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INTRODUCERE

Din cele mai vechi timpuri, omenirea era preocupatd de cresterea vitelor, la
inceput pentru productia de carne si munca in agricultura iar ulterior pentru productia de
lapte (Acatincéi, 2004). Rasele de bovine autohtone sunt considerate patrimoniu socio-
cultural si respectiv resurse genetice valoroase datorita adaptarii lor la conditiile locale,
aspecte importante pentru programele de reproducere si conservare (Groeneveld et al.,
2010; Ilie et al., 2015).

Rasele de bovine indigene, romanesti sunt clasificate de numerosi cercetatori in
rase primitive (Sura de Stepa si Mocénita) si rase ameliorate (Baltata Romaneasca, Béltata
cu Negru Romaneasca, Bruna, Pinzgau de Transilvania) (Creangd, Maciuc, 2010; Maciuc,
2006).

Pana in anul 1850, se poate discuta de o proportie insemnata a doua rase de bovine
indigene, existente in tara noastra: Sura de Stepa (intdlnitd indeosebi in zonele de stepa si
deal) si Mocénita (rispanditd in zone muntoase). O amprenta favorabild si decisiva in
formarea acestor rase a fost reprezentatd de conditiile de mediu care au contribuit la
imprimarea insusirilor caracteristice de rusticitate, adaptabilitate la conditii severe de
mediu, rezistenta crescutd la boli si longevitate (Creanga, Maciuc, 2010; Maciuc et al.,
2009; Maciuc, 2006).

De-a lungul timpului, s-a constatat existenta a patru varietati din rasa Surd de
Stepa (Moldoveneasca, lalomiteand, Transilvaneand si Dobrogeana) denumite in functie
de zona de geografica a tarii (Creanga, Maciuc, 2010).

Rasa de bovine Sura de Stepa din Roméania apartine grupului de rase podolice,
intalnite si Tn prezent, in diferite zone ale Europei. Originea comuna a acesteia, cu alte
rase podolice (Iskar Grey, Bulgarian Grey, Istrian, Slavonian Podolian, Katerini,
Hungarian Grey, Maremmana, Podolica, Turkish Grey, etc) (Teneva et al., 2005; Pariset,
2010) este stramosul sdlbatic Bos taurus primigenius, care a fost declarat disparut in jurul
secolului al XVI-lea.

Tn literatura de specialitate existd numeroase studii pe baza ADNmt apartinand
genului Bos taurus care au demonstrat prezenta unui numar de trei haplogrupuri,
structurate din punct de vedere geografic, respectiv: T1 intalnit in Africa, T2 cu originea
in Orientul Apropiat si Asia de Vest si T3 raspandit in Europa (Troy et al., 2001; Ginja et
al., 2010; Edwards et al., 2007).

inca din anul 1892, odata cu importul de noi rase, populatia de Sura de Stepa din
Romania se confruntd cu o scadere drasticd a numarului de indivizi iar din anul 2000,
Organizatia pentru Alimentatie si Agriculturd (F.A.O.) a decis Incadrarea rasei in statusul
de risc "in pericol de extinctie”. Daca in anul 2017, studiile aratau existenta unui numar



de cca. 150 capete In zona Moldovei si Delta Dunarii (Dascalu et al., 2017), in prezent,
numarul exemplarelor din aceasta rasa s-a redus considerabil.

Pe de alta parte, rasa Pinzgau prezintd de asemenea importantd majora in sectorul
zootehnic, fiind adaptatd pentru crestere si exploatare in zonele cu altitudini intre 400-
1600 m, bogate in precipitatii si pajisti naturale fertile, avand rezistentd si valorificand
foarte bine furajele cu un continut mare in celuloza (Cotos, 2005; Fisteag, 1956; Fisteag,
1958). Rasa Pinzgau din Romania se considera a fi formata prin incrucisari intre vaci din
rasa Surd de Stepa si tauri Pinzgauer din Austria (Angelescu, 1974; Mang, 2011).

Referintele bibliografice revizuite (Georgescu et al., 1988; Bradley, Magee, 2006;
Georgescu et al., 2008; Creanga et al., 2009; Bittante, 2011; Maretto et al., 2012), cu
privire la rasele de bovine indigene, aflate in pericol de extinctie In Roménia, confirma
faptul ca acestea sunt purtdtoare a unui rezervor de gene valoroase care trebuie conservat
prin aplicarea diferitelor biotehnologii de reproducere (Han si Bobis, 2018).

Principalul nucleu de bovine din rasa Sura de Stepa se afld la momentul actual
inclus intr-un program national de conservare genetica, derulat in cadrul Statiunii de
Cercetare-Dezvoltare pentru Cresterea Bovinelor din Dancu, Iasi, insuméand un efectiv de
58 capete (37 femele si 21 masculi) in timp ce pentru rasa Pinzgau aflatd in cadrul Statiunii
de Cercetare-Dezvoltare pentru Cresterea Bovinelor din Targu-Mures se incearca
elaborarea unui program de conservare datorita pericolului de extinctie in care se afla rasa
incd din anul 2000, in acel moment, inregistrandu-se un numar de 1092 femele (Scherf,
2000).

Proiectul are ca scop principal cuantificarea variabilitatii genetice a celor doud
rase de bovine, din genul Bos taurus, prin analiza a doi markeri mitocondriali (citocrom
b si d-loop), relevanti pentru studii avansate de diversitate genetica, filogenie,
filogeografie moleculara si identificarea relatiilor de ordin taxonomic a speciilor
reprezentative din cadrul subfamiliei Bovinae. Astfel, pe baza rezultatelor obtinute, se vor
formula unele recomandari cu privire la fluxul de gene, urmarindu-se cresterea
variabilitatii genetice si reducerea efectelor consangvinizarii. Totodata, prezentul studiu
vine in completarea informatiilor existente, cu aspecte privind unele incertitudini
taxonomice, dar si evidentierea a noi informatii relative la istoria evolutiva a celor doud
rase.

Prima parte a tezei este realizatd In urma consultarii referintelor bibliografice din
literatura de specialitate, cu privire la diversitatea geneticd a bovinelor, pornind de la
domesticirea si evolutia acestei specii iar cea de-a doua parte vine in completarea datelor
existente cu propriile cercetari, clarificind astfel unele aspecte cu privire la incertitudinile
taxonomice i istoria evolutiva a celor doud populatii de bovine din rasele Sura de Stepa
si Pinzgau, din Roménia.



INTRODUCTION

Since ancient times, humans were concerned about cattle breeding, first for meat
production and work in agriculture and later for milk production (Acatincai, 2004).
Indigenous cattle breeds are considered socio-cultural heritage and valuable genetic
resources due to their adaptation to local conditions, important aspects for reproduction
and conservation programs (Groeneveld et al., 2010; Ilie et al., 2015).

Indigenous, Romanian cattle breeds are classified by many researchers into
primitive breeds (Grey Steppe and Mocanita) and improved breeds (Romanian Spotted,
Romanian Black Spotted, Brown, Pinzgauer) (Creanga, Maciuc, 2010; Maciuc, 2006).
(Creanga, Maciuc, 2010; Maciuc, 2006).

