

Tabel 29 Compozitia lantului polipeptidic pentru haplotipul Cy04I

Aminoacizi NUmar Procent dir] Frecventa

Simbol Nume greutatea totala (%) (%)
A Ala 30 5,01 7,94
C Cys 4 0,97 1,06
D Asp 11 2,97 2,91
E Glu 5 1,52 1,32
F Phe 26 8,98 6,88
G Gly 23 3,08 6,08
H His 15 4,83 3,97
I lle 29 7,70 7,67
K Lys 10 3,01 2,65
L Leu 57 15,14 15,08
M Met 16 4,93 4,23
N Asn 17 4,55 4,50
P Pro 20 4,56 5,29
Q Gln 6 1,80 1,59
R Arg 9 3,30 2,38
S Ser 25 5,11 6,61
T Thr 25 5,93 6,61
\ Val 22 5,12 5,82
W Trp 13 5,68 3,44
Y Tyr 15 5,75 3,97
B Asx 0 0,00 0,00
z Glx 0 0,00 0,00
Ter 2 0,00 0,53

4.5.3. CARACTERIZAREA HAPLOTIPULUI CY0104M
4.5.3.1. FRECVENTELE TIPURILOR DE ASOCIERI NUCLEOTIDICE

Tn acest haplotip, se incadreaz& 2 secvente (Cy0O1M si Cy04M), care difera de
haplotipul general prin existenta unor tranzitii (substitutia adeninei de catre guanina) in
pozitia 507.

Referitor la procentele dinucleotidelor constatam, ca valoarea cea mai mare o are
perechea AC (10,3%), iar valoarea cea mai mica perechea GG, in proportie de 2,4%.
In cazul trinucleotidelor, cea mai mare frecventa o inregistreaz tripletul CAT (3,9%),
iar valoarea cea mai mica, tripletele GGG si GCG, ambele avand o frecventa de 0,2%.
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Tetramerul cu frecventa cea mai mare, este ACTA (1,6%), iar cel cu frecventa
redusd: TTCC in procent de 0,9%. In cazul pentamerilor, cea mai mare frecventa o
are pentamerul TCCTA (0,9%), iar cea mai mica frecventa, o au TTCCT, TACCA,
CTCCT, CTCAT si CTAGT (0,4%). in ceea ce priveste hexamerii, acestia au frecvente
cuprinse intre 0,3% si 0,4%.

Tetramerii, pentamerii si hexamerii cu frecventad joasa, sunt cei care se gasesc
intr-un singur exemplar in intreaga gena, avand o frecventa de 0,1%.

Cu ajutorul modulului EditSeq al DNA Star, a fost calculata temperatura de topire
a ADN, dupa un model Davis-Botstein-Roth; in acest caz, prezintd o valoare de
82,30°C.

4.5.3.2. TRANSLATIA S| CARACTERIZAREA CATENEI POLIPEPTIDICE

Translatia s-a realizat pe baza codului genetic mitocondrial pentru vertebrate,
utilizdnd modulul EditSeq din cadrul programului DNA Star (Figura 43).
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Figura 43 Catena polipeptidica a citocromului b caracteristica haplotipului Cy0104M al
speciei Cyprinus carpio

Dupa realizarea translatiei, se constata ca intreg lantul polipeptidic, este alcatuit
din 378 aminoacizi (Tabelul 30), din care, frecventa cea mai mare, o are leucina
(15,08%), iar cea mai scazuta o are cisteina (1,06%); aceste date arata ca exista o
similaritate cu structura lantului polipeptidic al haplotipului, de unde putem concluziona
ca si in cazul de fata, in pozitia 507, s-a produs o mutatie nonsens, deci, o mutatie
care nu determina o modificare a aminoacidului.
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Tabel 30 Compozitia lantului polipeptidic pentru haplotipul Cy0104M

Aminoacizi Numsr Procent din greutatea Frecventa
Simbol Nume totala (%) (%)
A Ala 30 5,01 7,94
C Cys 4 0,97 1,06
D Asp 11 2,97 2,91
E Glu 5 1,52 1,32
F Phe 26 8,98 6,88
G Gly 23 3,08 6,08
H His 15 4,83 3,97
I lle 29 7,70 7,67
K Lys 10 3,01 2,65
L Leu 57 15,14 15,08
M Met 16 4,93 4,23
N Asn 17 4,55 4,50
P Pro 20 4,56 5,29
Q Gin 6 1,80 1,59
R Arg 9 3,30 2,38
S Ser 25 5,11 6,61
T Thr 25 5,93 6,61
V Val 22 5,12 5,82
W Trp 13 5,68 3,44
Y Tyr 15 5,75 3,97
B Asx 0 0,00 0,00
z Gix 0 0,00 0,00
Ter 2 0,00 0,53

4.5.4. CARACTERIZAREA HAPLOTIPULUI CYO3M
4.5.4.1. FRECVENTELE TIPURILOR DE ASOCIERI NUCLEOTIDICE

In acest haplotip se incadreazi o singurd secventd (Cy03M) care diferd de
haplotipul general prin existenta unei transversii (substitutia timinei de catre guanina)
in pozitia 396.

Cu ajutorul modulului EditSeq al DNA Star, a fost calculata temperatura de topire
a ADN, dupa un model Davis-Botstein-Roth; in acest caz, prezinta o valoare de
82,30°C.

Referitor la procentele dinucleotidelor constatam, ca valoarea cea mai mare o are
perechea AC (10,3%), iar valoarea cea mai mica perechea GG, in proportie de 2,3%.
In cazul trinucleotidelor, cea mai mare frecventa o inregistreaza tripletul CAT (3,9%),
iar valoarea cea mai mica, tripletele GGG si GCG, ambele avand o frecventa de 0,2%.

Tetramerul cu frecventa cea mai mare, este ACTA (1,6%), iar cei cu frecventa
redusa sunt: TCTC, CTCA, ATAC, ACCC, toti avand o frecventa de 1.0%. In cazul
pentamerilor, cea mai mare frecventa o are pentamerul TCCTA (0,9%), iar cea mai
mica frecventd, o au TTCCT, TACCA, CTCCT, CTCAT si CTAGT (0,4%). In ceea ce
priveste hexamerii, acestia au frecvente cuprinse intre 0,3% si 0,4%.

Tetramerii, pentamerii si hexamerii cu frecventa joasa, sunt cei care se gasesc
intr-un singur exemplar in intreaga gena, avand o frecventa de 0,1%.
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4.5.4.2. TRANSLATIA S| CARACTERIZAREA CATENEI POLIPEPTIDICE

Translatia s-a realizat pe baza codului genetic mitocondrial pentru vertebrate,
utilizdnd modulul EditSeq din cadrul programului DNA Star (Figura 44).

MASLRKTHPL
LAMHYTSDIS
GLYYGSYLYK
SAVPYMGDML
HETGSNNPIG
GDPENFTPAN
LMVVPLLHTS

IKTANDALVD
TAFSSVTHIC
ETWNIGVILL
VQWIWGGFSV
LNSDADKVSF
PLVTPPHIKP
KQRGLTFRPI
ASSYSPHSHY

LPTPSNISAW
RDVNYGWLIR
LLVMMTAFVG
DNATLTRFFA
HPYFSYKDLL
EWYFLFAYAT
TQFLFWTLVA
A.RC.MAMTA

WNFGSLLGLC
NVHANGASFF
YVLPWGQMSF
FHFLLPFVIT
GFVIMLLALT
LRSIPNKLGG
DMIILTWIGG
MLONKALKWA

LITQILTGLF
FICIYMHIAR
WGATVITNLL
AATIIHLLFL
LLALFSPNLL
VLALLFSILV
MPVEHLIMWH

Figura 44 Catena polipeptidica a citocromului b caracteristica haplotipului Cy03M al
speciei Cyprinus carpio

Dupa realizarea translatiei, se constata ca intreg lantul polipeptidic, este alcatuit

din 378 aminoacizi (Tabelul 31), dintre care, frecventa cea mai mare, o are leucina
(15,08%), iar cea mai scazuta o are cisteina (1,06%); aceste date arata ca exista o
similaritate cu structura lantului polipeptidic al haplotipului, de unde putem concluziona
ca si in cazul de fata, in pozitia 396, s-a produs o mutatie nonsens, deci, o mutatie
care nu determina o modificare a aminoacidului.

Tabel 31 Compozitia lantului polipeptidic pentru haplotipul Cy03M
Aminoacizi NUmar Procent dirJ Frecventa

Simbol Nume greutatea totala (%) (%)
A Ala 30 5,01 7,94
C Cys 4 0,97 1,06
D Asp 11 2,97 2,91
E Glu 5 1,52 1,32
F Phe 26 8,98 6,88
G Gly 23 3,08 6,08
H His 15 4,83 3,97
| lle 29 7,70 7,67
K Lys 10 3,01 2,65
L Leu 57 15,14 15,08
M Met 16 4,93 4,23
N Asn 17 4,55 4,50
P Pro 20 4,56 5,29
Q GIn 6 1,80 1,59
R Arg 9 3,30 2,38
S Ser 25 5,11 6,61
T Thr 25 5,93 6,61
V Val 22 512 5,82
W Trp 13 5,68 3,44
Y Tyr 15 5,75 3,97
B Asx 0 0,00 0,00
Ter 2 0,00 0,53
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4.5.5. CARACTERIZAREA HAPLOTIPULUI CY06M
4.5.5.1. FRECVENTELE TIPURILOR DE ASOCIERI NUCLEOTIDICE

in acest haplotip se incadreazd o singurd secventa (Cy06M) caracteristica
crapului oglinda care difera de haplotipul general prin mai multe substitutii de tipul:
- tranzitie in pozitia 177 (substitutia citozinei de catre timina);
- tranzitie in pozitia 198 (substitutia timinei de catre citozina);
- tranzitie In pozitia 352 (substitutia adeninei de catre guanina
- tranzitie in pozitia 568 (substitutia adeninei de catre guanin
- tranzitie in pozitia 591 (substitutia guaninei de catre adenin
( n
(
(

);
);
);
- tranzitie in pozitia 624 (substitutia adeninei de catre guanina);
- tranzitie in pozitia 693 (substitutia adeninei de catre guaninad)
- tranzitie in pozitia 732 (substitutia guaninei cu adenina);
- tranzitie in pozitia 864 (substitutia timinei cu citozina);
- transversie in pozitia 870 (substitutia timinei cu adenina);
- tranzitie in pozitia 897 (substitutia adeninei cu guanina);
- tranzitie in pozitia 990 (substitutia adeninei de catre guanina).

a
a
a
a

’

Referitor la procentele dinucleotidelor constatam, ca valoarea cea mai mare o are
perechea AC (10,3%), iar valoarea cea mai mica perechea GG, in proportie de 2,5%.
Referitor la trinucleotide, cea mai mare frecventa o inregistreaza tripletul CAT (3,9%),
iar valoarea cea mai mica, tripletul GTG, ambele avand o frecventa de 0,2%.

Tetramerul cu frecventa cea mai mare, este ACTA (1,7%), iar cei cu frecventa
redusa sunt: CTAT, CACC, ATAC, ACCC, toti avand o frecventd de 1.0%. In cazul
pentamerilor, cea mai mare frecventd o are pentamerul TCCTA (0,9%), iar cea mai
mica frecventa, o au TTCCT, TACCA si CTCCT (0,4%). in ceea ce priveste hexamerii,
acestia au frecvente cuprinse intre 0,3% si 0,4%.

Tetramerii, pentamerii si hexamerii cu frecventad joasa, sunt cei care se gasesc
intr-un singur exemplar in intreaga gena, avand o frecventa de 0,1%.

Cu ajutorul modulului EditSeq al DNA Star, a fost calculata temperatura de topire
a ADN, dupa un model Davis-Botstein-Roth; in acest caz, prezintd o valoare de
82,26°C.

4.5.5.2. TRANSLATIA S| CARACTERIZAREA CATENEI POLIPEPTIDICE
Translatia s-a realizat pe baza unui cod genetic mitocondrial pentru vertebrate,

utilizdnd modulul EditSeq din cadrul programului DNA Star.
Catena polipeptidica obtinuta este prezentata in Figura 45.

MASLRKTHPL
LAMHYTSDIS
GLYYGSYLYK
SAVPYMGDML
HETGSNNPIG
GDPENFTPAN
LMVVPLLHTS

IKIANDALVD
TAFSSVTHIC
ETWNIGVVLL
VQWIWGGFSV
LNSDADKVSF
PLVTPPHIKP
KQRGLTFRPI
ASSYSPHSHY

LPTPSNISAW
RDVNYGWLIR
LLVMMTAFVG
DNATLTRFFA
HPYFSYKDLL
EWYFLFAYATI
TQFLFWTLVA
A.RC.MAMTA

WNFGSLLGLC
NVHANGASFF
YVLPWGQMSF
FHFLLPFVIA
GFVIMLLALT
LRSIPNKLGG
DMIILTWIGG
MLQNKALKWA

LITQILTGLF
FICIYMHIAR
WGATVITNLL
AATITIHLLFL
LLALFSPNLL
VLALLFSILV
MPVEHLIMWH

Figura 45 Catena polipeptidica a citocromului b caracteristica haplotipului Cy06M al
speciei Cyprinus carpio var. crap oglinda
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Tabel 32 Compozitia lantului polipeptidic

Aminoacizi § Procent din Frecventa
X Numar greutatea totala oy
Simbol | Nume (%) (%)
A Ala 31 5,18 8,20
C Cys 4 0,97 1,06
D Asp 11 2,98 2,91
E Glu 5 1,52 1,32
F Phe 26 8,99 6,88
G Gly 23 3,08 6,08
H His 15 4,83 3,97
I lle 28 7,45 7,41
K Lys 10 3,01 2,65
L Leu 57 15,16 15,08
M Met 16 4,93 4,23
N Asn 17 4,56 4,50
P Pro 20 4,57 5,29
Q Gin 6 1,81 1,59
R Arg 9 3,30 2,38
S Ser 25 5,12 6,61
T Thr 24 5,70 6,35
\Y, Val 23 5,36 6,08
w Trp 13 5,69 3,44
Y Tyr 15 5,57 3,97
B Asx 0 0,00 0,00
Ter 2 0,00 0,53

Dupa realizarea translatiei, se constata ca intreg lantul polipeptidic este alcatuit
din 378 aminoacizi (Tabelul 32), din care se observa ca frecventa cea mai mare, o are
leucina (15,16%), iar cea mai scazutd o are cisteina (1,06%). Se constatd de
asemenea, existenta a doi codoni stop (notati cu ,.”) catre sfarsitul lantului polipeptidic.

