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A DIVERSITATII VERTEBRATELOR TERESTRE
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Rezumat. Abordarile care au la baza cercetarea ADN-ului de mediu prezinta un ansamblu de tehnici neinvazive, eficiente
si sensibile care vin si completeze metodele traditionale de biomonitoring. In general, pentru secventierea si
metabracodarea eADN-ului asociat unui anumit grup taxonomic se creeazd baze de date cu markeri moleculari specifici
care au ca scop monitorizarea biodiversitatii la scara locala. Prezentul studiu are la baza cercetari in desfdasurare cu
privire la crearea unor sisteme de metabarcodare $i baze de date locale care sa cuprinda speciile de vertebrate terestre
din Republica Moldova cu mitogenom secventiat inclus in baza de date globald RefSeq.

Cuvinte cheie: ADN de mediu, biomonitoring, sisteme de metabarcodare, RefSeq, vertebrate terestre.

ENVIRONMENTAL DNA - A TOOL FOR MONITORING THE DIVERSITY
OF TERRESTRIAL VERTEBRATES

Abstract. The approaches regarding environmental DNA research represent a set of non-invasive, efficient, and sensitive
techniques that comes to complement traditional biomonitoring methods. In order to perform sequencing and
metabracoding of eDNA associated with a specific taxonomic group is necessary to create databases with specific
molecular markers. The current study is based on ongoing investigations regarding creation of metabarcoding systems
and local reference databases. The target taxonomic groups are terrestrial vertebrate species from the Republic of
Moldova that have their mitogenomes included in the global database RefSeq.
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Introducere

Monitorizarea faunei de vertebrate terestre se bazeaza adesea pe utilizarea
tehnicilor traditionale de cercetare, acestea fiind uneori insuficiente pentru aprecierea
datelor cu referire la specii. Deoarece in ultimul deceniu, ADN-ul de mediu (eADN) a
devenit rapid un instrument de electie in evaluarea biodiversitatii, apare necesitatea
dezvoltarii si aplicarii acestuia, inclusiv in monitorizarea faunei de vertebrate terestre.
Abordarile care au la baza cercetarea ADN-ului de mediu prezintd un ansamblu de
tehnici neinvazive, eficiente si sensibile care vin sa completeze metodele traditionale
de biomonitoring. De obicei, eADN-ul este extras din probe de sol, sedimente, apa,
fecale, continut intestinal, praf si este un amestec complex de ADN intra- si
extracelular derivat din multe surse si de calitate diferiti. In general, pentru
secventierea si metabracodarea eADN-ului asociat unui anumit grup taxonomic se
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creazd baze de date cu markeri moleculari specifici care au ca scop monitorizarea
biodiversitatii la scara locala [1].

Vertebratele sunt specii cheie in majoritatea ecosistemelor terestre, insa din cauza
factorului antropic si a schimbarilor de mediu acest grup de animale cunoaste un declin
continuu In numarul si dimensiunea populatiilor [5]. Cercetarea diversitatii
vertebratelor terestre doar cu aplicarea metodelor traditionale este in general laborioasa
si dificila, astfel In prezent exista tendinte tot mai pronuntate de creare a bazelor de
date si sistemelor de metabarcodare axate pe grupuri taxonomice tintd care permit
monitorizarea speciilor la scard de comunitdti locale. Pentru crearea acestora este
necesar ca grupul taxonomic tinta sa fie constituit din specii cu mitogenom (genom
mitocondrial) secventiat inclus in baza de date globala RefSeq [2,3,4]. Aceasta din
urma cuprinde secvente verificate, nonredundante si de o calitate inalta. Scopul lucrarii
de fata a fost identificarea speciilor de vertebrate terestre din fauna Republicii Moldova

care au mitogenomul inclus in RefSeq.

Materiale si metode

Cercetarea ADN-ului de mediu necesita utilizarea unor tehnici interdisciplinare
care combind ecologia clasica, bioinformatica si biologia moleculara. Etapele cheie in
realizarea acestor studii sunt:

1. Crearea unui sistem de metabarcodare. Etapa cuprinde: stabilirea grupei
taxonomice si selectarea taxonilor tintd, designul primerilor si identificarea
metabarcodurilor (un metabarcod este format dintr-un fragment de ADN scurt si
informativ din punct de vedere taxonomic, flancat de doua regiuni conservate,
care servesc drept ancore pentru primeri si pentru realizarea PCR-ului),
determinarea in silico a specificitatii si acoperirii taxonomice a primerilor,
crearea bazei de date care sa contind metabarcodul asociat fiecarui taxon.