Until 1850, we can discuss a majority proportion of two indigenous cattle
breeds, existing in our country: Grey Steppe (found mainly in the steppe and hill
areas) and Mocanita (widespread in mountainous areas). A favorable and decisive
imprint in the formation of these breeds was represented by the environmental
conditions that contributed to the printing of the characteristic features of rusticity,
adaptability to severe environmental conditions, increased resistance to disease
and longevity (Creanga, Maciuc, 2010; Maciuc et al., 2009; Maciuc, 2006).

Over time, it has been found the existence of four ecotypes of the Grey Steppe
breed (Moldavian, Transylvanian, Dobrogean and Ialomitean) named according to the
geographical area of the country (Creanga, Maciuc, 2010).

The Romanian Grey Steppe belongs to the group of podolian breeds, still found
today, in different areas of Europe. The common origin of this breed with other podolian
breeds (Iskar Gray, Bulgarian Gray, Istrian, Slavonian Podolian, Katerini, Hungarian
Gray, Maremma, Podolica, Turkish Gray, etc.) (Teneva et al., 2005; Pariset, 2010) is the
wild ancestor Bos taurus primigenius, which was declared extinct around the 16th
century.

In the literature are numerous studies based on mtDNA belonging to the Bos
Taurus, that have demonstrated the presence of a number of three haplogroups,
geographically structured, respectively: T1 found in Africa, T2 originating in the Middle
East and West of Asia and T3 widespread in Europe (Troy et al., 2001; Ginja et al., 2010;
Edwards et al., 2007).

Since 1892, with the import of new breeds, the romanian Gray Steppe population
has been facing a drastic decline in numbers, and since 2000, the Food and Agriculture
Organization (F.A.O.) has decided to include the breed in risk status "endangered”. If in
2017, studies showed the existence of a number of approx. 150 heads in the area of
Moldova and the Danube Delta (Dascilu et al., 2017), currently, the number of specimens
of this breed has decreased considerably.

However, Pinzgau breed is also of major importance in the livestock sector, being
adapted for breeding and exploitation in areas with altitudes between 400-1600 m, rich in
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rainfall and fertile natural meadows, having resistance and capitalizing very well on
fodder with a content high in cellulose (Cotos, 2005; Fisteag, 1956; Fisteag, 1958). The
Pinzgau breed from Romania is considered to be formed by crosses between cows from
the Grey Steppe breed and Pinzgauer bulls from Austria (Angelescu, 1974; Mang, 2011).

Revised bibliographic references (Bradley, Magee, 2006; Georgescu et al., 2008;
Creanga et al., 2009; Bittante, 2011; Maretto et al., 2012), regarding the endangered
indigenous cattle breeds in Romania, confirm that they are carriers of a reservoir of
valuable genes that must be preserved by applying different reproductive biotechnologies
(Han and Bobis, 2018).

The main nucleus of Grey Steppe cattle is currently included in a national genetic
conservation program, within the Research Station for Cattle Breeding Dancu —
S.C.D.C.B,, lasi, totaling a herd of 58 heads (37 females and 21 males) while for the
Pinzgau breed within the Research Station for Cattle Breeding Dancu — S.C.D.C.B,,
Targu-Mures, an attempt is made to develop a conservation program due to the danger of
extinction in which the breed is since 2000, at that time, a number of 1092 females (Scherf,
2000).

The main purpose of the project is to quantify the genetic variability of the two
breeds, from Bos taurus, by analyzing two mitochondrial markers (cytochrome b and d-
loop), relevant for advanced studies of genetic diversity, phylogeny, molecular
phylogeography and identification of taxonomic relationships order of the representative
species within the Bovinae subfamily.

Thus, based on the results obtained, some recommendations will be formulated
regarding the gene flow, increasing genetic variability and reduce the effects of
inbreeding. At the same time, this study complements the existing information, with
aspects regarding some taxonomic uncertainties, but also the highlighting of new
information related to the evolutionary history of the two breeds.

The first part of the thesis is made after consulting the bibliographic references in
the literature, on the genetic diversity of cattle, starting from the domestication and
evolution of this species and the second part complements the existing data with their own
research, thus clarifying aspects regarding the taxonomic uncertainties and the
evolutionary history of the two cattle breeds from: Grey Steppe and Pinzgau, from our
country.
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REZUMAT

Titlul tezei de doctorat: Estimarea relatiilor filogenetice si cuantificarea
diversitatii genetice la rasele de bovine Sura de Stepa si Pinzgau, aflate in pericol de
extinctie Tn Roméania

Cuvinte cheie: diversitate geneticda; Surda de Stepd; Pinzgau, filogenie;
variabilitate geneticd, citocrom b, d-loop; markeri mitocondriali; secventiere genica

Tn ultimii 20 de ani, aproximativ 300 de rase din cca. 6000 apartinand unor specii
diferite de animale de ferma au fost identificate de catre Organizatia Natiunilor Unite
pentru Alimentatie si Agricultura (F.A.O.) ca fiind disparute sau in pericol de extinctie.
Principalii factori de risc sunt reprezentati de eroziunea genetica datoratd inseminarilor
artificiale, presiunea economica asupra fermierilor cu tintd directd asupra obtinerii unor
productii ridicate a materiilor prime de origine animala (lapte/carne) sau incrucisari intre
indivizi cu structura genetica diferitd (Pariset et al., 2010). In categoria raselor de bovine
aflate in pericol de extinctie se incadreaza doud rase locale, respectiv Sura de Stepa si
Pinzgau care fac obiectul acestui studiu.

Rasele de bovine indigene din Roméania sunt clasificate de numerosi cercetatori
in rase primitive (Sura de Stepa si Mocanita) si rase ameliorate (Baltata Romaneasca,
Biltata cu Negru Roméaneasca, Bruna, Pinzgau de Transilvania) (Creanga, Maciuc, 2010;
Maciuc, 2006).

Rasa de bovine Sura de Stepa din Romania apartine grupului de rase podolice,
intalnite si Tn prezent, in diferite zone ale Europei. Originea comuna a acesteia, cu alte
rase podolice (Iskar Grey, Bulgarian Grey, Istrian, Slavonian Podolian, Katerini,
Hungarian Grey, Maremmana, Podolica, Turkish Grey, etc) (Teneva et al., 2005; Pariset,
2010) este stramosul salbatic Bos taurus primigenius, care a fost declarat disparut in jurul
secolului al XVlI-lea, ultima turma inregistratd fiind in Polonia, anul 1627 d.Hr.
(Gotherstrom et al., 2005; Pitt et al., 2018). Acesta a fost raspandit pe o mare parte din
Eurasia si Africa de Nord in timpul a doud mari epoci: Pleistocenul tarziu si Holocenul
timpuriu (Meadow, 1993; Clutton-Brock, 1990), dand nastere celor doi taxoni care au
avut un rol crucial inh domesticirea bovinelor de astazi: Bos taurus si Bos indicus (Park et
al., 2015) si care se diferentiazd in primul rand prin prezenta unei cocoase (specifice
pentru Bos indicus). Din genul Bos taurus fac parte taurinele tipice din Europa, nord-estul
Asiei si nordul Africii, adaptate indeosebi climatului rece (Upadhyay et al., 2017).
Numeroase studii au demonstrat faptul ca rasele moderne de bovine europene din genul
Bos taurus se caracterizeaza prin prezenta haplogrupului mitocondrial T (Edwards et al.,
2007; Scheu et al., 2008).