Se poate observa ca din totalul de 378 aminoacizi, 16 sunt acizi, 19 sunt bazici,
91 polari si 178 hidrofobi (Tabelul 33). De asemenea, se constata ca lantul polipeptidic
are o sarcina electrica de 5,28 (la pH=7) si un punct izoelectric de 8,42 (Figura 46).

Tabel 33 Caracterizarea lantului polipeptidic

Greutate | Numar Aminoacizi Sarcin | Concentrat

molecula | de Puterni Punct a ia la o

5 ; ; UM\ buterni | Hidrofo | Pola | izoelectr | electric extinctie

ra aminoaci | ¢ . . . . N z .

(Daltoni) | zi bazici | ¢2cZ | Di r ic a la|=1 si
pH=7 | 2=280nm

42548,51 | 378 19 16 178 91 8,423 5,279 0,45
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Figura 46 Curba de titrare pentru lantul polipeptidic al citocromului b, haplotip Cy06M al
speciei Cyprinus carpio var. crap oglinda

Ulterior, a fost realizata o analiza a structurii proteinei; astfel, au fost determinate
zonele alfa helicoidale, beta pliate si de inflexiune, prin doua metode Garnier-Robson
(Garnier et al., 1978) si Chou-Fasman (Chou si Fasman, 1978); reprezentarea grafica
a zonelor hidrofobe (Kyte si Doolittle, 1982), zonele de flexie (Karplus si Schultz,
1985), indexul antigenic (Jameson si Wolf, 1988) si graficul probabil al suprafetei
(Emini et al., 1985).

Din analiza structurii lantului polipeptidic, se poate observa ca referitor la regiunile
alfa helicoidale si in acest caz exista diferente intre cele doua metode Garnier-Robson
si Chou-Fasman. Astfel, in cazul primei metode, se observa ca exista 17 regiuni alfa
helicoidale, in timp ce, potrivit celei de-a doua metode, exista doar 6, existdnd 5
puncte de suprapunere ale suprafetelor comparativ intre cele doua metode. De
asemenea, pentru regiunile beta pliate, se observa ca, pentru determinarea efectuata
cu ajutorul primei metode, se constata existenta a 30 de regiuni beta pliate, in timp ce,
pentru cea de-a doua metoda (Chou-Fasman), sunt considerate ca existand doar 11
astfel de regiuni. Trebuie remarcat faptul ca similaritatea in acest caz este data de
suprafetele ample considerate ca fiind beta pliate de cea de-a doua metoda. Referitor
la zonele de inflexiune, de asemenea, comparativ pentru cele doua metode, (Garnier-
Robson si Chou-Fasman) sunt date 22 astfel de regiuni, cu diferenta ca in cazul celei
de-a doua, sunt prezentate ca regiuni cu suprafete mai mari.

Pe baza graficului hidrofobicitatii realizat dupd un model Kyte-Doolitle (Kyte si
Doolittle, 1982), se constata ca exista 15 zone hidrofobe si 12 zone hidrofile.

Din graficul indexului antigenic calculat pe baza modelului Jameson-Wolf
(Jameson si Wolf, 1988), se constata existenta a 26 de regiuni cu potential antigenic.
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4.5.6. RELATII FILOGENETICE iN CADRUL GENULUI CYPRINUS, STABILITE PE
BAZA SECVENTELOR CITOCROMULUI B

Metodele folosite in filogenie si modalitatile de realizare a arborilor filogenetici,
utilizate Tn acest caz, sunt cele care includ tranzitile si transversiile, deoarece
haplotipurile analizate pentru cele doua populatii, prezintd ambele tipuri de mutatii.

Astfel, prin metoda UPGMA bazatda pe modelul Tamura — Nei, care include
ambele tipuri de mutatii posibile (tranzitii si transversii), au fost obtinuti arbori
filogenetici (Figurile 47, 48 si 49), din care se observa ca Cy06 deriva direct dintr-un
nod comun ancestral, in care igi are originea si bratul comun al celorlalti indivizi.

Cy09M
Cy10M
Cy08M
CyoT™
Cy05M
Cy02M
cy10l
Cyool
Cyo8l
Cyo7!
Cy06l
Cy0sI
Cy03l
Cy02!
H Cyorl
L cyo3um
L cyo4l
) Cyo1M
1 cyoun

Cy06M

0.001

Figura 47 Arbore filogenetic rectangular al genului Cyprinus, realizat prin metoda
UPGMA pe baza secventelor citocromului B
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Figura 48 Arbore filogenetic circular al genului Cyprinus, realizat prin metoda UPGMA pe
baza secventelor citocromului B
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Figura 49 Arbore filogenetic rectangular al genului Cyprinus, realizat prin metoda
evolutiei minime (ME) dupa un model neighbor joining, pe baza secventelor citocromului
B

Se observa ca exista o similaritate intre cele doud tipuri de arbori realizati prin
metode diferite.

Nu a fost folosita metoda maximum parsimony Tnh acest caz, deoarece diversitatea
taxonilor este scazuta, ceea ce poate duce la o crestere a probabilitatii de aparitie a
erorilor.
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4.6. COMPARAREA SECVENTELOR NUCLEOTIDICE ALE REGIUNII DE
CONTROL MITOCONDRIAL, PROVENITE DE LA INDIVIZI APARTINAND
GENULUI CYPRINUS

Pentru regiunea de control mitocondrial, Tn cazul speciilor genului Cyprinus, a fost
secventiata prima parte hipervariabild a d-loop (fapt precizat si in capitolele
anterioare). Ulterior, au fost aliniate cele 20 de secvente (19 indivizi apartinand celor
doua populatii, 1 individ de crap oglindd Cyo0O6M si o secventa provenitd de la un
individ de crap, preluata din banca de gene pentru comparatie — GenBank Ref. nr, AF
508931), utilizdnd metoda Clustal V (Higgins si Sharp, 1989).

Din alinierea celor 21 de secvente, se constatd existenta a 11 diferente,
majoritatea fiind intalnite in cadrul secventei CyO6M, provenita de la un individ de crap
oglinda. Astfel, pentru acest individ, comparativ cu celelalte secvente, au fost
constatate 8 diferente, dintre care 5 tranzitii, o transversie si o deletie.

Alte diferente, au fost constatate pentru indivizii CyO1M (o tranzitie Tn pozitia 388),
Cy05M (o tranzitie in pozitia 285) si pentru secventa provenita din banca de gene, o
tranzitie in pozitia 388.

Pentru restul indivizilor, nu au fost inregistrate mutatii la acest nivel al ADNmt. In
plus, putem constata ca pentru populatia lagi, nu au fost constatate diferente, deci,
rata de aparitie a mutatiilor in aceasta populatie este mai scazuta.

Din cele prezentate anterior, putem estima ca au fost descoperite 4 noi haplotipuri
pentru prima parte a regiunii de control mitocondrial: Cy01M, Cy05M si CyO6M pentru
populatia Movileni (CyO6M pentru populatia de crap oglinda Movileni) si haplotipul
general, caracteristic celor doua populatii, dat de secventele similare.

Pe baza comparatiei intre secvente, s-a realizat tabelul similaritatii si divergentei
(Tabel 34), din care se constata ca procentele de similaritate sunt cuprinse intre 100%
(pentru secventele Cy01M si secventa preluata din banca de gene) si 68,7% pentru
secventa CyO6M si celelalte secvente care constituie haplotipul general caracteristic
celor doua populatii.

Tabel 34 Procentele de similaritate si divergenta pentru secventele haplotipurilor stabilite

Procent de similaritate

Cy01l | CyoiM | Cy05M | CyoeM | CyGB
s | cyotl 99,7 99,7 68,7 99,7 Cy01l
22'; Cy01M 0,3 99,5 69,0 100 Cy01M
§ Cy05M 0,3 0,5 69,0 99,5 Cy05M
g Cy06M 40,6 40,2 40,2 69,0 Cy06M
g1 cyon 0,3 0,0 0,5 40,2 Cy GB
Cy01l | CyoiM | Cy05M | Cy0oeM | CyGB

in plus, pentru a stabili o mai clara diferentiere intre toate noile haplotipuri, au fost
analizate numarul si procentele in care se gasesc bazele azotate in fiecare dintre
acestea (Tabel 35).
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Tabel 35 Procentul bazelor azotate, in cadrul haplotipurilor stabilite

Cy01l

Baze Specii analizate
azotate Cy01l Cy01M Cy05M Cy06M Cy GB
A Nr. 145 145 146 143 145
% 36,90 36,90 37,15 36,39 36,90
G Nr. 54 54 53 55 54
% 13,74 13,74 13,49 13,99 13,74
T Nr. 129 130 129 131 130
% 32,82 33,08 32,82 33,33 33,08
c Nr. 65 64 65 64 64
% 16,54 16,28 16,54 16,28 16,28
asr LN 274 275 275 274 275
% 69,72 69,97 69,97 69,72 69,97
C+G Nr. 119 118 118 119 118
% 30,28 30,03 30,03 30,28 30,03
%
Sa—

Cy01M

Cy05M

Haplotip

Cy08M

Cy GB

OA

|G

oT

ac

Figura 50 Graficul frecventei bazelor azotate in cadrul haplotipurilor caracterizate
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Figura 51 Graficul frecventei bazelor azotate, comparativ intre haplotipurile analizate

Din Tabelul 35 si Figurile 50 si 51, se poate observa ca diferente majore se
constata pentru secventa Cy06M, care prezinta valori diferite pentru trei dintre bazele
azotate (A, G, T), comparativ cu celelalte haplotipuri.

Referitor la cantitatea de adenina (A), aceasta este egala pentru Cy01l, Cy0O1M si
Cy GB (36,90%), pentru haplotipul Cy0O5M se gaseste in proportie de 37,15%, iar
pentru Cy06M, in proportie de 36,39%. Cantitatea de guanina este cuprinsa intre
13,49% (Cy05M) si 13,99 pentru Cy0O6M. De asemeni, se constata diferente si pentru
celelalte baze azotate: cantitatea de timina variaza intre 32,82% pentru Cy01l, CyO5M
si 33,33% pentru Cy06M, iar citozina, intre 18,28% pentru Cy01I (ca reprezentant al
haplotipului general caracteristic celor doua populatii), Cy0O6M si Cy GB — 18,54%
pentru haplotipurile Cy01I si CyO5M.

Procentul de baze complementare este de 69,72% in cazul A+T pentru Cy01I si
Cy06M; 69,97% pentru celelalte trei haplotipuri. Procentul de G+C este de 30,28%
(Cy01l, Cy06M) si de 30,03% pentru Cy01M, Cy05M si Cy GB.

4.6.1. CARACTERIZAREA HAPLOTIPULUI GENERAL AL CELOR DOUA
POPULATII

4.6.1.1. FRECVENTELE TIPURILOR DE ASOCIERI NUCLEOTIDICE

In acest haplotip, au fost incadrate toate secventele intre care procentele de
similaritate sunt de 100% (Cy01l, Cy02I, Cy03l, Cy04l, Cy05I, Cy06l, Cy07I, Cy08I,
Cy09I, Cy10l, Cy02M, Cy03M, Cy04M, Cy07M, Cy08M, Cy09M, Cy10M), apartinand
celor doua populatii luate in studiu (Movileni si lagi).

Referitor la procentele dinucleotidelor constatam, ca valoarea cea mai mare o are
perechea AT (14,5%), iar valoarea cea mai mica perechea GC, in proportie de 1,8%,
fiind absente dinucleotidele de tipul CG.
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Tn ceea ce priveste trinucleotidele, cea mai mare frecventa o inregistreaza tripletul
TAT (6,6%), iar valoarea cea mai mica, tripletele GTC si TGC, ambele avand o
frecventa de 0,3%.

Tetramerul cu frecventa cea mai mare, este TATT (3,6%), iar cel cu frecventa cea
mai micad TTTT, in procent de 1,0%. in cazul pentamerilor, cea mai mare frecventa o
are pentamerul TATTA (2,8%), iar cea mai mica frecventa, o au TTAAT, TATTT,
TATAT, TAGTA, TAATC si TAATA (0,8%). In ceea ce priveste hexamerii, acestia au
frecvente cuprinse intre 1,5% (ATATTA) si 0,5%.

Tetramerii, pentamerii si hexamerii cu frecventa joasa, sunt cei care se gasesc
intr-un singur exemplar in intreaga gena, avand o frecventa de 0,3%.

Cu ajutorul modulului EditSeq al DNA Star, a fost calculata temperatura de topire
a ADN, dupa un model Davis-Botstein-Roth; in acest caz, prezintd o valoare de
76,04°C.