2. Realizarea experimentelor de laborator. Cuprinde: colectarea probelor,
extragerea, amplificarea (PCR) si secventierea eADN-ului.

3. Analiza datelor si interpretarea biologicd a acestora.

Pentru a crea un sistem de metabarcodare este necesar de a fi luate In considerare
cateva elemente importante. In primul rand trebuie definitivat clar grupul taxonomic
de interes dar si nivelul rezolutiei taxonomice necesare pentru a raspunde la intrebarile
stiintifice. Este necesar ca genomul mitocondrial al taxonilor tinta sa contind cat mai
putine erori de aceea se recomanda utilizarea secventelor incluse in RefSeq. Alt criteriu

important este stabilirea dimensiunii metabarcodurilor. Pentru eADN-ul cu nivel inalt
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de degradare cum este cel din materiile fecale se va opta pentru fragmente scurte (sub
150 perechi de baze). In consecinti, nu exista un protocol standard recomandat pentru
investigarea tuturor tipurilor de eADN si ajustarea protocoalelor de lucru se efectueaza
in functie de specificul cercetdrilor si a grupului taxonomic tintd care urmeaza a fi
studiat.

Rezultate si discutii

Pana in prezent au fost identificate 192 specii de vertebrate terestre care fac parte
din fauna Republicii Moldova si au mitogenomul inclus in RefSeq. Acestea cuprind:
140 specii de pasari, 43 specii de mamifere, 5 specii de amfibieni si 4 specii de reptile.
Totodata, sunt in desfasurare primele studii cu privire la designul primerilor,
identificarea metabarcodurilor si crearea bazelor de date de referintd care sa cuprinda
cei 192 taxoni. In cazurile in care nu este necesar identificarea simultand a mai multor
specii se urmadreste si obtinerea perechilor de primeri asociati unui singur taxon.
Acestia pot fi utilizati in special pentru monitorizarea speciilor rare sau invazive, iar
metoda implica doar utilizarea reactiei de PCR.

Desi eficiente in monitorizarea biodiversitatii, metodele de cercetare a ADN-ului
de mediu nu se aplica pe larg in Republica Moldova si se afld inca in stadiu incipient.
Dezvoltarea bazelor de date de referinta care sa cuprinda speciile de vertebrate terestre
din fauna actuala cu mitogenom in RefSeq, in comun cu crearea conditiilor de laborator,
va permite aplicarea protocoalelor de secventiere si utilizarea ADN-ului de mediu in
calitate de instrument de monitorizare a faunei locale. Dezvoltarea sistemelor de
metabarcodare a faunei terestre prezente in tara noastra va face posibild detectarea a
zeci si sute de specii intr-un singur experiment.

eADN-ul a devenit o abordare foarte atractiva pentru studierea comunitatilor de
animale din fauna actuald, totusi, In ciuda entuziasmului aparut in comunitatile
stiintifice unele aspecte tehnice si bioinformatice legate de acest tip de cercetari raman

a fi o provocare pana in prezent.

Concluzii

1. Pana in prezent au fost identificate 192 specii de vertebrate terestre care fac
parte din fauna Republicii Moldova si au mitogenomul inclus in RefSeq.

2. Monitorizarea faunei prin cercetarea ADN-ului de mediu depinde de existenta

bazelor de date de referintd ce permit atribuirea taxonomica a metabarcodurilor
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studiate. Dezvoltarea acestora va permite initierea campaniilor de monitorizare a

speciilor in baza eADN-ului si la eficientizarea evaluarii diversitatii faunistice.

Studiul are loc in cadrul proiectului 20.80009.7007.02. Schimbari evolutive ale faunei

terestre economic importante, ale speciilor rare si protejate in conditiile modificarilor antropice si
climatice, Program de Stat (2020-2023).
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