Rasa de bovine Pinzgau prezinta importantd majora in sectorul zootehnic, fiind
adaptata pentru crestere si exploatare in zonele cu altitudini de 400-1600 m, bogate in
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precipitatii si pajisti naturale fertile, avand rezistenta ridicata si valorificaind foarte bine
furajele cu un continut mare in celuloza (Cotos, 2005; Fisteag, 1956; Fisteag, 1958). Rasa
Pinzgau din Romania s-a format prin incrucisari intre vaci din rasa Sura de Stepa si tauri
Pinzgauer din Austria (Angelescu, 1974; Mang, 2011).

Referintele bibliografice revizuite (Bradley, Magee, 2006; Georgescu et al., 2008;
Creanga et al., 2009; Bittante, 2011; Maretto et al., 2012), cu privire la rasele de bovine
indigene, aflate in pericol de extinctie In Romania, confirma faptul ca acestea sunt
purtatoare a unui rezervor de gene valoroase care trebuie conservat prin aplicarea
diferitelor biotehnologii de reproducere (Han si Bobis, 2018).

Pentru elaborarea acestei teze de doctorat, s-au efectuat o serie de cercetari cu
scopul de a evalua diversitatea genetica a celor doua rase de bovine, Sura de Stepa si
Pinzgau, aflate in pericol de extinctie in Romania, prin analiza a doi markeri mitocondriali
(citocrom b si d-loop), relevanti pentru studii de diversitate geneticd, filogenie,
filogeografie moleculara si identificarea relatiilor taxonomice intre indivizi din diferite
specii.

Prima parte a tezei este realizata in urma consultarii referintelor bibliografice din
literatura de specialitate, Insumand un numar de 3 capitole care abordeaza aspecte cu
privire la diversitatea genetica a bovinelor, pornind de la dovezile arheologice care atesta
domesticirea si evolutia acestora, originea si filogenia raselor de bovine europene precum
si analiza statusului de risc al raselor Surd de Stepa si Pinzgau din Romania.

A doua parte a tezei aduce o serie de completdri a informatiilor existente in
literatura de specialitate, cu privire la diversitatea genetica si clarificarea unor incertitudini
taxonomice precum si evidentierea a noi considerente relative la istoria evolutiva a acestor
rase din cadrul subfamiliei Bovidae, insumand un numar de 4 capitole.

Scopul cercetdrii a fost acela de a cuantifica variabilitatea genetica a raselor de
bovine Sura de Stepa si Pinzgau si de a stabili relatiile de filogenie in cadrul subfamiliei
Bovinae.

Planul de obiective a implicat parcurgerea mai multor etape de cercetare:

1. Cuantificarea variabilitatii genetice a populatiilor de bovine din cele
doud rase, prin parcurgerea urmatoarelor etape:

> identificarea haplotipurilor prezente atat in populatia de bovine Sura de
Stepa din cadrul S.C.D.C.B., Dancu-Iasi cat si a populatiei din rasa Pinzgau din cadrul
S.C.D.C.B, Targu-Mures, prin analiza secventelor nucleotidice ale citocromului b si a
regiunii de control mitocondrial d-loop;

> estimarea diversitatii genetice intra si interpopulationale pe baza
rezultatelor obtinute in urma analizei celor doi markeri mitocondriali.

2. Analiza filogenetica a raselor prin parcurgerea urmatoarelor etape:

> compararea ratei de evolutie a markerilor mitocondriali studiati, cu rata

de evolutie a genomului mitocondrial complet, atat la nivel de rasa, specie cat si la nivel
de gen, prin analiza secventelor genice rezultate in urma secventierii;

> impactul markerilor mitocondriali Tn estimarea timpului de divergenta.
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Realizarea obiectivelor propuse in cadrul acestei cercetdri a fost posibila prin
efectuarea unor analize in cadrul laboratoarelor specializate atdt din tara cat si din
strainatate.

In vederea cuantificarii diversitatii genetice, au fost efectuate o serie de analize in
cadrul Laboratorului de Genetica Moleculara al Facultatii de Biologie, Universitatea
,»Alexandru Ioan Cuza” din lasi.

Pentru secventierea markerilor mitocondriali citocrom b si d-loop, probele de
ADN au fost purificate si pregatite pentru a fi trimise in cadrul unui laborator specializat
din Amsterdam-Olanda, "Macrogen-Europe"” iar secventele de ADN obtinute au fost
trimise in format electronic, sub forma unor fisiere de tip FASTA si a unor cromatograme
specifice fiecarei secvente analizate.

Pentru analiza secventelor genice ale citocromului b si ale regiunii de control
mitocondrial d-loop au fost utilizate o serie de programe de analizd geneticd, enumerate
si prezentate Tn continuare.

* Secventierea produsilor PCR: secventiere tip SANGER 1in cadrul
Laboratorului de Geneticd Moleculara al Facultatii de Biologie, Universitatea ,,Alexandru
Ioan Cuza” din lasi si in cadrul Laboratorului Macrogen-Europe din Olanda;

* Alinierea cromatogramelor si corectarea secventelor brute utilizand
programul DNA Baser;

* Analiza secventelor:

Aliniere - programul Mega X;

Model de substitutie — programul jModelTest;

Retea de haplotipuri — programul PopArt;

Constructia arborilor filogenetici de tipul NJ-Neighbor Joing, ML— maximum
likelihood - programul SeaView;

Genetica populationald — programele DnaSP 5.10 si R.

AN NI NERN

\

Analiza pedigree

Evaluarea diversitatii genetice a rasei de bovine Surd de Stepa pe baza analizei
pedigree a fost realizatd pe un numar de 171 indivizi.

Datele au fost mai intai evaluate pentru fiecare individ si apoi utilizate pentru a
calcula: intervalul intre generatii (L), gradul de rudenie (fIBD), gradul de rudenie nativa
(fIBD | N), native genome equivalent (NGE), coeficientul de consangvinizare (F),
dimensiunea efectiva a populatiei (Ne), diversitatea genetica, contributia nativa bazata pe
pedigree (NPED), contributia geneticd a altor rase si selectia optimd a contributiei,
utilizand pachetul R optiSel (Wellmann, 2019).

Populatia de bovine din rasa Surd de Stepd din cadrul S.C.D.C.B., Dancu a fost
maritd Tn 2002, prin inseminarea in vitro a unui numar de 19 femele, utilizind material
seminal de la 11 tauri. Stramosii masculi folositi pentru a construi toate cele 9 linii
genetice, au fost indivizi de rasd purd, cu pedigree si fenotip specific Surei de Stepa. Pe

de alta parte, exemplarele de sex feminin au prezentat diferite grade de incertitudine in
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ceea ce priveste statutul lor de rasa pura, unele dintre ele avand caracteristici nespecifice
rasei.

Initial, dimensiunea populatiei a Inregistrat o faza de crestere accentuata, cu un
maximum de 88 indivizi identificati in anul 2007, urmand apoi o faza scurta de scadere a
numarului de exemplare (perioada 2007-2009) iar din 2010 este stabila la aproximativ 58
de indivizi.

In general, raportul nastere-deces a fost pozitiv, cu o rati medie a natalitatii de
8,3 indivizi/an si o ratd medie a mortalitatii de 6 indivizi/an. Durata medie de viata a fost
de doar 6,4 ani 1nsa intervalul mediu intre generatii a fost destul de ridicat, 12,75.