4.6.2. CARACTERIZAREA HAPLOTIPULUI CY01M
4.6.2.1. FRECVENTELE TIPURILOR DE ASOCIERI NUCLEOTIDICE

n acest haplotip, se incadreaza o singura secventa Cy01M din populatia Larga-
Jijia — Margineni, caracteristica unui individ de tip salbatic apartinand speciei Cyprinus
carpio. Dupa cum s-a observat in tabelul de similaritate, aceastd secventa este
identica cu secventa preluata din banca de gene, ceea ce ne permite sa concluzionam
ca cele doua populatii studiate prezinta haplotipuri distincte de cele secventiate pana
acum, aflandu-se in proces de speciatie. In plus, se poate constata c& mutatia aparuta
in populatiile studiate, datorita frecventei cu care apare, este deja fixata in genofondul
acestora.

Din analiza procentelor dinucleotidelor, constatdm ca valoarea cea mai mare o are
perechea AT (14,8%), iar valoarea cea mai mica perechea GC, in proportie de 1,8%;
si in acest caz sunt absente dinucleotidele CG. Referitor la trinucleotide, cea mai mare
frecventa o inregistreaza tripletul TAT (6,9%), iar valoarea cea mai mica, tripletele
GTC si TGC, ambele avand o frecventa de 0,3%.

Tetramerul cu frecventa cea mai mare, este TATT (3,8%), iar cel cu frecventa
redusd TTTT (1,0%). In cazul pentamerilor, cea mai mare frecventa o are pentamerul
TATTA (2,8%), iar cea mai mica frecventa, o au TTAAT, TATAT, TAGTA, TAATC Sl
TAATA, toti cu o frecventa de 0,8%. In ceea ce priveste hexamerii, acestia au
frecvente cuprinse intre 0,5% si 1,5%.

Tetramerii, pentamerii si hexamerii cu frecventa joasa, sunt cei care se gasesc
intr-un singur exemplar in intreaga gena, avand o frecventa de 0,3%.

Cu ajutorul modulului EditSeq al DNA Star, a fost calculata temperatura de topire
a ADN, dupa un model Davis-Botstein-Roth; in acest caz, prezintd o valoare de
75,94°C.

4.6.2.2. MODELAREA STRUCTURII SECUNDARE A ARNm

Modelarea structurii ARN, s-a realizat pe baza unei energii minime de -49,0.
Deoarece acest haplotip difera de cel general doar printr-o singura baza azotata —
inlocuirea citozinei cu timina in pozitia 388 in urma unei tranzitii, nu apar modificari
majore Tn aspectul general al macromoleculei de ARNm. Singura diferentd existenta
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in acest caz, intre ARNm din haplotipul general pentru cele doud populatii si cel al
prezentei secvente de ADN consta in existenta uracilului n locul citozinei.

De asemenea, se constata ca si in cazul precedent, ca structura secundara a
ARNmMm prezinta 31 de portiuni monocatenare si 14 regiuni bicatenare.

4.6.3. CARACTERIZAREA HAPLOTIPULUI CYO5M
4.6.3.1. FRECVENTELE TIPURILOR DE ASOCIERI NUCLEOTIDICE

In acest haplotip, se incadreaza o singura secventa Cy05M din populatia Larga-
Jijia — Margineni, caracteristica unui individ de tip salbatic apartinand speciei Cyprinus
carpio. Diferenta dintre acest haplotip si cel general al celor doua populatii, consta in
substitutia guaninei de catre adenina, printr-un proces de tranzitie, Tn pozitia 285.

Referitor la procentele dinucleotidelor constatam ca valoarea cea mai mare o are
perechea AT (14,5%), iar valoarea cea mai mica perechea GC, in proportie de 1,8%;
si In acest caz fiind absente dinucleotidele de tip CG.

Cea mai mare frecventa o inregistreaza tripletul TAT (6,6%), iar valoarea cea mai
mica, tripletele GTC si TGC, ambele avand o frecventa de 0,3%.

Tetramerul cu frecventa cea mai mare, este TATT (3,6%), iar cel cu frecventa
redusa TTTT (1,0%). In cazul pentamerilor, cea mai mare frecventd o are pentamerul
TATTA (2,8%), iar cea mai mica frecventa, o au TTAAT, TATTT, TATAT, TAGTA,
TAATC S| TAATA, toti cu o frecventa de 0,8%. in ceea ce priveste hexamerii, acestia
au frecvente cuprinse intre 0,5% si 1,5%.

Tetramerii, pentamerii si hexamerii cu frecventa joasa, sunt cei care se gasesc
intr-un singur exemplar in intreaga gena, avand o frecventa de 0,3%.

Cu ajutorul modulului EditSeq al DNA Star, a fost calculata temperatura de topire
a ADN, dupa un model Davis-Botstein-Roth; in acest caz, prezintd o valoare de
75,94°C.

4.6.4. CARACTERIZAREA HAPLOTIPULUI CYO6MD
4.6.4.1. FRECVENTELE TIPURILOR DE ASOCIERI NUCLEOTIDICE

Haplotipul cuprinde o singura secventa Cy06M care difera de haplotipul general
prin aparitia urmatoarelor modificari ale catenei nucleotidice:
transversie Tn pozitia 87 (substitutia adeninei cu citozina);
o deletie in pozitia 217;
tranzitie in pozitia 257 (substitutia citozinei cu timina);
tranzitie Tn pozitia 262 (inlocuirea citozinei cu timina);
tranzitie n pozitia 263 (inlocuirea timinei cu citozina); practic, in aceste doua ultime
pozitii, putem presupune ca de fapt s-a produs o inversie care a cuprins cele doua
nucleotide;
tranzitie Tn pozitia 310 (substitutia citozinei cu timina);
tranzitie in pozitia 340 (substitutia guaninei cu adenina);
tranzitie Tn pozitia 353 (substitutia adeninei cu guanina).
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Din analiza procentelor dinucleotidelor constatam ca valoarea cea mai mare o are
perechea AT (14,3%), iar valoarea cea mai mica perechea GC, in proportie de 1,8%;
si in acest caz fiind absente dinucleotidele de tip CG.

Referitor la trinucleotide, cea mai mare frecventd o inregistreaza tripletul TAT
(6,6%), iar valoarea cea mai mica, tripletele GTC si GAT, ambele avand o frecventa
de 0,3%.

Tetramerul cu frecventa cea mai mare, este TATT (3,6%), iar cei cu frecventa
redusa TTTT, TGAA, TCAA (1,0%). In cazul pentamerilor, cea mai mare frecventa o
are pentamerul TATTA (2,8%), iar cea mai mica frecventd, o au TTAAT, TATTT,
TATAT, TAGTA, TAATA, TAAAG, GTACA, GCATA si CATAT, toti cu o frecventa de
0,8%. In ceea ce priveste hexamerii, acestia au frecvente cuprinse intre 0,5% si 1,5%.

Tetramerii, pentamerii si hexamerii cu frecventa joasa, sunt cei care se gasesc
intr-un singur exemplar in intreaga gena, avand o frecventa de 0,3%.

Cu ajutorul modulului EditSeq al DNA Star, a fost calculata temperatura de topire
a ADN, dupa un model Davis-Botstein-Roth; in acest caz, prezinta o valoare de
76,04°C.

4.6.5. RELATII FILOGENETICE iN CADRUL GENULUI CYPRINUS, BAZATE PE
DIFERENTE ALE SECVENTELOR D-LOOP

Ca si in cazul citocromului b, au fost utilizate metode care se bazeaza pe distante
si rata de substitutie, dar care implicd si mutatii de genul tranzitiilor si transversiilor.
Astfel si in acest caz au fost utilizate UPGMA (Figura 52) pe baza unui model Tamura-
Nei, metoda evolutiei minime (ME) dupa un algoritm Neighbour-Joining (Figura 53) si
Maximum-Parsimony (Figura 54).
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Figura 52 Arbore filogenetic rectangular al genului Cyprinus, realizat prin metoda

UPGMA pe baza secventelor d-loop
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Figura 53 Arbore filogenetic al genului Cyprinus, realizat prin metoda ME
pe baza secventelor d-loop

Din cele doua figuri, se observa ca si in acest caz, CyO6M provine dintr-un nod
comun ancestral, din care provin si ramurile comune pentru celelalte secvente. De
asemenea, se observa ca secventele Cy01M si Cy GB, provin dintr-un ram comun,
din care provine gi ramul pentru Cy0O5M.

Ulterior, a fost construit un arbore filogenetic bazat pe metoda Maximum
Parsimony (MP) (Figura 54). Din acesta, se poate observa ca secventa CyO6M a
urmat o linie evolutiva monofiletica dintr-o specie ancestralda. De asemenea, se
constatd ca secventele Cy01l si Cy02I, precum si Cy01M, CyGB, au evoluat din
noduri comune.
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Figura 54 Arbore filogenetic al genului Cyprinus, realizat prin metoda MP
pe baza secventelor d-loop

4.7. ANALIZA SECVENTELOR NUCLEOTIDICE ALE ND4L DEHIDROGENAZEI,
PROVENITE DE LA INDIVIZI APARTINAND GENULUI CYPRINUS

Pentru subunitatea 4L a dehidrogenazei (ND4L), in cazul speciilor genului
Cyprinus, au fost aliniate cele 20 de secvente (19 indivizi apartinand celor doua
populatii, 1 individ de crap oglinda Cyo06M si o secventa provenita de la un individ de
crap, preluata din banca de gene pentru comparatie — GenBank Ref. nr. AF 508931),
utilizand metoda Clustal V (Higgins si Sharp, 1989).

Din alinierea celor 21 de secvente, se constata ca nu exista diferente intre indivizii
celor dou& populatii (Larga-Jijia — Movileni si lasi) la acest nivel al ADNmt. in plus,
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putem concluziona ca ND4L este o gena conservativa, cu variabilitate scazuta. Totusi,
comparand secventa Cy GB cu haplotipul general al celor doua populatii, se constata
existenta a 3 diferente. Astfel pentru secventele celor doua populatii, in pozitia 165 a
avut loc o tranzitie (adenina a fost inlocuitd cu guaninad), o tranzitie in pozitia 180
(substitutia timinei cu citozind) si o transversie in pozitia 258 (substitutia adeninei cu
citozina).

Din cele precizate anterior, deducem ca, a fost gasit un haplotip nou, caracteristic
celor doua populatii (Cy01IM).

Pe baza comparatiei intre secvente, s-a realizat tabelul similaritatii si divergentei
(Tabel 36), din care se constatd ca procentele de similaritate sunt de 100% pentru
secventele Cy01l si Cy01M (ca reprezentanti ai celor doua populatii) si 98,9% pentru
comparatia intre secventa Cy GB si celelalte secvente care constituie haplotipul
general caracteristic celor doua populatii.

Tabel 36 Procentele de similaritate gi divergenta pentru secventele haplotipurilor stabilite

Procent de similaritate
. Cy01l Cy01M Cy GB
;E'; Cy011 100 98,9 Cy01l
E Cy01M 0,0 98,9 Cy01M
§ Cy GB 1,2 1,2 Cy GB
o Cy01l Cy01M Cy GB

in plus, pentru a stabili o mai clara diferentiere ntre toate noile haplotipuri, au fost
analizate numarul si procentele in care se gasesc bazele azotate in fiecare dintre
acestea (Tabel 37).

Tabel 37 Procentul bazelor azotate, in cadrul haplotipurilor stabilite

Baze azotate Specii analizate
Cyoil Cy01M CyGB
A N, 63 63 65
% 24,14 24,14 24,90
o N 24 44 43
% 16,86 16,86 16,48
. N 74 74 75
% 28,35 28.35 28,74
- N 80 80 78
% 30,65 30,65 29,89
N 137 137 140
AT o 52,49 52,49 53,64
N 124 124 121
C+G I, 47 51 47,51 46,36
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Din Tabelul 37 si Figurile 55 si 56, dupa cum a fost precizat si anterior, se observa
ca diferente majore se constata pentru secventa Cy GB, care prezinta valori diferite
pentru toate bazele azotate, comparativ cu celelalte haplotipuri.

%

35

cyotl

Cyo1M CyGB

Haplotip

oA mG ot oc |

Figura 55 Graficul frecventei bazelor azotate in cadrul haplotipurilor caracterizate

%

35+

Baze azotate

@Cyotl BCy01M OCy GB |

Figura 56 Graficul frecventei bazelor azotate, comparativ intre haplotipurile analizate

Referitor la cantitatea de adenina (A), aceasta este egala pentru Cy01l si Cy01M,
fiind in proportie de 24,14%, iar pentru Cy GB, in proportie de 24,90%. Cantitatea de
guanina este cuprinsa intre 16,86% (Cy01l, Cy01M) si 16,48% pentru Cy GB. De
asemeni, se constata diferente si pentru celelalte baze azotate: cantitatea de timina
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are valori de 28,35% pentru haplotipul general si 28,74% pentru Cy GB, iar citozina,
30,65% pentru Cy01I (ca reprezentant al haplotipului general caracteristic celor doua
populatii) si 29,89% pentru haplotipul Cy GB.

Procentul de baze complementare este de 52,49% in cazul A+T pentru Cy01I si
53,64% pentru Cy GB. Procentul de G+C este de 47,51% (Cy01l, Cy01M) si de
46,36% pentru Cy GB.

4.7.1. CARACTERIZAREA HAPLOTIPULUI CY01IM
4.7.1.1. FRECVENTELE TIPURILOR DE ASOCIERI NUCLEOTIDICE

in acest haplotip, au fost incadrate toate secventele, deoarece procentele de
similaritate sunt de 100%.

Din analiza procentelor dinucleotidelor, s-a constatat ca valoarea cea mai mare o
are perechea CT (10.3%), iar valoarea cea mai mica perechea GT, in proportie de
2,3%.

Referitor la trinucleotide, cea mai mare frecventd o inregistreaza tripletul CTA
(4,6%), iar valoarea cea mai mica, tripletele ACG, AGA, AGT, ATC, CGT, GAG, GCG,
GTA, GTG si TCG, avand o frecventa de 0,4%.

Tetramerii cu frecventa cea mai mare, sunt TACT, CATT (2,3%), iar cei cu
frecventa cea mai mica TTTT, TTTA, TTCA, TGCT, GCTA, GCAT, CTTT, CTCA,
CTAT in procent de 1,2%. In cazul pentamerilor, cea mai mare frecventd o are
pentamerul CTACT (1,5%). In ceea ce priveste hexamerii, acestia au frecvente
cuprinse intre 1,2% (AGCATT) si 0,4%.

Tetramerii, pentamerii si hexamerii cu frecventa joasa, sunt cei care se gasesc
intr-un singur exemplar in intreaga gena, avand o frecventa de 0,4%.

Cu ajutorul modulului EditSeq al DNA Star, a fost calculata temperatura de topire
a ADN, dupa un model Davis-Botstein-Roth; in acest caz, prezintd o valoare de
82,46°C.

4.7.1.2. TRANSLATIA S| CARACTERIZAREA CATENEI POLIPEPTIDICE
Translatia s-a realizat pe baza codului genetic mitocondrial pentru vertebrate,

utilizand modulul EditSeq din cadrul programului DNA Star.
Catena polipeptidica obtinuta este prezentata in Figura 57.

MTPVHFSFSS AFILGLMGLA FHRTHLLSAL LCLEGMMLSL
FIALALWALQ FESTGFSTAP MLLLAFSACE ASTGLALLVA ARTHGT

Figura 57 Catena polipeptidica a ND4L, caracteristica haplotipului Cy01IM
al speciei Cyprinus carpio

Dupa realizarea translatiei, se constata ca intreg lantul polipeptidic, este alcatuit
din 87 aminoacizi. Din Tabelul 38, se observa ca frecventa cea mai mare, o are
leucina (21,84%), iar cea mai scazuta o au glicina si triptofanul (1,15%). Se constata
de asemenea, ca lipsesc acidul aspartic, lizina, asparagina si tirozina.

Se observa ca, din totalul de 87 aminoacizi, 3 au caracter acid, 2 sunt bazici, 20
polari si 45 hidrofobi (Tabelul 39). De asemenea, se constata ca lantul polipeptidic are
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o sarcina electrica de -0,49 (la pH=7) si un punct izoelectric de 6,73 (Tabelul 39 si

Figura 58).
Tabel 38 Compozitia lantului polipeptidic
Aminoacizi 5 Procent din § Frecventa
i Numar greutatea totala oy
Simbol Nume (%) (%)
A Ala 13 9,99 14,94
C Cys 2 2,23 2,30
D Asp 0 0,00 0,00
E Glu 3 4,19 3,45
F Phe 8 12,73 9,20
G Gly 6 3,70 6,90
H His 4 5,93 4,60
I lle 2 2,45 2,30
K Lys 0 0,00 0,00
L Leu 19 23,25 21,84
M Met 5 7,09 5,75
N Asn 0 0,00 0,00
P Pro 2 2,10 2,30
Q Gin 1 1,39 1,15
R Arg 2 3,38 2,30
S Ser 9 8,48 10,34
T Thr 8 8,75 9,20
\Y Val 2 2,14 2,30
w Trp 1 2,01 1,15
Y Tyr 0 0,00 0,00
B Asx 0 0,00 0,00
z Glx 0 0,00 0,00
Ter 0 0,00 0,00
Tabel 39 Caracterizarea lantului polipeptidic
Greutate | Numar Aminoacizi Sarcin | Concentrat
molecula | de Puterni . . Punct a e Ia_ °
ra aminoaci | ¢ Putgrm Hldrofo Ppla !zoelectr ?Iectrlc ?xtlnct,le _
(Daltoni) | zi bazici cacizi | bi ri ic a B la —1 ]
pH=7 A=280nm
9247,07 87 2 3 45 20 6,736 -0,479 | 1,56
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Figura 58 Curba de titrare pentru lantul polipeptidic al ND4L, haplotip Cy01IM,
al speciei Cyprinus carpio

Ulterior, a fost realizata o analiza a structurii proteinei astfel, au fost determinate
zonele alfa helicoidale, beta pliate si de inflexiune, prin doua metode Garnier-Robson
(Garnier et al., 1978) si Chou-Fasman (Chou si Fasman, 1978); reprezentarea grafica
a zonelor hidrofobe (Kyte si Doolittle, 1982), zonele de flexie (Karplus si Schultz,
1985), indexul antigenic (Jameson si Wolf, 1988) si graficul probabil al suprafetei
(Emini et al., 1985).

Din analiza structurii lantului polipeptidic, se poate observa ca, referitor la regiunile
alfa helicoidale, nu exista diferente majore intre cele doua metode Garnier-Robson si
Chou-Fasman. Astfel, in cazul ambelor metode, se observa ca exista 3 regiuni alfa
helicoidale, existand o suprapunere partiala a suprafetelor comparativ intre cele doua
metode. De asemenea, pentru regiunile beta pliate, se observa ca, pentru ambele
metode, se constatd existenta unei singure regiuni beta pliate situate la Tnceputul
catenei polipeptidice, cu deosebirea data de diferentele de marime dintre suprafetele
acestor regiuni determinate prin cele doua metode.

Referitor la zonele de inflexiune, pentru prima metoda (Garnier—Robson) sunt date
2 astfel de zone, in timp ce prin metoda Chou-Fasman sunt prezentate ca fiind 3 astfel
de regiuni, cu diferenta ca in cazul celei de-a doua, sunt prezentate ca regiuni cu
suprafete mai mari.

Pe baza graficului hidrofobicitatii realizat dupa un model Kyte-Doolitle (Kyte si
Doolittle, 1982), se constata ca exista 6 zone hidrofobe si 6 zone hidrofile.

Din graficul indexului antigenic calculat pe baza modelului Jameson-Wolf
(Jameson si Wolf, 1988), se constata existenta a 3 regiuni cu potential antigenic.
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4.7.2. RELATII FILOGENETICE iN CADRUL GENULUI CYPRINUS, BAZATE PE
DIFERENTE ALE SECVENTELOR ND4L

in acest caz, arborii filogenetici au fost realizati, utilizand aceleasi metode UPGMA
pe baza modelului Tamura-Nei (Figura 59) si Minimum Evolution pe baza unui
algoritm Neighbour-Joining (Figura 60 si 61). Maximum Parsimony, nu poate fi folosita
in acest caz, deoarece nu exista situri informative pentru aceasta metoda (situri
conservative care sa intervina cu o frecventa de minim 2).

Cy09Mm
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0,001

Figura 59 Arbore filogenetic al genului Cyprinus, realizat prin metoda UPGMA
pe baza secventelor ND4L
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Figura 60 Arbore filogenetic rectangular al genului Cyprinus, realizat prin metoda ME

pe baza secventelor ND4L
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Figura 61 Arbore filogenetic circular al genului Cyprinus, realizat prin metoda ME
pe baza secventelor ND4L

Din Figurile 60 si 61, pe baza diferentelor dintre secvente si a sumei lungimilor
bratelor, se constata ca individul a carui secventa a fost preluata din banca de gene,
provine dintr-un nod comun ancestral, cu ramurile din care au evoluat speciile celor
doua populatii. De asemeni, pentru cele doua populatii analizate, se observa ca
indivizii acestora se grupeaza diferentiat. Se constata din cele doua figuri, ca exista
diferente Tn cadrul arborelui, date de pozitiile ramurilor interioare, dar care nu prezinta
o importanta la fel de mare ca topologia (aspectul general al arborelui) care raméane
neschimbata si care ne furnizeaza informatiile necesare pentru directiile filogenetice
ale haplotipului analizat.

4.8. ANALIZA SECVENTELOR NUCLEOTIDICE ALE CITOCROMULUI B,
PROVENITE DE LA INDIVIZI APARTINAND GENULUI CARASSIUS

Au fost aliniate 20 de secvente ale citocromului b prima parte, provenite de la
indivizi ai celor doua populatii luate in studiu (Larga-Jijia — Movileni si lasi), precum si
secvente preluate din banca de gene GenBank, provenite de la specii (Carassius
carassius Ref. nr. AY714387 si Carassius cuvieri Ref. nr. AB045144), subspecii
(Carassius auratus langsdoérfi Ref. nr. AB006953) si hibrizi (Carassius auratus x
Cyprinus carpio Ref. nr. AY694420 si Carassius auratus x Cyprinus carpio x
Carassius cuvieri Ref. nr. AY771781 ) ai genului Carassius.

Alinierea s-a realizat, utilizand metoda Clustal V (Higgins si Sharp, 1989), (Anexa
10).
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Din alinierea secventelor pentru 23 de indivizi ai genului Carassius si doi hibrizi,
se constatd ca existd un numar de 149 diferente. Dintre acestea, comparand
secventele care provin de la indivizi ai celor doua populatii analizate, se constata
existenta a trei diferente (sau a unei diferente, dar care implica trei secvente) si
anume, existenta unei tranzitii in pozitia 258 (substituirea guaninei cu adenind), pentru
secventele Cag01l, Cag071 si Cag03M. Se poate observa ca aceasta mutatie este
prezenta in ambele populatii, dar cu o rata destul de scazuta.

Cele mai multe diferente (146), apar pentru secventele preluate din banca de
gene. Astfel, se constata existenta a 137 de tranzitii si 9 transversii. Secventele care
prezinta cele mai multe diferente fatd de haplotipul general al celor doua populatii,
sunt secventele speciei Carassius cuvieri si a hibridului Carassius auratus x Cyprinus
carpio x Carassius cuvieri; acestea difera prin 38 de ftranzitii si 6 transversii.
Majoritatea tranzitiilor produse au avut loc intre citozina si timina (25), in timp ce
pentru adenina — guanina au fost inregistrate doar 15. Referitor la transversii, 2 s-au
produs intre guanina — citozina, 1 intre adenina — timina si una intre adenina —
citozina.

In cazul individului Carassius auratus langsdérfi, acesta diferd fata de haplotipul
general al celor doua populatii, prin 38 de mutatii, dintre care 37 de tranzitii si 1
transversie.

Specia Carassius carassius si hibridul Carassius auratus x Cyprinus carpio,
prezintd cate 11 diferente fatd de haplotipul general, din care 10 tranzitii si o
transversie (Gorgan, 2004a).

Din cele prezentate anterior, putem concluziona ca au fost gasite 2 noi haplotipuri
pentru citocromul b: un haplotip general (care va fi notat CagIMY) caracteristic
secventelor care nu prezinta diferente in cadrul celor doua populatii si un haplotip
specific secventelor care prezinta acea mutatie Tn pozitia 258 Cag137IM, de asemeni,
caracteristic populatiilor studiate.

Pe baza comparatiei intre secvente, s-a realizat tabelul similaritatii si divergentei
(Tabel 40), din care se constatd ca procentele de similaritate pentru cele doua
haplotipuri sunt de 99,9%, deoarece difera printr-o singura nucleotida. De asemeni,
procente foarte ridicate de similaritate (100%) se constata intre secventele Carassius
carassius si Carassius auratus x Cyprinus carpio, precum si intre secventele
Carassius cuvieri si Carassius auratus x Cyprinus carpio x Carassius cuvieri. in primul
caz, din cauza similaritatii dintre secventa speciei Carassius carassius si a hibridului
Carassius auratus x Cyprinus carpio, care s-a observat ca este de 100%, putem
deduce ca, de fapt, la incrucisarea de obtinere a hibridului a participat un individ
apartinand speciei Carassius carassius si nu Carassius auratus cum s-a precizat.
Aceasta afirmatie, se bazeaza pe faptul ca ADNmt se transmite doar pe linie materna,
iar Tn acest caz, daca femela ar fi apartinut speciei Cyprinus carpio, cu siguranta,
procentul de similaritate cu celelalte secvente ale genului Carassius, ar fi fost mai
scazut. Deci, femela a apartinut unei specii a genului Carassius, iar masculul, speciei
Cyprinus carpio. Din compararea secventelor, constatam ca secventa hibridului
corespunde in procent de 100% cu a unui individ apartindnd speciei Carassius
carassius, deci, femela care a participat la incrucisare, apartinea acestei specii.
Aceasta eroare rezida probabil din faptul ca femela care a fost introdusa in hibridare a
fost determinata doar pe baza caracterelor morfologice sau cele doua specii sunt de
fapt subspecii ale aceleiasi specii.

in al doilea caz, in situatia similaritatii dintre secventa speciei Carassius cuvieri si
cea a hibridului Carassius auratus x Cyprinus carpio x Carassius cuvieri, tinand cont
de faptul cd@ ADNmt se transmite pe linie materna, cea mai probabila situatie in acest
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caz, este cea in care, hibridul obtinut in urma incrucisarii Carassius auratus x
Cyprinus carpio este incrucisat cu o femela apartinand speciei Carassius cuvieri, caz
in care, la nivel mitocondrial, va fi transmis doar ADN-ul provenit de la genitorul
matern.