Valoarea ridicata a intervalului dintre generatii este influentatd de varsta
femelelor, care variaza intre 0 - 24 ani, in timp ce masculii au o durata de viata de cel mult
5 ani. Pe baza datelor din pedigree au fost urmarite complet un numar de 6 generatii pentru
femele si 5 pentru masculi. Integritatea informatiilor din pedigree a ardtat valori relativ
ridicate (<0,85) pana la generatia a doua, atat pentru masculi cat si pentru femele.

Coeficientul de consangvinizare a prezentat valori cuprinse n intervalul 0 - 0,39,
in timp ce media a fost de 3,82% pentru indivizii vii si 2,3% per total indivizi analizati.

Populatia actuald prezinta un nivel de diversitate genetica de ~ 94%. Contributia
genetica a indivizilor cu origini neclare sau cu aspect nespecific al rasei a scazut treptat,
in timp, de la ~ 50% 1n 2002 la mai putin de 3% in 2019.

Analiza secventelor genice

Ca urmare a secventierii genei citocrom b si a regiunii de control mitocondrial
d-loop s-a constatat faptul ca acesti markeri prezinta o relevanta deosebita in evidentierea
diferentelor genetice si stabilirea filogeniei dintre indivizii unei specii.

Prin analiza si interpretarea secventelor genice specifice rasei de bovine Sura de
Stepa, s-au identificat un numar de 4 haplogrupuri, cu diferite frecvente (T 1-3%, T2-19%,
T3/T4-62% si P'QT-16%), in care au fost incadrati cei 32 indivizi studiati. Identificarea
haplogrupului P'QT in urma analizei secventelor nucleotidice, indica faptul cd acest
haplogrup este de tip ancestral, fiind specific bourului (Bos taurus primigenius), din care
a evoluat aceasta rasa de bovine.

Tn cadrul acestui haplogrup au fost identificati un numir de 5 indivizi,
reprezentand un procent de 16% din totalul exemplarelor analizate, care ar putea fi utilizati
in cadrul selectiei, pentru incrucisari, cu scopul de a conserva rasa in stare pura.

Expansiunea demografica si spatiald are la baza modelul de clacul Mismatch
distribution si aratd distributia numarului de diferente, identificate intre perechile de
haplotipuri. De reguld, aceasta distributie poate fi unimodala (specifica populatiilor care
au suferit fie o expansiune demografica recenta, fie o expansiune spatiala, caracterizata
de un grad mare de migratie) sau multimodald (in cazul populatiilor aflate in echilibru
demografic). Pentru populatia de bovine Sura de Stepa a rezultat o distributie multimodala
atat in urma anlizei secventelor nucleotidice ale citocromului b cat si a regiunii de control
mitocondrial d-loop.
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In cazul rasei Pinzgau, ca si in cazul rasei Sura de Stepa, s-a identificat frecventa
haplogrupurilor pentru cei 24 indivizi, atat pe baza analizei secventelor genice ale
citocromului b cat si a regiunii de control mitocondrial d-loop. De asemenea, s-a calculat
proportia celor patru baze azotate pentru ambele secvente precum si coeficientul de
specificitate pe baza raportului A+T/G+C. S-a urmarit in ansamblu, dinamica ratei de
evolutie a celor doi markeri mitocondriali si expansiunea demografica a grupului de
indivizi analizati.

Ca urmare a analizei secventelor genice, spre deosebire de rasa Sura de Stepa, 1n
cazul rasei Pinzgau au fost identificate 3 haplogrupuri, avand frecvente diferite (T1, T2 si
T3). Cei 24 de indivizi au fost distribuiti in haplogrupurile corespunzatoare, astfel: 18
indivizi apartinand haplogrupului T3 (75%), 5 indivizi identificati in cadrul haplogrupului
T2 (21%) si un singur individ reprezentant pentru haplogrupul T1 (4%).

Tn primele capitole s-a discutat despre dovezile arheologice care atesta faptul ca
bovinele au trecut prin doud mari evenimente de domesticire, respectiv, primul eveniment
care a avut loc in sud-vestul Asiei, dand nastere bovinelor cu descendenta in Bos
primigenius si al doilea din care a evoluat zebu sau Bos indicus (Loftus et. al., 1994,
Loftus et. al., 1999; Troy et. al., 2001).

Analizele ADN-ului mitocondrial la rasele de bovine din Europa au demonstrat
apartenenta majoritatii acestora la haplogrupul T, cu o estimare a timpului de divergenta
de ~ 16 mii ani. Acest haplogrup T, este divizat in doud subclade surori, respectiv T1-T2-
T3 (in care au fost identificati o mare parte din indivizii apartinand celor doud rase) si
subcladele T4-T5 (Mannen et. al., 2004; Bradley et. al., 1996).

Haplogrupurile T si P'QT, identificate la rasa Sura de Stepa au fost implicate in
acelasi proces de domesticire in Cornul Abundentei (Achilli et. al., 2008; Achilli et. al.,
2009).

Conform expansiunii demografice, evidentiatd pe baza modelului de calcul
Mismatch distribution se poate observa distributia numarului de diferente ce se regasesc
intre perechile de haplotipuri. Indivizii din rasa Pinzgau au prezentat o distributie de tip
multimodal, rezultata atat din analiza secventelor nucleotidice ale citocromului b cat si a
regiunii de control mitocondrial d-loop, ceea ce aratd un echilibru demografic.

Rezultatele investigatiilor privind cuantificarea variabilitatii genetice a celor doua
rase de bovine Sura de Stepa si Pinzgau din Roménia si identificarea relatiilor filogenetice
n cadrul subfamiliei Bovinae au condus la formularea urmatoarelor concluzii:

- cuantificarea spectrofotometrica a ADN-ului total a validat cantitativ si calitativ
etapa de izolare a acidului dezoxiribonucleic facand posibila trecerea la urmatoarele etape
de analiza;

- prin migrarea produsilor PCR 1n gel de agarozd, s-a constatat faptul ca nu au
avut loc amplificari nespecifice si nici nu au avut loc contaminari iar primerii utilizati
pentru amplificare au prezentat un grad ridicat de specificitate pentru cei doi markeri
mitocondriali analizati;
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- ca urmare a secventierii markerilor mitocondriali citocrom b si d-loop s-a
constatat faptul ca acestia prezintd o relevantd deosebitd in evidentierea diferentelor
genetice si stabilirea filogeniei dintre indivizii unei specii;

- analizele moleculare efectuate privind diversitatea geneticd, expansiunea
demografica si spatiald a celor doud rase de bovine din Roméania, demonstreaza
sustenabilitatea spatio-temporald a indivizilor, aspect favorabil procesului de
reintroducere in libertate a acestora;

- cercetarile filogenetice efectuate au demonstrat cd pentru a cuantifica corect
relatiile filogenetice din cadrul subfamiliei Bovinae si pentru a estima timpul de
divergenta, nu este suficienta folosirea unui arbore cu suport topologic ridicat, acesta
nefiind capabil sd estimeze corect varsta cladelor ci analiza unor markeri mitocondriali
concatenati si analizati individual pentru rasele de bovine incluse 1n studiu;

- prin investigatiile moleculare efectuate s-a constatat cd gena citocrom b
reprezintd markerul mitocondrial cel mai capabil sa evalueze corect relatiile filogenetice
din cadrul subfamiliei Bovinae.

Rezultatele cercetarii, pot contribui la Tmbunatatirea programului de conservare
al raselor Surd de Stepd si Pinzgau si la completarea informatiilor actuale cu privire la
diversitatea geneticd a acestora, reprezentdnd un instrument valoros pentru eforturile
privind conservarea acestor rezerve de gene aflate in pericol de extinctie.

Pastrarea genofondului acestor rase necesita aplicarea unor masuri suplimentare
si alocarea unor resurse financiare considerabile. Pentru a concepe strategii de conservare
adecvate si eficiente, trebuie luate in considerare o serie de cunostinte exacte despre toti
indivizii existenti 1n cadrul unei populatii. Prin urmare, se recomanda cercetari
suplimentare, care sd aibd in vedere analiza genomului mitocondrial complet, a
cromozomului Y (partea paternd), a microsatelitilor, analiza ADN-ului extras de la fosile
sau resturi osoase apartinand taurinelor Bos taurus, asigurand astfel o mai buna intelegere
a structurii genetice reale si a istoriei anterioare a populatiei studiate.

Un aspect important pentru a asigura un program eficient de conservare al celor
doua rase il reprezintd conservarea materialului genetic prin criogenarea probelor (tesut
si ADN genomic) si crearea unei baze de date cu probele arhivate, parametrii fenotipici si
profilul genotipic al fiecarui individ, astfel incat sa se asigure propagarea rasei. Analizele
genomice, aplicarea biotehnicilor de reproducere si crearea unei banci de material genetic
vor contribui la o conservare activa si la eliminarea raselor din lista celor aflate in pericol
de extinctie precum si la dezvoltarea orientarilor specifice, sub aspect economic, genetic
si cultural.
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SUMMARY

The title of the doctoral thesis: ,,Phylogenetic relationships and genetic diversity
of endangered romanian cattle breeds, Grey Steppe and Pinzgau”

Key words: genetic diversity; Grey Steppe cattle breed, Pinzgau cattle breed;
phylogeny; genetic variability; cytochrome b; d-loop; mitochondrial markers; gene
sequencing

In the last 20 years, about 300 breeds of approx. 6,000 belonging to different
species of animals have been identified by the Food and Agriculture Organization of the
United Nations (F.A.O.) as endangered.

The main risk factors are genetic erosion due to artificial insemination, economic
pressure on farmers with a direct target on large milk or meat production or crossbreeding
between individuals with different genetic structure (Pariset et al., 2010).

The category of endangered cattle breeds includes two local breeds, namely Grey
Steppe and Pinzgau, which are the subject of this study.

The indigenous cattle breeds from Romania are classified by numerous
researchers in primitive breeds (Grey Steppe and Mocanita) and improved breeds
(Romanian Spotted, Romanian Black Spotted, Brown, Pinzgau) (Creanga, Maciuc, 2010;
Maciuc, 2006).

The romanian Grey Steppe cattle breed belongs to the group of podolian breeds,
still found in different areas of Europe. Its common origin, with other Podolian breeds
(Iskar Gray, Bulgarian Gray, Istrian, Slavonian Podolian, Katerini, Hungarian Gray,
Maremma, Podolica, Turkish Gray, etc.) (Teneva et al., 2005; Pariset, 2010) is the wild
ancestor Bos taurus primigenius, which was become extinct around the 16th century, the
last herd recorded being in Poland, in 1627 AD. (Gétherstrém et al., 2005; Pitt et al.,
2018).

It was widespread in Eurasia and North Africa during two major epochs: the Late
Pleistocene and Early Holocene (Meadow, 1993; Clutton-Brock, 1990), giving birth to
the two ancestors who played a crucial role in the domestication of cattle: Bos taurus and
Bos indicus (Park et al., 2015) and which differs primarily by the presence of a hump
(specific for Bos indicus).

Bos taurus includes typical cattle from Europe, Northeast Asia and North Africa,
adapted mainly to the cold climate (Upadhyay et al., 2017). Numerous studies have shown
that modern cattle breeds from Europe, are characterized by the mitochondrial haplogroup
T (Edwards et al., 2007; Scheu et al., 2008).

The Pinzgau cattle breed is adapted for breeding and exploitation in areas with
altitudes of 400-1600 m, rich in rainfall and fertile natural meadows, with high resistance
and capitalizing very well on feed with a high cellulose content (Cotos, 2005; Fisteag,
1956; Fisteag, 1958). The romanian Pinzgau breed was formed by crosses between cows
from the Grey Steppe breed and Pinzgauer bulls from Austria (Angelescu, 1974; Mang,
2011).
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Revised bibliographic references (Bradley, Magee, 2006; Georgescu et al., 2008;
Creanga et al., 2009; Bittante, 2011; Maretto et al., 2012), regarding the endangered
indigenous cattle breeds in Romania, confirm that they are carriers of a reservoir of
valuable genes that must be preserved by applying different reproductive biotechnologies
(Han and Bobis, 2018).

For the elaboration of this doctoral thesis, a series of researches were carried out
in order to evaluate the genetic diversity of the two cattle breeds, Grey Steppe and
Pinzgau, which are endangered in Romania, by analyzing two mitochondrial markers
(cytochrome b and d-loop), relevant for studies of genetic diversity, phylogeny, molecular
phylogeography and identification of taxonomic relationships between individuals of
different species.

The first part of the thesis is made after consulting the bibliographic references
in the literature, summing up a number of 3 chapters that present aspects on the genetic
diversity of cattle, starting from archaeological evidence attesting their domestication and
evolution, origin and phylogeny of European breeds and analysis of the risk status of
romanian Grey Steppe and Pinzgau.

The second part of the thesis brings a series of additions to the existing
information in the literature on genetic diversity and clarification of taxonomic
uncertainties and highlighting new considerations related to the evolutionary history of
these breeds within the subfamily Bovidae, totaling a number of 4 chapters.

The aim of this research was to quantify the genetic variability of Grey Steppe
and Pinzgau cattle breeds and to establish phylogenetic relationships within the Bovinae
subfamily.

The objective plan includes several stages of research:

1. Quantification of the genetic variability of Grey Steppe and Pinzgau cattle
breeds by performing the following steps:

- identification of haplotypes present in the Grey Steppe population (S.C.D.C.B.,
Dancu-Iasi) and in the Pinzgau population (S.C.D.C.B., Targu-Mures), by analyzing the
nucleotide sequences of cytochrome b and d-loop mitochondrial control region;

- estimation of intra and inter-population genetic diversity based on the results
obtained from the analysis of the two mitochondrial markers.;

2. Phylogenetic analysis of breeds by following the following steps:

- comparing the evolution rate of mitochondrial markers, with the evolution rate
of the complete mitochondrial genome, by analyzing the gene sequences resulting from
sequencing;

- the impact of mitochondrial markers in estimating the time of divergence.

The achievement of the objectives proposed in this research was possible by
performing analysis in specialized laboratories both in the country and abroad.

To quantify the genetic diversity, a series of analyzes were performed within the
Molecular Genetics Laboratory of the Faculty of Biology, “Alexandru loan Cuza”
University of lasi.

For the sequencing of the cytochrome b and d-loop mitochondrial markers, DNA
samples were purified and prepared to be sent to a specialized laboratory in Amsterdam-
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Netherlands, "Macrogen-Europe” and the DNA sequences were sent in electronic format,
in the form of FASTA files and chromatograms specific to each analyzed sequence.