Tindnd cont de faptul ca la Cyprinidae in general gi la reprezentantii genului
Carassius Tn special, este intalnit fenomenul de ginogeneza si in aceste cazuri, este
posibil sa fie doar falsi hibrizi, adica indivizi ginogenetici. In acest caz, specia Cyprinus
carpio, nu a contribuit cu informatia sa genetica la formarea descendentilor, ci,
materialul seminal, a avut rol, doar de initiere a diviziunii celulare.

Aceste doua exemple, demonstreaza inca o datéd importanta studiilor de genetica
si filogenie moleculara in determinarea hibrizilor, a genitorilor acestora precum si a
sexului genitorilor.

Tabel 40 Procentele de similaritate gi divergenta pentru secventele haplotipurilor stabilite

Procent de similaritate
CaglM | Cag137l | Cacu | Caula | CaxC Ca;Cy Ccara
Y M \Y n y o S
cuv
« | CaglMY 99,9 93,6 94,3 98,2 93,6 98,2 CagIMY
g | Caat37l | g4 937 | 945 | 984 | 937 | 984 | Ca9137
oM M
g Cacuv 6,8 6,7 93,7 93,9 100,0 93,9 Cacuv
8 Caulan 6,0 5,9 6,7 94,6 93,7 94,6 Caulan
b CaxCy 1,8 1,6 6,5 5,7 93,9 100,0 CaxCy
g ganyx 6,8 6,7 00 | 67 | 65 93,9 | CXC¥x
8 cuv Ccuv
0 | Ccaras 1,8 1,6 6,5 5,7 0,0 6,5 Ccaras
CaglM | Cag137l | Cacu | Caula | CaxC Ca;((Cy Ccara
Y M \Y n y Ceuv S

Tn plus, pentru a stabili o mai clara diferentiere intre toate noile haplotipuri, au fost
analizate numarul si procentele in care se gasesc bazele azotate in fiecare dintre
acestea (Tabel 41).
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Tabel 41 Procentul bazelor azotate, in cadrul haplotipurilor stabilite

Baze Specii analizate
azotate [ CaglMY | Cag137IM | Ccaras | Ccuv | Caulan | CaxCy | CaxCyxCcuv
A | Nr| 198 199 202 194 198 202 194
% | 28,95 29,09 2053 | 2836 | 2895 | 2953 28,36
G N | 100 99 97 101 101 97 101
% | 14,62 14,47 1418 | 14,77 | 14,77 | 14,18 14,77
T [N | 203 203 200 205 198 200 205
% | 29,68 29,68 2024 | 2997 | 2895 | 2924 29,97
c |Nn]| 183 183 185 184 187 185 184
% | 26,75 26,75 27,05 | 2690 | 27,34 | 27,05 26,90
ae | Nr | 401 402 402 399 396 402 399
% | 58,63 58,77 58,77 | 58,33 | 57,89 | 58,77 58,33
cag || 283 282 282 285 288 282 285
% | 41,37 41,23 4123 | 4167 | 4211 | 4123 41,67

%

CaglMY

Cag137IM

Ccaras

Ccuv

Haplotip

Caulan

CaxCy

oA

|G

oT

oc

o

CaxCyxCcuv

Figura 62 Graficul frecventei bazelor azotate in cadrul haplotipurilor caracterizate

132



A G T C

Baze azotate

‘ @ CaglMY B Cag137IM O Ccaras OCcuv B Caulan @ CaxCy B CaxCyxCcuv ‘

Figura 63 Graficul frecventei bazelor azotate, comparativ intre haplotipurile analizate

Din Tabelul 41 si Figurile 62 — 63, constatam ca pentru haplotipurile descoperite Tn
cele doua populatii analizate, concentratia de adenina este de 28,95% pentru CagiMY
si 29,09% pentru Cag137IM. Cantitatea de guanina, variaza intre 14,62% in cazul
primului haplotip si 14,47% pentru cel de-al doilea, timina are valori de 29,68% pentru
ambele haplotipuri, ca si citozina, cu o valoare de 26,75%.

Procentul bazelor complementare este de 58,63% pentru A+T in cazul primului
haplotip si de 58,77% pentru cel de-al doilea, iar procentele pentru C+G sunt de
41,37% pentru CagIMY si 41,23% pentru Cag137IM.

Daca urmarim valorile pentru intreg tabelul, constatam ca exista o variatie a
cantitatii de adenina, cuprinsa intre 28,36%pentru haplotipurile Ccuv, CyxCyxCcuv i
29,53% pentru haplotipurile Ccaras si CaxCy. Cantitatea de guanina variaza
asemanator, avand valori cuprinse intre 14,18% pentru CaxCy si 14,77% pentru Ccuv,
Caulan si CaxCyxCcuv. Referitor la cantitatea de timina, se constata ca variaza intre
28,95% pentru Caulan si 29,97% pentru Ccuv si hibridul CaxCyxCcuv. Cantitatea de
citozina, variaza intre 26,75% pentru primele doua haplotipuri si 27,34% pentru
Caulan.

Referitor la procentele in care se gasesc bazele complementare, pentru A+T se
fnregistreaza valori cuprinse intre 58,77% pentru haplotipurile Cag137IM, Ccaras si
CaxCy si 57,89% pentru Caulan, iar pentru C+G, valori cuprinse intre 41,23%
(Cag137IM, Ccaras si CaxCy) si 42,11% pentru secventa Caulan.

4.8.1. CARACTERIZAREA HAPLOTIPULUI CAGIMY
4.8.1.1. FRECVENTELE TIPURILOR DE ASOCIERI NUCLEOTIDICE
Tn acest haplotip au fost incadrate toate secventele intre care nu existd diferente

(Cag02l, Cag03l, Cag04l, Cag05l, Cag06l, Cag08I, Cag09l, Cag10l, Cag01M,
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Cag02M, Cag04M, Cag05M, Cag0O6M, Cag07M, Cag08M, Cag09M, Cag10M),
apartinand celor doua populatii luate in studiu, Larga-Jijia — Movileni si lagi.

Pentru a caracteriza acest haplotip, au fost calculate frecventele dinucleotidelor
(Tabelul 84), trinucleotidelor (Tabelul 85), tetramerilor, pentamerilor si hexamerilor
(Tabelul 86), precum si tetramerii, pentamerii $i hexamerii cu frecventa joasa (Tabelul
87).

Din analiza procentelor dinucleotidelor constatam ca valoarea cea mai mare o are
perechea AT (9,8%), iar valoarea cea mai mica perechea GG, in proportie de 3,2%.
Referitor la trinucleotide, cea mai mare frecventa o inregistreaza tripletul CAT (3,8%),
iar valoarea cea mai mica, tripletele GCG, GGT si GTG, avand o frecventa de 0,1%.

Tetramerul cu frecventa cea mai mare, este CATT (1,9%), iar cei cu frecventa
redusd: TTAT, TAAT, CTTC, CTCA S| CCAT toti in procent de 0,9%. In cazul
pentamerilor (Tabelul 86), cea mai mare frecventa o are pentamerul ACATT (0,9%),
iar cea mai micé frecventd, o au TTTCT, TTCTA, TTCAT si TTCAC (0,4%). In ceea ce
priveste hexamerii, acestia au frecvente cuprinse intre 0,3% si 0,4%.

Tetramerii, pentamerii si hexamerii cu frecventad joasa, sunt cei care se gasesc
intr-un singur exemplar in intreaga gena, avand o frecventa de 0,1%.

Cu ajutorul modulului EditSeq al DNA Star, a fost calculata temperatura de topire
a ADN, dupa un model Davis-Botstein-Roth; in acest caz, prezintd o valoare de
81,13°C.

4.8.1.2. TRANSLATIA S| CARACTERIZAREA CATENEI POLIPEPTIDICE
Translatia s-a realizat pe baza unui cod genetic mitocondrial pentru vertebrate,

utilizand modulul EditSeq din cadrul programului DNA Star.
Catena polipeptidica obtinuta este prezentata in Figura 64.

MASLRKTHPL IKIANDALVD LPTPSNISAW WNFGSLLGLC LITQILTGLF LAMHYTSDIS

TAFSSVTHIC RDVNYGWLIR NIHANGASFF FICIYMHIAR GLYYGSYLYK ETWNIGVVLL

LLVMMTAFVG YVLPWGQMSF WGATVITNLL SAVPYMGDML VQWIWGGFSV DNATLTRFFA
FHFLLPFIIA AATVIHLLFL

Figura 64 Catena polipeptidica a citocromului b caracteristica haplotipului CagiMY al
speciei Carassius gibelio Bloch.

Dupa realizarea translatiei, se constata ca intreg lantul polipeptidic, este alcatuit
din 228 aminoacizi (Tabelul 42), din care se observa ca frecventa cea mai mare, o are
leucina (15,08%), iar cea mai scazuta o are cisteina (1,06%).

Se constata ca din totalul de 228 aminoacizi, 11 sunt acizi, 10 sunt bazici, 61
polari si 105 hidrofobi (Tabelul 43). De asemenea, se constata ca lantul polipeptidic
are o sarcina electrica de 0,31 (la pH=7) si un punct izoelectric de 7,09 (Figura 65).
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Tabel 42 Compozitia lantului polipeptidic

Aminoacizi Numsr Procent din Frecventa
Simbol Nume greutatea totala (%) (%)
A Ala 18 4,98 7,89
C Cys 3 1,21 1,32
D Asp 9 4,04 3,95
E Glu 2 1,01 0,88
F Phe 17 9,75 7,46
G Gly 16 3,56 7,02
H His 9 4,81 3,95
I lle 20 8,82 8,77
K Lys 5 2,50 2,19
L Leu 29 12,79 12,72
M Met 8 4,09 3,51
N Asn 12 5,33 5,26
P Pro 8 3,03 3,51
Q GIn 3 1,50 1,32
R Arg 5 3,04 2,19
S Ser 17 5,77 7,46
T Thr 13 5,91 6,58
Vv Val 15 5,02 5,70
w Trp 8 5,80 3,51
Y Tyr 11 6,99 4,82
B Asx 0 0,00 0,00
z Glx 0 0,00 0,00
Ter 0 0,00 0,00

Tabel 43 Caracterizarea lantului polipeptidic

N Aminoacizi Sarcin Concentrat
Greutate | Numar . ’
molecula | de Puterni Punct a la la o
« . . UM\ buterni | Hidrofo | Pola | izoelectr | electric extinctie
fa o |amnoact 1 ¢ -t acizi | bi fi ic a la|=1 si
(Daltoni) | zi bazici pH=7 2.=280nm
25666,07 | 228 10 11 105 61 7,098 0,311 0,43
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Figura 65 Curba de titrare pentru lantul polipeptidic al citocromului b, haplotip CagIMY
al speciei Carassius gibelio

Ulterior, a fost realizata o analiza a structurii proteinei (Figura 98); astfel, au fost
determinate zonele alfa helicoidale, beta pliate si de inflexiune, prin doua metode
Garnier-Robson (Garnier et al., 1978) si Chou-Fasman (Chou si Fasman, 1978);
reprezentarea grafica a zonelor hidrofobe (Kyte si Doolittle, 1982), zonele de flexie
(Karplus si Schultz, 1985), indexul antigenic (Jameson si Wolf, 1988) si graficul
probabil al suprafetei (Emini et al., 1985).

Din analiza structurii lantului polipeptidic, se poate observa ca referitor la regiunile
alfa helicoidale, exista diferente intre cele doua metode Garnier-Robson si Chou-
Fasman. Astfel, in cazul primei metode, se observa ca exista 9 regiuni alfa helicoidale,
in timp ce, potrivit celei de-a doua metode, exista doar 4, cu 3 puncte de suprapunere
ale suprafetelor. De asemenea, pentru regiunile beta pliate, se observa ca exista o
similaritate relativa intre cele doua metode, comparativ cu regiunile alfa, in ceea ce
priveste suprafata acestor zone. Pentru determinarea efectuata prin prima metoda, se
constata existenta a 18 regiuni beta pliate, in timp ce, pentru cea de-a doua metoda
(Chou-Fasman), sunt considerate ca existand 7 astfel de regiuni. Referitor la zonele
de inflexiune, de asemenea, comparativ pentru cele doua metode, se constata ca
pentru prima metoda (Garnier—Robson) sunt prezentate 14 regiuni, iar prin a doua
metoda (Chou-Fasman) sunt date 12 astfel de regiuni, cu precizarea ca in cazul celei
de-a doua, sunt prezentate ca regiuni cu suprafete mai mari.

Pe baza graficului hidrofobicitatii, realizat dupa un model Kyte-Doolitle (Kyte si
Doolittle, 1982), se constata ca exista 9 zone hidrofobe si 7 zone hidrofile.

Din graficul indexului antigenic calculat pe baza modelului Jameson —Wolf
(Jameson si Wolf, 1988), se constata existenta a 9 regiuni cu potential antigenic.

136



4.8.2. CARACTERIZAREA HAPLOTIPULUI CAG137IM
4.8.2.1. FRECVENTELE TIPURILOR DE ASOCIERI NUCLEOTIDICE

Acest haplotip este caracteristic secventelor Cag01l, Cag07l si Cag03S,
apartinand celor doua populatii luate in studiu, Larga-Jijia — Movileni gi lasi. Acestea
difera de haplotipul general prin interventia unei tranzitii in pozitia 258 (substitutia
guaninei cu adenina).

Din analiza procentelor dinucleotidelor, constatam ca valoarea cea mai mare o are
perechea AT (9,8%), iar valoarea cea mai mica perechea GT, in proportie de 2,6%.
Referitor la trinucleotide, cea mai mare frecventa o inregistreaza tripletul CAT (3,8%),
iar valoarea cea mai mica, tripletele GCG, GGT si GTG, avand o frecventa de 0,1%.