A series of genetic analysis programs, listed and presented below, was used to
analyze the gene sequences of cytochrome b and d-loop mitochondrial control region.

* Sequencing of PCR products: SANGER type sequencing within the
Molecular Genetics Laboratory of the Faculty of Biology, “Alexandru loan Cuza”
University of lasi and within the Macrogen-Europe Laboratory in the Netherlands;

* Chromatogram alignment and sequence correction using the DNA Baser
program;

* Sequence analysis:

- Alighment - Mega X program;

- Substitution model - jModelTest program;

- Haplotypes Network - PopArt program;

- Construction of phylogenetic trees (NJ-Neighbor Joing and ML - maximum
likelihood) SeaView program,;

- Population genetics analysis- DnaSP 5.10 and R programs.

Pedigree analysis

The evaluation of genetic diversity of Grey Steppe cattle breed based on the
pedigree analysis was performed on a number of 171 individuals.

The data were first evaluated for each individual and then used to calculate:
generation interval (L), kinship (fIBD), native kinship (fIBD | N), native genome
equivalent (NGE), inbreeding coefficient (F), effective population size (Ne), genetic
diversity, pedigree-based native contribution (NPED), genetic contribution of other
breeds and optimal contribution selection, using the R optiSel package (Wellmann, 2019).

The Grey Steppe population from S.C.D.C.B., Dancu was increased in 2002, by
in vitro insemination of a number of 19 females, using semen from 11 bulls. The male
ancestors used to build all 9 genetic lines were pure bred individuals with a pedigree and
phenotype specific to Grey Steppe. On the other hand, female specimens presented
varying degrees of uncertainty as to their purebred status, some of them having non-breed-
specific characteristics.

Initially, the population size registered a phase of accentuated growth, with a
maximum of 88 individuals identified in 2007, followed by a short phase of the decrease
in the number of specimens (period 2007-2009) and from 2010, it is stable at
approximately 58 individuals.

Overall, the birth-death ratio was positive, with an average birth rate of 8.3
individuals/year and an average mortality rate of 6 individuals/year. The average lifespan
was only 6.4 years but the average interval between generations was quite high, 12.75.

The high value of the interval between generations is influenced by the age of the
females, which varies between 0 - 24 years, while the males have a lifespan of no more
than 5 years. Based on pedigree data, 6 generations for females and 5 for males was
completely followed. The integrity of the pedigree information showed relatively high
values (< 0.85) until the second generation, both for males and females.
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The inbreeding coefficient showed values in the range 0 - 0.39, while the average
was 3.82% for living individuals and 2.3% for total individuals analyzed.

The current population has a level of genetic diversity of ~ 94%. The genetic
contribution of individuals with unclear or nonspecific origins has gradually decreased
over time from ~ 50% in 2002 to less than 3% in 2019.

Gene sequence analysis

Following the sequencing of the cytochrome b gene and d-loop mitochondrial
control region, it was found that these markers are of particular relevance in highlighting
genetic differences and establishing phylogeny between individuals of a species.

By analyzing and interpreting the gene sequences specific to Grey Steppe cattle
breed, a number of 4 haplogroups were identified, with different frequencies (T1-3%, T2-
19%, T3/ T4-62% and P'QT-16 %), in which the 32 individuals studied were included.
The identification of the P'QT haplogroup following the analysis of nucleotide sequences,
indicates that this haplogroup is of ancestral type, being specific to the ox (Bos taurus
primigenius), from which this breed of cattle evolved.

Within this haplogroup, a number of 5 individuals were identified, representing a
percentage of 16% of the total analyzed specimens, which could be used in the selection,
for crosses, in order to preserve the purebred breed.

Demographic and spatial expansion is based on the Mismatch distribution model
and shows the distribution of the number of differences, identified between pairs of
haplotypes. As a rule, this distribution can be unimodal (specific to populations that have
undergone either a recent demographic expansion or a spatial expansion, characterized by
a high degree of migration) or multimodal (in the case of populations in demographic
equilibrium). For the Grey Steppe cattle population, a multimodal distribution resulted
both from the analysis of the nucleotide sequences of cytochrome b and d-loop
mitochondrial control region.

In the case of Pinzgau breed, as in the case of the Grey Steppe breed, the
haplogroup frequency for the 24 individuals was identified, both based on the analysis of
the cytochrome b gene sequences and d-loop mitochondrial control region. The proportion
of the four nitrogenous bases for both sequences and the specificity coefficient was also
calculated based onthe A+ T / G + C ratio. The dynamics of the evolution rate of the
two mitochondrial markers and the demographic expansion of the group of analyzed
individuals were followed.

As a result of the analysis of gene sequences, unlike the Grey Steppe breed, in the
case of Pinzgau breed, 3 haplogroups were identified, having different frequencies (T1,
T2 and T3). The 24 individuals were distributed in the corresponding haplogroups, as
follows: 18 individuals belonging to the T3 haplogroup (75%), 5 individuals identified
within the T2 haplogroup (21%) and one individual representative for the T1 haplogroup
(4%).

The first chapters discussed archaeological evidence that cattle went through two
major domestication events, namely the first event in southwest Asia, giving birth to cattle
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with offspring in Bos primigenius and the second of which evolved zebu or Bos indicus
(Loftus et. al., 1994; Troy et. al., 2001).

Mitochondrial DNA analyzes in european cattle breeds showed that most of them
belonged to the T haplogroup, with an estimated the time of divergence of ~ 16 thousand
years. This T haplogroup is divided into two sister subclades, namely T1-T2-T3 (in which
a large part of the individuals belonging to the two breeds were identified) and the T4-T5
subclades (Mannen et. Al., 2004; Bradley et. al., 1996).

Haplogroups T and P'QT, identified in the Grey Steppe breed, were involved in
the same domestication process in the Fertile Crescent (Achilli et. Al., 2008; Achilli et.
Al., 2009).

Pinzgau individuals presented a multimodal distribution, resulting from both the
analysis of the nucleotide sequences of the cytochrome b and d-loop mitochondrial control
region, which shows a demographic balance.

The results of investigations regarding the quantification of the genetic variability
of the two romanian cattle breeds, Grey Steppe and Pinzgau and identification of
phylogenetic relations within the subfamily Bovinae led to the formulation of the
following conclusions:

- the spectrophotometric quantification of total DNA, validated
quantitatively and qualitatively the isolation of deoxyribonucleic acid, making it possible
to move on to the next stages of analysis;

- by migrating the agarose gel PCR products, it was found that there were
no foreign amplifications and no contamination and the primers used for amplification
showed a high degree of specificity for the two mitochondrial markers were analyzed;

- following the sequencing of the cytochrome b and d-loop mitochondrial
markers, it was found that they are of particular relevance in highlighting genetic
differences and establishing phylogeny between individuals of a species;

- the molecular analyzes performed regarding the genetic diversity, the
demographic and spatial expansion of the two romanian cattle breeds, demonstrate the
spatio-temporal sustainability of the individuals, a favorable detail for the process of their
reintroduction in freedom;

- phylogenetic research has shown that in order to correctly quantify
phylogenetic relationships within the Bovinae subfamily and to estimate time of
divergence, it is insufficient to use a tree with high topological support, which can not
correctly estimate clade age but to analyze concatenated mitochondrial markers and
analyzed individually for the breeds included in the study;

- through the molecular investigations performed, it was found that the
cytochrome b gene represents the mitochondrial marker most able to correctly evaluate
the phylogenetic relationships within the Bovinae subfamily.