Tetramerul cu frecventa cea mai mare, este CATT (1,9%), iar cei cu frecventa
redusd: TTAT, TAAT, CTTC, CTCA S| CCAT, toti in procent de 0,9%. In cazul
pentamerilor, cea mai mare frecventd o are pentamerul ACATT (0,9%), iar cea mai
mica frecventd, o au TTTCT, TTCAT, TTCTA si TTCAC (0,4%). In ceea ce priveste
hexamerii, acestia au frecvente cuprinse intre 0,3% si 0,4%.

Tetramerii, pentamerii si hexamerii cu frecventad joasa, sunt cei care se gasesc
intr-un singur exemplar in intreaga gena, avand o frecventa de 0,1%.

Cu ajutorul modulului EditSeq al DNA Star, a fost calculata temperatura de topire
a ADN, dupa un model Davis-Botstein-Roth; in acest caz, prezintd o valoare de
81,07°C.

4.8.2.2. MODELAREA STRUCTURII SECUNDARE A ARNm

Deoarece exista o singura diferenta, constadnd in inlocuirea unei nucleotide,
structura generalda a ARNm este similara structurii ARNm al haplotipului general
pentru aceasta gend. Singura diferenta in acest caz, fata de structura anterioara, este
data de existenta adeninei in locul guaninei. Ca si in cazul precedent, ARNm prezinta
47 regiuni monocatenare, alternand cu 24 regiuni bicatenare.

4.8.2.3. TRANSLATIA S| CARACTERIZAREA CATENEI POLIPEPTIDICE

Translatia s-a realizat pe baza unui cod genetic mitocondrial pentru vertebrate,
utilizand modulul EditSeq din cadrul programului DNA Star.
Catena polipeptidica obtinuta este prezentata in Figura 66.

MASLRKTHPL IKIANDALVD LPTPSNISAW WNFGSLLGLC LITQILTGLF

LAMHYTSDIS TAFSSVTHIC RDVNYGWLIR NIHANGASFF FICIYMHIAR

GLYYGSYLYK ETWNIGVVLL LLVMMTAFVG YVLPWGQMSF WGATVITNLL

SAVPYMGDML VQWIWGGFSV DNATLTRFFA FHFLLPFIIA AATVIHLLFL
HETGSNNPIG LNSDADKISF HPYFSYKD

Figura 66 Catena polipeptidica a citocromului b caracteristica haplotipului Cag137IM al
speciei Carassius gibelio Bloch.

Dupa realizarea translatiei, se constata ca intreg lantul polipeptidic, este alcatuit
din 228 aminoacizi (Tabelul 44), din care se observa ca frecventa cea mai mare, o are
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leucina (15,08%), iar cea mai scazutd o are cisteina (1,06%). Se constata de
asemenea, existenta a doi codoni stop (notati cu ,.”) catre sfarsitul lantului polipeptidic.

Se constata ca din totalul de 228 aminoacizi, 11 sunt acizi, 10 sunt bazici, 61
polari si 105 hidrofobi. De asemenea, se constata ca lantul polipeptidic are o sarcina
electrica de 0,31 (la pH=7) si un punct izoelectric de 7,09.

Tabel 44 Compozitia lantului polipeptidic

Aminoacizi 5 Procent din 3 Frecventa

) Numar greutatea totala oy
Simbol Nume (%) (%)
A Ala 18 4,98 7,89
C Cys 3 1,21 1,32
D Asp 9 4,04 3,95
E Glu 2 1,01 0,88
F Phe 17 9,75 7,46
G Gly 16 3,56 7,02
H His 9 4,81 3,95
| lle 20 8,82 8,77
K Lys 5 2,50 2,19
L Leu 29 12,79 12,72
M Met 8 4,09 3,51
N Asn 12 5,33 5,26
P Pro 8 3,03 3,51
Q GIn 3 1,50 1,32
R Arg 5 3,04 2,19
S Ser 17 577 7,46
T Thr 13 5,91 6,58
\Y Val 15 5,02 5,70
w Trp 8 5,80 3,51
Y Tyr 11 6,99 4,82
B Asx 0 0,00 0,00
Y4 Glx 0 0,00 0,00
Ter 0 0,00 0,00

4.8.3. RELATII FILOGENETICE iN CADRUL GENULUI CARASSIUS, STABILITE
PRIN ANALIZA SECVENTELOR CITOCROMULUI B

Metodele folosite in filogenie si modalitdtile de realizare a arborilor filogenetici,

utilizate Tn acest caz, sunt cele care includ tranzitile si transversiile, deoarece
haplotipurile analizate pentru cele douéa populatii, prezintd ambele tipuri de mutatii.
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Cag09M
Cag10M
Cag08M
Cag07M
Cag06M
Cag05M
Cag04M
Cag02M
— Cag01M
Cag10l
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Cag04l
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CaxCy
Ccaras

Caulan

| Ccuv

| CaxCyxCcuv

0.005

Figura 67 Arbore filogenetic rectangular al genului Carassius, realizat prin metoda
UPGMA pe baza secventelor citocromului B

Astfel, prin metoda UPGMA bazatda pe modelul Tamura — Nei, care include
ambele tipuri de mutatii posibile (tranzitii si transversii), a fost obtinut un arbore
filogenetic (Figura 67), din care se observa ca Cy06 deriva direct dintr-un nod comun
ancestral, din care deriva si bratul comun al celorlalte secvente.
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Figura 68 Arbore filogenetic rectangular al genului Carassius, realizat prin metoda ME pe
baza secventelor citocromului B
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Figura 69 Arbore filogenetic circular al genului Carassius, realizat prin metoda MP pe
baza secventelor citocromului B

Din Figura 68 se constata grupele evolutive ale speciilor analizate, in care se
incadreaza secventele pe baza similaritatilor existente, aga cum au fost inhcadrate si in
cazul analizei procentelor de similaritate.

Arborele filogenetic din Figura 68, realizat prin metoda evolutiei minime (ME),
utilizdnd un algoritm Neighbour-Joining, ne furnizeazad informatii referitoare la
distantele existente intre grupele stabilite anterior. Astfel, constatam ca pe ultima
treapta a evolutiei se situeaza haplotipul general stabilit pentru cele doua populatii,
urmat de haplotipul caracteristic celorlalte trei secvente. Acesta din urma se situeaza
pe acelasi palier evolutiv cu specia Carassius auratus langsdérfi, specie care insa, a
urmat alt traseu evolutiv, pana in acest punct. De asemeni, se poate observa ca
specia cea mai apropiata de speciile comune ancestrale, din cadrul acestui grup
evolutiv, este Carassius carassius (caracuda), care se gasea si in apele tarii noastre
ca specie dominanta, dar care astazi, a fost inlocuita de specia Carassius gibelio,
persistand Tnsa doar in populatii izolate, pe areale foarte restranse, limitate la doar
cateva ecosisteme acvatice. Faptul ca a fost inlocuitd , dovedeste o adaptare mai
buna a speciei Carassius gibelio la conditiile actuale, fapt ce o situeaza pe o treapta
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evolutiva superioara speciei Carassius carassius, fapt confirmat si de prezenta
analiza.

Figura 69 prezinta un arbore circular realizat prin metoda Maximum Parsimony
(MP) care ne confirma rezultatele discutate anterior, cu precizarea ca specia
Carassius cuvieri a evoluat monofiletic dintr-un nod filogenetic comun ancestral, ceea
ce ne determind sa concluzionam ca este o specie ancestrald care sta la originea
celorlalte specii analizate. Bineinteles, daca s-ar mari numarul de taxoni analizati, este
posibil s& se constate o altd specie ancestrald, iar Carassius cuvieri sa fie doar un
rezultat al evolutiei, dar, in acest caz, cele trei metode diferite utilizate (UPGMA;
Minimum Evolution si Maximum Parsimony) la care se adauga si modelul utilizat
(Tamura-Nei), ne confirma ca este specie ancestrala pentru celelalte specii analizate.

4.9. ANALIZA SECVENTELOR NUCLEOTIDICE ALE D-LOOP, PROVENITE DE LA
INDIVIZI APARTINAND GENULUI CARASSIUS

Pentru regiunea de control mitocondrial, in cazul speciilor genului Carassius, a
fost secventiata prima parte hipervariabila a acesteia. Au fost aliniate 20 de secvente
provenite de la indivizi ai celor doua populatii luate in studiu (Larga-Jijia — Movileni si
lasi), precum si secvente preluate din banca de gene GenBank, provenite de la specii
(Carassius carassius Ref. nr. AY714387 si Carassius cuvieri Ref. nr. AB045144),
subspecii (Carassius auratus langsdorfi Ref. nr. AB006953) si hibrizi (Carassius
auratus x Cyprinus carpio Ref. nr. AY694420 si Carassius auratus x Cyprinus carpio x
Carassius cuvieri Ref. nr. AY771781 ) ai genului Carassius.

Alinierea s-a realizat, utilizand metoda Clustal V (Higgins si Sharp, 1989) si a fost
verificaté prin metoda Clustal W (Thompson et al., 1994), obtindndu-se in ambele
cazuri acelasi rezultat.

Din alinierea secventelor, se observa ca exista un numar de 82 diferente intre cele
25 de secvente, dintre care 64 tranzitii, 12 transversii, 3 inversii si 3 deletii.

Intre secventele celor doud populatii analizate, se constatd existenta a doua
diferente (sau o diferenta care implicd doua secvente, comparativ cu celelalte
secvente similare ale acelorasi populatii) ce constau in existenta unei tranzitii pentru
fiecare dintre cele doua secvente in pozitia 133, unde a avut loc substitutia timinei de
catre citozina.

Referitor la celelalte secvente preluate din banca de gene, se constata ca cele
mai multe diferente (21) fata de haplotipul general al celor doua populatii analizate, 1l
prezinta secventa speciei Carassius cuvieri, care are acelasi numar de diferente cu
secventa hibridului Carassius auratus x Cyprinus carpio x Carassius cuvieri. Pentru
secventele speciei Carasius carassius si ale hibridului Carassius auratus x Cyprinus
carpio, de asemeni, se Tnregistreaza un numar egal de mutatii (11), dintre care 10
tranzitii si o deletie.

Pe baza comparatiei intre secvente, s-a realizat tabelul similaritatii si divergentei
(Tabel 45), din care se constata ca procentele de similaritate pentru cele doua
haplotipuri ale populatiilor analizate sunt de 99,6%. De asemeni, procente foarte
ridicate de similaritate (100%) se constatd intre secventele Carassius carassius si
Carassius auratus x Cyprinus carpio, precum si intre secventele Carassius cuvieri —
Carassius auratus x Cyprinus carpio x Carassius cuvieri.
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Tabel 45 Procentele de similaritate gi divergenta pentru secventele haplotipurilor stabilite

Procent de similaritate
CagIiM Cag25l | Cacu | Caula | CaxC Ca;(Cy Ccara
D D v n y c s
cuv
CaglMD 99,6 91,1 74,3 73,1 91,1 73,1 CaglMD
Cag25l | 4 9,7 | 739 | 727 | 907 | 727 | Ca91d7!
- D M
[
qg)) Cacuv 9,7 10,2 70,2 69,0 100,0 69,0 Cacuv
()
=
2 Caulan 31,5 32,1 38,0 94,7 70,2 94,7 Caulan
©
€
8| caxCy 33,4 34,0 40,0 5,6 69,0 100,0 CaxCy
o
o
CaxCyx | g 102 | 00 | 380 | 400 69,0 | CaxCwx
Ccuv Ccuv
Ccaras 334 34,0 40,0 5,6 0,0 40,0 Ccaras
CagiM Cag25l | Cacu | Caula | CaxC Ca;((Cy Ccara
D D v n y c S
cuv

Pe baza comparatiei intre secvente, precum si a procentelor de similaritate,
constatam ca au fost gasite 2 noi haplotipuri pentru specia Carassius gibelio Bloch si
cele doua populatii analizate — un haplotip general CagIMD si unul caracteristic doar
populatiei lagi Cag25ID.

Tn plus, pentru a stabili o mai clara diferentiere intre toate noile haplotipuri, au fost

analizate numarul si procentele in care se gasesc bazele azotate in fiecare dintre
acestea (Tabel 46).
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Tabel 46 Procentul bazelor azotate, in cadrul haplotipurilor stabilite

Baze Specii analizate
azotate | CagIMD | Cag25ID | Ccaras | Ccuv | Caulan | CaxCy | CaxCyxCcuv
A Nr, 91 91 91 94 91 91 94
% 36,99 36,99 37,45 | 38,21 37,45 37,45 38,21
G Nr, 38 38 35 38 33 35 38
% 15,45 15,45 14,40 15,45 13,58 14,40 15,45
T Nr, 77 76 74 73 74 74 73
% 31,30 30,89 30,45 | 29,67 30,45 30,45 29,67
c Nr, 40 41 43 41 45 43 41
% 16,26 16,67 17,70 16,67 18,52 17,70 16,67
A+T Nr, 168 167 165 167 165 165 167
% 68,29 67,89 67,90 | 67,89 | 67,90 67,90 67,89
C+G Nr, 78 79 78 79 78 78 79
% 31,71 32,11 32,10 32,11 32,10 32,10 32,11

CagIMD Cag25ID Ccaras Ccuv Caulan CaxCy CaxCyxCcuv

Haplotip
\ DA uG oT oc |

Figura 70 Graficul frecventei bazelor azotate in cadrul haplotipurilor caracterizate
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Cc

Baze azotate

‘ @ CaglMD B Cag25ID OCcaras OCcuv W Caulan @ CaxCy B CaxCyxCcuv ‘

Figura 71 Graficul frecventei bazelor azotate, comparativ intre haplotipurile analizate

Din Tabelul 46 si Figurile 70 — 71, constatdm ca pentru haplotipurile descoperite Tn
cele doua populatii analizate, concentratia de adenina este de 36,99% pentru ambele
haplotipuri analizate, ca si cantitatea de guanina, care este de 15,45%. Timina are
valori de 31,30% pentru haplotipul CagIMD si 30,89% pentru haplotipul Cag25ID, iar
citozina, valori de 18,26% pentru primul haplotip si 16,67% pentru cel de-al doilea.