The results of this research can contribute to the improvement of the conservation
program of Grey Steppe and Pinzgau breeds and to the completion of current information

21



on their genetic diversity, representing a valuable tool for efforts to conserve these
endangered gene reserves.

Maintaining the genetic background of these breeds requires the application of
additional measures and the allocation of considerable financial resources. To design
appropriate and effective conservation strategies, a set of accurate knowledge about all
existing individuals in a population must be taken into account. Therefore, further
research is recommended to consider the analysis of the complete mitochondrial genome,
the Y chromosome (paternal), microsatellites, the analysis of DNA extracted from fossils
to Bos taurus bulls, thus ensuring a better understanding of the real genetic structure and
the previous history of the studied population.

An important aspect to ensure an efficient conservation program of the two breeds
is the conservation of genetic material by cryogenizing the samples (tissue and genomic
DNA) and creating a database with archived samples, phenotypic parameters and
genotypic profile of each individual, so to ensure the spread of the breed. Genomic
analysis, the application of reproductive biotechnology and the creation of a bank of
genetic material will contribute to an active conservation and elimination of breeds from
the list of endangered cattle and the development of specific guidelines, in economic,
genetic and cultural terms.
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CAPITOLUL 1
CARACTERIZAREA BIOLOGICA A BOVINELOR
CHAPTER 1
BIOLOGICAL CHARACTERIZATION OF CATTLE BREEDS

Tn ultimii 20 ani, aproximativ 300 de rase din cca. 6000 apartindnd unor specii
diferite de animale de ferma au fost identificate de catre Organizatia Natiunilor Unite
pentru Alimentatie si Agricultura (F.A.O.) ca fiind disparute sau 1n pericol de extinctie.
Principalii factori de risc sunt reprezentati de eroziunea genetica datoratd inseminarilor
artificiale, presiunea economica asupra fermierilor cu tintd directd asupra obtinerii unor
productii ridicate a materiilor prime de origine animala (lapte/carne) sau incrucisari intre
indivizi cu structura genetica diferita (Pariset et al., 2010). In categoria raselor de bovine
aflate in pericol de extinctie se incadreaza si Sura de Stepa care face obiectul acestui
studiu.

Rasa Surad de Stepa face parte din categoria celor mai vechi rase de bovine
indigene, intdlnite in Europa, apartinand genului Bos taurus primigenius si avand un
stramos comun cu celelalte rase de bovine europene (Andaluza, Romagnola, Zamorana,
Salers, Podolica, Ukrainian Grey Steppe, etc.). Aceasta rasa face parte din grupul raselor
podolice (Podolian Grey Steppe). Multi cercetatori sustin faptul ca rasele podolice isi au
originea in campiile ucrainene (stepa podoliand), ulterior raspandindu-se in regiunea
Balcanilor si a Mediteranei, formand in timp noi rase locale (Di Lorenzo et al., 2018).

Caracteristice rasei de bovine Sura de Stepa sunt calitatile biologice deosebite
prin care s-a remarcat ca rasa autohtona de-a lungul timpului (adaptabilitate si rezistenta
crescuta la boli si conditii severe de clima si habitat, rusticitate si longevitate) (Creanga,
Maciuc, 2010).

1.1. Evolutia si domesticirea bovinelor

Alaturi de ovine si caprine, conform primelor dovezi arheologice, bovinele au fost
domesticite in urma cu aproximativ 10.000 de ani (Figura 1.1. A.) (Zeder et al., 2006).

Domesticirea bovinelor acum 10 mii de ani a reprezentat un pas fundamental Tn
dezvoltarea umanitatii (Clutton-Brock, 1999; Diamond, 2002), ducand la modificari
ample ale dietei, comportamentului si structurii socio-economice a multor populatii
(Bellwood, 2004). Din punct de vedere genetic, procesul de domesticire a animalelor
poate fi reconstituit prin analize filogeografice, avand la baza atat date de la nivelul
genomului nuclear cat si mitocondrial (Groeneveld et al., 2010) insa studiile moleculare
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asupra bovinelor s-au concentrat pe analiza ADN-ului mitocondrial (ADNmt) (Achilli et
al., 2008; 2009).

Stramosul salbatic al tuturor vitelor domesticite este Bos primigenius (Zeuner,
1963; Hassanin, Ropiquet, 2005), fiind in prezent o specie extinctd, ultima turma
inregistrata fiind gasitd in 1627 d.Hr. in Polonia (Gdotherstrom et al., 2005; Pitt et al.,
2018). Acesta a fost raspandit pe o mare parte din Eurasia si Africa de Nord in timpul a
doud mari epoci: Pleistocenul tarziu si Holocenul timpuriu (Meadow, 1993; Clutton-
Brock, 1990), dand nastere celor doi taxoni (Figura 1.1. C.) care au avut un rol crucial in
domesticirea bovinelor de astazi: Bos taurus si Bos indicus (Park et al., 2015) si care se
diferentiaza in primul rand prin prezenta unei cocoase (specifice pentru Bos indicus).

Din genul Bos taurus fac parte taurinele tipice din Europa, nord-estul Asiei si
nordul Africii, adaptate indeosebi climatului rece (Upadhyay et al., 2017). Numeroase
studii au demonstrat faptul ca rasele moderne de bovine europene din genul Bos taurus se
caracterizeaza prin prezenta haplotipului mitocondrial T (Edwards et al., 2007; Scheu et
al., 2008).

Pe de alta parte, cu privire la Bos indicus (Zebu), studiile arata ca India este centrul
de origine, ulterior raspandindu-se in Africa si Asia de sud-est (Naik, 1978), in perioada
2250-2000 1.Hr., ulterior identificAndu-se bovine Zebu impristiate in toata India. Inca de
pe vremea civilizatiei Harappan din valea Indusului au fost gasite figuri si picturi care
reprezentau bovine cocosate, semanand cu stramosul Bos Primigenius. Allchin (1969)
considerd ca doud grupuri separate de oameni au domesticit animalele in India: un grup
format din oameni care se ocupau cu vanatoarea, in timpul epocii de piatra, imprastiat in
toata tara, care a domesticit unele dintre speciile locale de animale si un al doilea grup de
pastori nomazi veniti din Asia de vest. Taurul Zebu descris pe sigiliul Harappan seamana
cu vitele moderne din Gujarat, avand un corp puternic si coarne masive. Unele picturi
rupestre din cele mai vechi roci si teracotd neolitica, ilustreaza bovine Zebu cu o
constructie usoara, cocoasd mare si oarecum diferite de vitele din nord (, 1963).

Vitele domesticite s-au raspandit in toatda Europa odatd cu migratia primilor
fermieri. Pe masura ce acestia s-au asezat in regiunile care adaposteau taurinele native
europene, au avut loc incrucisari sporadice intre taurinele domestice si cele native, care
au persistat n unele regiuni pana in Evul Mediu.