Procentul bazelor complementare este de 68,29% pentru A+T in cazul primului
haplotip si de 67,89% pentru cel de-al doilea, iar procentele pentru C+G sunt de
31,71% pentru CagIMD si 32,11% pentru Cag25ID.

Din analiza valorilor, constatdm ca exista o variatie a cantitati de adenina,
cuprinsa intre 36,99%pentru haplotipurile celor doua populatii si 38,21% pentru
haplotipurile Ccuv si CaxCyxCcuv. Cantitatea de guanina variaza asemanator, avand
valori cuprinse intre 13,58% pentru Caulan si 15,45% pentru cele doud haplotipuri
analizate, Ccuv, si CaxCyxCcuv. Referitor la cantitatea de timind, se constata ca
variaza intre 29,67% pentru Ccuv si hibridul CaxCyxCcuv si 31,30% pentru haplotipul
CaglIMD. Cantitatea de citozina, variaza intre 16,26% pentru primul haplotip si 18,52%
pentru Caulan.

Referitor la procentele in care se gasesc bazele complementare, pentru A+T se
inregistreaza valori cuprinse intre 67,89% pentru haplotipurile Cag25ID, Ccuv si
CaxCyxCcuv si 68,29% pentru CagIMD, iar pentru C+G, valori cuprinse intre 31,71%
(CaglMD) si 32,11% pentru secventele Cag25ID, Ccuv si CaxCyxCcuv.

4.9.1. CARACTERIZAREA HAPLOTIPULUI CAGIMD

4.9.1.1. FRECVENTELE TIPURILOR DE ASOCIERI NUCLEOTIDICE

In acest haplotip au fost incadrate toate secventele intre care nu existé diferente
(Cag011, Cag03l, Cag04l, Cag06l, Cag071, Cag08l, Cag09l, Cag10l, Cag01M,
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Cag02M, Cag03M, Cag04M, Cag05M, Cag06M, Cag07M, Cag08M, Cag09M,
Cag10M), apartinand celor doua populatii luate Tn studiu, Larga-Jijia — Movileni si lasi.

Din analiza procentelor dinucleotidelor, constatam ca valoarea cea mai mare o au
perechile AA si AT (13,1%), iar valoarea cea mai mica perechea CG, in proportie de
0,4%. Referitor la trinucleotide, cea mai mare frecventa o inregistreaza tripletele AAT
si TAA (4,9%), iar valoarea cea mai mica, tripletele AGC, CCG, CGG, CTG, GAT si
GTC, avand o frecventa de 0,4%. In plus, se constatd lipsa trimerilor CGA, CGC,
CGT, GCC, GCG, GCT, GGC si TCG.

Tetramerul cu frecventa cea mai mare, este TATT (2,5%), iar cei cu frecventa
redusd se gasesc in procent de 1,2%. In cazul pentamerilor (Tabelul 99), cea mai
mare frecventd o au pentamerii TTATT, TATTA, AACTA si AAATT (1,2%), iar toti
ceilalti au frecvente foarte mici (0,8%). In ceea ce priveste hexamerii, acestia au
frecvente cuprinse intre 0,8% si 0,4%.

Tetramerii, pentamerii si hexamerii cu frecventa joasa (Tabelul 100), sunt cei care
se gasesc intr-un singur exemplar in intreaga gena, avand o frecventa de 0,4%.

Cu ajutorul modulului EditSeq al DNA Star, a fost calculata temperatura de topire
a ADN, dupa un model Davis-Botstein-Roth; in acest caz, prezintd o valoare de
75,87°C.

4.9.2. CARACTERIZAREA HAPLOTIPULUI CAG25ID
4.9.2.1. FRECVENTELE TIPURILOR DE ASOCIERI NUCLEOTIDICE

in acest haplotip, se incadreaza doua secvente Cag02l si Cag05I din populatia
lasi. In plus, se poate constata c& mutatia aparutd in populatiile studiate, datorita
frecventei cu care apare, este in curs de a fi fixata in genofondul acestora.

Din analiza procentelor dinucleotidelor, constatdm ca valoarea cea mai mare o are
perechea AA (13,1%), iar valoarea cea mai mica perechea CG, in proportie de 0,4%.
Referitor la trinucleotide, cea mai mare frecventa o inregistreaza tripletul AAT (4,9%),
iar valoarea cea mai mica, tripletele AGC, CCG, CGG, CTG, GAT si GTC, avand o
frecventa de 0,4%. In plus, se constata lipsa trimerilor ACG, CGA, CGC, CGT, GAG,
GCC, GCG, GCT, GGC si TCG.

Tetramerii cu frecventa cea mai mare, sunt TATT, ATTA, ATAT, ACAT si AATT,
(2,1%), iar cei cu frecventd reduséd se gasesc in procent de 1,2%. In cazul
pentamerilor (Tabelul 103), cea mai mare frecventa o au pentamerii TATTA, ACTCA,
AACTA si AAATT (1,2%), iar toti ceilalti au frecvente foarte mici (0,8%). in ceea ce
priveste hexamerii, acestia au frecvente cuprinse intre 0,8% si 0,4%.

Tetramerii, pentamerii si hexamerii cu frecventa joasa, sunt cei care se gasesc
intr-un singur exemplar in intreaga gena, avand o frecventa de 0,4%.

Cu ajutorul modulului EditSeq al DNA Star, a fost calculata temperatura de topire
a ADN, dupa un model Davis-Botstein-Roth; in acest caz, prezintd o valoare de
76,03°C.

4.9.3. RELATII FILOGENETICE N CADRUL GENULUI CARASSIUS, BAZATE PE
DIFERENTE ALE SECVENTELOR D-LOOP

Ca si in cazul citocromului b, au fost utilizate metode care se bazeaza pe distante
si rata de substitutie, dar care implica si mutatii de genul tranzitiilor si transversiilor.
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Astfel si In acest caz, au fost utilizate UPGMA (Figura 72) pe baza unui model
Tamura-Nei, metoda evolutiei minime (ME) dupa un algoritm Neighbour-Joining

(Figura 73) si Maximum Parsimony (Figura 74).

Cag09M
Cag10M
Cag08M
Cag07M
Cag06M
Cag05M
Cag04M
Cag03M
Cag02M
Cag01M
Cag10l

Cag09l

Cag08l

Cag071

Cag06l
Cag04l
Cag03l
CagO01l

_| Cag02I
Cag05l

| Ccaras

| CaxCy

Caulan

| Cacuv

0.01

| CaxCyxCc

Figura 72 Arbore filogenetic rectangular al genului Carassius, realizat prin metoda

UPGMA pe baza secventelor d-loop
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Cag02I

_| Cag05l
Cag10M
Cag09Mm
Cag08M
Cag07M
Cag0O6M
Cag01l
Cag03l
Cag04l
Cag06l
Cag071
Cag0s8l
Cag09l
Cag10l
Cag01M
Cag02Mm
CagO3M
Cag04M
Cag0O5M

| Ccaras
| CaxCy

Caulan

| Cacuv
| CaxCyxCc

0.01

Figura 73 Arbore filogenetic rectangular al genului Carassius, realizat prin metoda ME pe
baza secventelor d-loop
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Figura 74 Arbore filogenetic circular al genului Carassius, realizat prin metoda MP pe
baza secventelor d-loop

Ca si in cazul citocromului b, topologia arborilor obtinuti prin toate cele trei metode
este identica, evidentiind gruparea taxonilor in categorii de similaritate precum si
treapta evolutiva a fiecarui grup. Astfel, se observa ca specia Carassius auratus
langsdérfi provine din aceeasi specie de origine ca si Carassius cuvieri, precum i
grupul din care au derivat speciile Carassius carasssius si Carassius gibelio. De
asemeni, se observa ca hibrizii sunt situati in aceleasi grupe cu speciile de origine.
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4.10. COMPARAREA SECVENTELOR NUCLEOTIDICE ALE GENEI CARE
DETERMINA SINTEZA ND4L DEHIDROGENAZEI, PROVENITE DE LA INDIVIZI
APARTINAND GENULUI CARASSIUS

Pentru subunitatea 4L a dehidrogenazei, in cazul speciilor genului Carassius, au
fost aliniate 20 de secvente provenite de la indivizi ai celor doua populatii luate in
studiu (Larga-Jijia — Movileni si lasi), precum si secvente preluate din banca de gene
GenBank, provenite de la specii (Carassius carassius Ref. nr. AY714387 si Carassius
cuvieri Ref. nr. AB045144), subspecii (Carassius auratus langsdérfi Ref. nr.
AB006953) si hibrizi (Carassius auratus x Cyprinus carpio Ref. nr. AY694420 si
Carassius auratus x Cyprinus carpio x Carassius cuvieri Ref. nr. AY771781 ) ai
genului Carassius (Gorgan, 2004b; Gorgan si Cimpeanu, 2004f).

Alinierea s-a realizat, utilizand metoda Clustal V (Higgins si Sharp, 1989) si a fost
verificata prin metoda Clustal W (Thompson et al., 1994), obtindndu-se in ambele
cazuri acelasi rezultat.

Din alinierea secventelor, se constata existenta a 51 diferente, dintre care 36 de
tranzitii si 15 transversii, doar intre secventele preluate din banca de gene. De
asemeni, se constata ca intre secvente provenite din cele doua populatii analizate, nu
exista diferente, de unde putem concluziona tinand cont si de numarul mic de mutatii
existent intre celelalte secvente, ca gena care codifica informatia sintezei subunitatii
4L a dehidrogenazei, este o genad conservativa, prezentdnd un potential mutagen
foarte scazut. Din cele discutate anterior, putem concluziona ca a fost gasit un nou
haplotip (CagIMN) pentru gena ND4L, caracteristic speciei Carassius auratus gubelio,
din populatiile lasi si Movileni.

Pe baza comparatiei intre secvente, s-a realizat Tabelul procentelor de similaritate
si divergenta (Tabelul 47)., din care observam ca procentele de similaritate pentru
haplotipul stabilit sunt de 97,7% din comparatia cu hibridul Carassius auratus x
Cyprinus carpio si 95,1% pentru comparatia cu secventa speciei Carassius auratus
langsdorfi.
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Tabel 47 Procentele de similaritate gi divergenta pentru secventele haplotipurilor stabilite

Procent de similaritate

Cax
Cagl | Cac | Caul | Cax | Cyx | Ccara
MN uv an Cy Ccu S
v
CagIMN 935 | 951 | 977 | 970 | o7,3 | “2IM
@
‘qc:' Cacuv 6,8 93,5 | 93,9 | 94,7 94,3 Cacuv
2
_g Caulan 5,2 6,9 97,3 | 95,8 97,0 Caulan
©
[0)
g CaxCy 2,3 6,5 2,7 98,5 | 99,6 CaxCy
[0
(&)
of CaxCyx | 51 | 56 | 44 | 15 98,9 | CXCYx
o Ccuv Ccuv
Ccaras 2,7 6,1 3,1 0,4 1,2 Ccaras
Cax
Cagl | Cac | Caul | Cax | Cyx | Ccara
MN uv an Cy Ccu s
v

Tn plus, pentru a stabili o mai clara diferentiere intre toate noile haplotipuri, au fost
analizate numarul si procentele in care se gasesc bazele azotate in fiecare dintre
acestea (Tabel 48).

Tabel 48 Procentul bazelor azotate, in cadrul haplotipurilor stabilite

Baze Specii analizate
azotate CagIMN Ccaras Ccuv Caulan CaxCy CaxCyxCcuv
A Nr, 64 59 57 59 60 59
% 24,52 22,61 21,84 22,61 22,99 22,61
G Nr, 43 45 47 45 44 45
% 16,48 17,24 18,01 17,24 16,86 17,24
T Nr, 78 80 79 78 80 81
% 29,89 30,65 30,27 29,89 30,65 31,03
c Nr, 76 77 78 79 77 16
Y% 29,12 29,50 29,89 30,27 29,50 29,12
A+T Nr, 142 139 136 137 140 140
% 54,41 53,26 52,11 52,49 53,64 53,64
C+G Nr, 119 122 125 124 121 121
% 45,59 46,74 47,09 47,51 46,36 46,36
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Figura 78 Graficul frecventei bazelor azotate in cadrul haplotipurilor caracterizate
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Figura 79 Graficul frecventei bazelor azotate, comparativ intre haplotipurile analizate

Din Tabelul 48 si Figurile 78 - 79, constatam ca, referitor la concentratia de
adenina se Tnregistreaza valori cuprinse intre 24,52% pentru haplotipul populatiei lagi
si 21,84% pentru Carassius cuvieri. Cantitatea de guanina are valori cuprinse intre
18,01% pentru Ccuv si 16,48% pentru haplotipul CagIMN. De asemeni, cantitatea de
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timina, are valori cuprinse intre 31,03% pentru hibridul Carassius auratus x Cyprinus
carpio x Carassius cuvieri si 29,89% pentru haplotipurile CagIMN si Caulan. Pentru
citozina, se inregistreaza valori cuprinse intre 30,27% pentru Caulan si 29,12% pentru
secventele CaugIMN si CyxCyxCcuv.

Referitor la procentele in care se gasesc bazele complementare, pentru A+T se
inregistreaza valori cuprinse intre 54,41% pentru haplotipul CagIMN si 52,11% pentru
Ccuv, iar pentru C+G, valori cuprinse intre 45,59% (CagIMN) si 47,51% pentru
secventa Caulan.

4.10.1. CARACTERIZAREA HAPLOTIPULUI CAGIMN
4.10.1.1. FRECVENTELE TIPURILOR DE ASOCIERI NUCLEOTIDICE

in acest haplotip au fost incadrate toate secventele, apartinand celor dou&
populatii luate in studiu, Larga-Jijia — Movileni si lagi.

Din analiza, procentelor dinucleotidelor constatdm ca valoarea cea mai mare o are
perechea TT (10,7%), iar valoarea cea mai mica perechea GT, in proportie de 1,1%.
Referitor la trinucleotide, cea mai mare frecventa o inregistreaza tripletul TTT (4,2%),
iar valoarea cea mai mica, tripletele AGT, CGC, CGG, CGT, GAG, GAT, GCG, GTA,
TCG si TGT, avand o frecventa de 0,4%. Se constata ca exista si trinucleotide lipsa:
AAA, ACG, GGG, GGT, GTC si GTG.

Tetramerul cu frecventa cea mai mare, este CCTA (2,7%), iar cei cu frecventa
redusd: TTTT, TTGC, TTCA, TTAT, TACT si TACA, toti in procent de 1,2%. In cazul
pentamerilor, cea mai mare frecventa o are pentamerul CCCTA (1,5%), iar restul, au
valori de 1,2% - 0,8%. in ceea ce priveste hexamerii, acestia au frecvente cuprinse
intre 1,2% si 0,4%.

Tetramerii, pentamerii si hexamerii cu frecventa joasa, sunt cei care se gasesc
intr-un singur exemplar in intreaga gena, avand o frecventa de 0,4%.

Cu ajutorul modulului EditSeq al DNA Star, a fost calculata temperatura de topire
a ADN, dupa un model Davis-Botstein-Roth; in acest caz, prezintd o valoare de
81,68°C.

4.10.1.2. TRANSLATIA S| CARACTERIZAREA CATENEI POLIPEPTIDICE
Translatia s-a realizat pe baza unui cod genetic mitocondrial pentru vertebrate,

utilizand modulul EditSeq din cadrul programului DNA Star.
Catena polipeptidica obtinuta este prezentata in Figura 80.

MTPVHFSFSS AFILGLMGLA FHRTHLLSAL LCLEGMMLSL FIALALWALQ
FESTGFSTAP MLLLAFSACE ASTGLALLVA TARTHGT

Figura 80 Catena polipeptidica a ND4L caracteristica haplotipului CagiMN
al speciei Carassius gibelio

Dupa realizarea translatiei, se constata ca Tntreg lantul polipeptidic, este alcatuit
din 87 aminoacizi (Tabelul 49), din care se observa ca frecventa cea mai mare, o are
leucina (24,84%), iar cea mai scazuta o au acidul glutamic si triptofanul (1,15%).
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Tabel 49 Compozitia lantului polipeptidic

Aminoacizi N Procent din Frecventa

Simbol Nume greutatea totala (%) (%)
A Ala 13 9,99 14,94
C Cys 2 2,23 2,30
D Asp 0 0,00 0,00
E Glu 3 4,19 3,45
F Phe 8 12,73 9,20
G Gly 6 3,70 6,90
H His 4 5,93 4,60
I lle 2 2,45 2,30
K Lys 0 0,00 0,00
L Leu 19 23,25 21,84
M Met 5 7,09 5,75
N Asn 0 0,00 0,00
P Pro 2 2,10 2,30
Q Gin 1 1,39 1,15
R Arg 2 3,38 2,30
S Ser 9 8,48 10,34
T Thr 8 8,75 9,20
V Val 2 2,14 2,30
w Trp 1 2,01 1,15
Y Tyr 0 0,00 0,00
B Asx 0 0,00 0,00
z Glx 0 0,00 0,00
Ter 0 0,00 0,00

Se constata ca din totalul de 87 aminoacizi, 3 sunt acizi, 2 sunt bazici, 20 polari si
45 hidrofobi (Tabelul 50). De asemenea, se constata ca lantul polipeptidic are o
sarcina electrica de -0,48 (la pH=7) si un punct izoelectric de 6,74 (Figura 81).

Tabel 50 Caracterizarea lantului polipeptidic

Greutate « Aminoacizi Sarcina Concentrati
Numar de Punct . ’
molecular . A Puterni Puterni Hidrofob | Pol izoelectri electric alao
3 amlnioamz L'; erni uterni idrofo olar |zoeCec ri ala extinctie =1
(Daltoni) ¢bazict | cackzl ! : pH=7 | siA=280nm
9247,07 87 2 3 45 20 6,736 -0,479 1,56
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Figura 81 Curba de titrare pentru lantul polipeptidic al ND4L, haplotip CagiMN
al speciei Carassius gibelio

Ulterior, a fost realizata o analiza a structurii proteinei, fiind determinate zonele
alfa helicoidale, beta pliate si de inflexiune, prin doua metode Garnier-Robson
(Garnier et al., 1978) si Chou-Fasman (Chou si Fasman, 1978); reprezentarea grafica
a zonelor hidrofobe (Kyte si Doolittle, 1982), zonele de flexie (Karplus si Schultz,
1985), indexul antigenic (Jameson si Wolf, 1988) si graficul probabil al suprafetei
(Emini et al., 1985).

Din analiza structurii lantului polipeptidic, se poate observa ca referitor la regiunile
alfa helicoidale, pentru ambele metode, sunt date ca fiind 2 astfel de zone. De
asemenea, pentru regiunile beta pliate, se constata existenta unei singure regiuni, in
cazul ambelor metode. Referitor la zonele de inflexiune, comparativ pentru cele doua
metode, se constata ca pentru prima metoda (Garnier—-Robson), sunt prezentate 2
regiuni, iar prin a doua metoda (Chou-Fasman), sunt date 3 astfel de regiuni.

Pe baza graficului hidrofobicitatii, realizat dupa un model Kyte-Doolitle (Kyte si
Doolittle, 1982), se constata ca exista 6 zone hidrofobe si 4 zone hidrofile.

Din graficul indexului antigenic, calculat pe baza modelului Jameson —Wolf
(Jameson si Wolf, 1988), se constata existenta a 9 regiuni cu potential antigenic.

4.10.2. RELATII FILOGENETICE iN CADRUL GENULUI CARASSIUS, OBTINUTE
PRIN ANALIZA SECVENTELOR GENEI ND4L

In acest caz, arborii filogenetici au fost realizati utilizand aceleasi metode UPGMA

pe baza modelului Tamura-Nei (Figura 82) si Minimum Evolution, pe baza unui
algoritm Neighbour-Joining (Figura 83) si Maximum Parsimony (Figura 84).
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Figura 82 Arbore filogenetic al genului Carassius, realizat prin metoda UPGMA
pe baza secventelor ND4L
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Figura 83 Arbore filogenetic al genului Carassius, realizat prin metoda ME

pe baza secventelor ND4L
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Figura 84 Arbore filogenetic al genului Carassius, realizat prin metoda ME
pe baza secventelor ND4L

Din Figurile 83 si 84, pe baza diferentelor dintre secvente si a sumei lungimilor
bratelor, se constata ca individul a carui secventa a fost preluata din banca de gene,
provine dintr-un nod comun ancestral, cu ramurile din care au evoluat speciile celor
doud populatii. De asemeni, pentru cele doua populatii analizate, se observa ca
indivizii acestora se grupeaza diferentiat. Se constatd din cele doua figuri, ca exista
diferente Tn cadrul arborelui, date de pozitiille ramurilor interioare, dar care nu prezinta
o importanta la fel de mare ca topologia (aspectul general al arborelui), care raméane
neschimbata si care ne furnizeaza informatile necesare pentru directiile filogenetice

ale haplotipului analizat.

4.11. DIRECTII EVOLUTIVE iN CADRUL FAMILIEI CYPRINIDAE

Acest subcapitol se doreste a fi o sinteza a datelor de ordin molecular prezentate
anterior i mai exact o cumulare a directiilor evolutive ale speciilor apartinand la cele
doua genuri. In acest sens, au fost analizate liniile de evolutie caracteristice fiecarui
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gen, cu decelarea speciilor de origine, diferentiat, pentru fiecare dintre cele trei gene
secventiate, deci pentru trei regiuni diferite ale ADNmt. Astfel, pentru citocromul b Tn
cazul celor doua genuri, Carassius si Cyprinus, au fost trasati arborii filogenetici,
utilizdnd cele trei metode mentionate si in capitolele anterioare UPGMA (Figura 85),
Minimum Evolution (Figura 86) si Maximum Parsimony (Figura 87).
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Figura 85 Arbore filogenetic circular realizat pe baza secventelor citocromului b, pentru
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Figura 86 Arbore filogenetic realizat pe baza secventelor citocromului b, pentru cele doua
genuri analizate, prin metoda ME
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Figura 87 Arbore filogenetic realizat pe baza secventelor citocromului b, pentru cele doua
genuri analizate, prin metoda MP
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Referitor la directiile evolutive, trasate pe baza secventelor citocromului b, se
costata in toate cele trei cazuri, ca specia Carassius gibelio a evoluat in paralel, dintr-
un nod filogenetic comun, cu specia Carassius carassius. De asemeni, se constata ca
ambele au provenit dintr-o specie ancestrala comund, din care s-au diferentiat si
speciile Carassius auratus langsdorfi si Carassius cuvieri; in plus aceasta specie este
foarte apropiata de speciile genului Cyprinus.

In cazul speciilor genului Cyprinus, se constatd c& directiile evolutive sunt mai
restranse, probabil si datoritd numarului mic de specii utilizat pentru analiza. Cu toate
acestea, constatam ca individul de crap oglinda (Cy06M) este cel mai apropiat
filogenetic de speciile genului Cyprinus, ceea ce ne demonstreaza faptul ca este
obtinut prin hibridare dintr-o specie ancestralda comuna, din care provin gi restul
indivizilor. Tn plus, se constata initierea unei noi directii evolutive Th cazul haplotipului
Cy0104M (dat de cele doua secvente Cy01M si Cy04M), care poate constitui la randul
sau un nod filogenetic pentru viitoare linii evolutive.

Pentru analiza filogenetica a regiunii de control mitocondrial au fost folosite
secvente de nucleotide comune celor doua genuri, avand lungimi de 246pb.

Din arborele reprezentat in Figura 88, realizat pe baza UPGMA dupa un model
Tamura-Nei, constatam si in acest caz ca specia Carassius gibelio provine ditr-un nod
evolutiv comun cu specia Carassius carassius. In plus, din Figurile 88 si 89, observam
ca pentru regiunea de control mitocondrial, o specie ancestrald, care a evoluat
monofiletic, poate fi considerata specia Carassius cuvieri. Figura 90, in schimb, ne
sugereaza ca speciile Carassius cuvieri si Carassius auratus langsdérfi, provin dintr-
un nod filogenetic comun. Referitor la speciile genului Cyprinus, ca si in cazul arborilor
realizati pe baza secventelor citocromului b, se constata ca individul de crap oglinda
se diferentiaza evolutiv de restul indivizilor apartinand tipului ,salbatic”, fiind urmat pe
scara evolutiva de individul CyO5M, apartinand aceleiasi populatii — Movileni.

Din arborii realizati pe baza secventelor ND4L, se observa ca pentru aceasta
regiune, specia Carassius cuvieri a evoluat monofiletic dintr-un nod filogenetic comun,
din care au evoluat si celelalte specii (Figurile 91 - 93). De asemeni, se considera in
cazul metodei MP, ca speciile Carassius auratus langsdérfi si Carassius carassius,
deriva dintr-un hibrid interspecific (Carassius aurats x Cyprinus carpio). Pentru
aceasta regiune, speciile genului Cyprinus se afla pe acelasi palier evolutiv,
diferentiindu-se doar individul a carui secventa a fost preluata din banca de gene.
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Figura 88 Arbore filogenetic realizat pe baza secventelor d-loop, pentru cele doua genuri

analizate, prin metoda UPGMA

163



Cag02|

Cag05l
Cag10M
Cag09oM
Cag08M
Cag07M
Cag06M
Cag05M
Cag04M
Cag03M
Cag02M
Cag01M
Cag10l
Cag09l
Cagos8l
Cag07I
Cag04l
Cag03l
Cago1l
Cago6l

Caulan

CaxCy
Ccaras

Cacuv
CaxCyxCc
Cy06M

Cy05M
Cy01l
Cy02I
Cy03l
Cy04l1
Cy05I
Cy06l
Cy07!
Cy08l
Cy09I
Cy10l1
Cy01M
Cy02M
Cy03M
Cy04M
Cy07M
Cy08M
Cy09M
Cy10M
Cy GB

0.05
Figura 89 Arbore filogenetic realizat pe baza secventelor d-loop, pentru cele doua genuri
analizate, prin metoda ME
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Figura 90 Arbore filogenetic realizat pe baza secventelor d-loop, pentru cele doua genuri
analizate, prin metoda MP
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Figura 91 Arbore filogenetic realizat pe baza secventelor ND4L, pentru cele doua genuri
analizate, prin metoda UPGMA
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Figura 92 Arbore filogenetic realizat pe baza secventelor ND4L, pentru cele doua genuri

analizate, prin metoda ME
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Figura 93 Arbore filogenetic realizat pe baza secventelor ND4L, pentru cele doua genuri
analizate, prin metoda MP
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