Conform arborelui taxonomic realizat de Linnaeus (1758), numit si "parintele
taxonomiei*, Bos taurus si Bos indicus se incadreaza astfel:
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Regnul: Animalia, Regnul: Animalia,

Subregnul:  Metazoa, Subregnul:  Metazoa,
incrcngﬁtura: Chordata, increngﬁtura: Chordata,
Subincrengitura: Vertebrata, Subincrengitura: Vertebrata,
Clasa: Mammalia, Clasa: Mammalia,
Subclasa:  Eutheria, Subclasa:  Eutheria,
Ordinul: Artiodactyla (Paricopitatae) Ordinul: Artiodactyla (Paricopitatae)
Subordinul: Ruminantia Subordinul: Ruminantia
Familia: Bovidae Familia: Bovidae
Genul: Bos Genul: Bos
Specia: Bos taurus Specia: Bos indicus

Pe baza dovezilor arheologice si genomice, Taberlet et al. (2011) demonstreaza
prezenta a doud haplogrupuri mitocondriale (Figura 1.1.), interpretata ca o indicatie a doua
evenimente principale de domesticire, primul in Cornul abundentei, perioada neoliticului
pentru B. taurus si cel de-al doilea, cu 1500 de ani mai tarziu, in subcontinentul indian,
Valea Indului (Pakistanul de astizi), dand nastere bovinelor indiene din subspecia Bos
indicus, numite si zebu. Procesul de hibridizare extinsd avand loc, ulterior, in Africa
(Meadow, 1993; Bradley et al., 2006; Pitt, 2019).

Un alt studiu elaborat de cercetatorul Hiendleder et al. (2008) care a avut ca scop
principal analiza unor secvente ale genomului mitocondrial complet (16338 pb si
respectiv 16339 pb) pentru B. taurus si B. indicus a indicat faptul ca cele doua linii de
bovine s-au separat acum 1,7-2,0 milioane de ani. Analizele filogenetice comparative
intre 18 secvente noi si 130 raportate anterior la B. taurus si B. indicus, cu date de la 32
de exemplare ale bourului silbatic (Bos primigenius), au identificat o descendentd
maternd pe 4 linii genetice. Haplotipurile B. primigenius au fost prezente in toate, cu
exceptia liniei B. indicus si a unei secvente de la B. taurus grupata cu haplotipurile P ale
B. primigenius.
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Figura 1.1. Date arheologice cu privire la domesticirea bovinelor, ovinelor si caprinelor
(Taberlet, et al., 2008; Hiendleder et al., 2008)
Figure 1.1. Archaeological data on the domestication of cattle, sheep and goats
(Taberlet, et al., 2008; Hiendleder et al., 2008)

Achilli et al. (2009) au realizat un studiu amplu cu privire la originea taurinelor
reflectatd de analiza genomului mitocondrial. Prin cercetarea unor regiuni de control a
ADNmMt asociat taurinelor din numeroase rase europene, s-a confirmat o grupare generala

a acestora in cadrul haplogrupurilor T1, T2 si T3, comune strdmosilor din Orientul
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Apropiat, dar s-au identificat totodata, opt regiuni ADNmt (1,3%) care nu s-au incadrat
n haplogrupul T.

Secventierea intregului genom mitocondrial a condus la ipoteza cé patru din cele
opt regiuni ADNmt au format un nou haplogrup (haplogrupul R) care, dupa bifurcatia ce
a dat nastere a doua linii: taurine si zebu, constituie cea mai veche scindare cunoscuta in
filogenia ADNmt a genului B. primigenius iar celelalte patru regiuni DNAmt au format
haplogrupul Q, descoperit mai recent (Figura 1.2.).

Europe Near East? Near East South Asia 1

Q T I

Figura 1.2. Analiza filogenetica a taurinelor pe baza secventelor de ADNmt (Achilli et al., 2009)
Figure 1.2. Phylogenetic analysis of cattle based on mtDNA sequences (Achilli et al., 2009)

Datele disponibile sugereaza ca haplogrupurile Q si T au fost implicate in acelasi
eveniment neolitic de domesticire din Orientul Apropiat, In timp ce existenta
haplogrupurilor noi (si rare) evidentiaza o mostenire genetica din populatiile distincte de
B. primigenius (Figura 1.3.).
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Figura 1.3. Arborele secventelor complete ale ADNmt la bovine (Achilli, 2009)
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Figure 1.3. Tree of complete mtDNA sequences in cattle (Achilli, 2009)

206 232 233
761 816 1158
1474 1402
16004 1677
1824 18604 2016
2099 2969 3136
3145 3241 3379
3029 3931 3976
4328 4442 4733
4837 8831 5783
5917 5998 6115T
6236 6340 6367
6727 6881 6922
7304 7361 8045
8168 6285 8466
8503 B571 8749
8984 9068 0245
9581 9767 9891
9930C 10183 10268
10445 10590 10621
19035 11200 11266
11329 11407 11803
12126 12377 129237
13008 13104 13380
13433 13564 13677
13692 139084 14066
14120 14315 14503
14606 14858 15105
15287 15563 15741
15969 15984 16022
16102 16109 16113
16116 16117 16118
16130 16143d 16147
16196 16229
@16294 16300

i~
722 »

2875 3316
2634 10888
49084 10933
8194 14369
8514 16141
2302 16232

O altd analiza a relatiilor filogenetice dintre bourul salbatic si respectiv Bos taurus
(taurine) si Bos indicus (zebu), a fost realizata de catre Sinding si Gilbert (2016), de unde
au rezultat pe baza studiilor mitocondriale, sapte linii, C, E, I, P, Q, R si T (Figura 1.4.).
Acest aspect, indicd o domesticire a bourului prin cel putin doud evenimente separate:
unul din care au rezultat taurinele (Bos taurus) cu origine in Orientul Apropiat, si un al
doilea eveniment din care a rezultat zebu (Bos indicus) cu origine in Asia de Sud (Loftus

et al., 1994; Machugh et al., 1997).
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Bour Taurine Zebu
Bos primigenius ~ Taurine Africane Bos taurus Bos indicus

Figura 1.4. Analiza filogenetica intre B. taurus, B. indicus si B. primigenius pe baza algoritmului
Neighbor — Joining (Sinding, Gilbert, 2016)
Figure 1.4. Phylogenetic analysis between B. taurus, B. indicus and B. primigenius based on the
Neighbor - Joining algorithm (Sinding, Gilbert, 2016)

Prin interpretarea datelor mitocondriale Tn detaliu, se pot observa trei aspecte
importante. Tn primul rand, majoritatea taurinelor moderne se incadreaza in linia T, despre
care se crede cd deriva din primele taurine domesticite in Orientul Apropiat. Tn al doilea
rand, zebu care poarta descendenta in linia . In al treilea rand, toate taurinele rimase in
nordul, centrul si estul Europei studiate pana in prezent apartin liniei P care a fost
identificatd intr-un numar mic de rase de taurine europene, domestice, sugerand
introgresia taurinelor nordice, centrale si/sau est-europene (Achilli, 2009; Sinding,
Gilbert, 2016; Bollongino, 2006; Bollongino, 2008).

De cca. 200 de ani, odata cu aparitia conceptului de rasa, situatia s-a schimbat
dramatic, datoritd procesului de selectie (Taberlet et al., 2011; Vigne, 2005), ducand la
fragmentarea fondului genetic initial. Odata cu imbunatatirea performantelor de productie
a raselor industriale, resursele genetice ale raselor traditionale, autohtone, s-au diminuat,
multe rase de bovine fiind declarate disparute. Diversitatea genetica atat a bovinelor Bos
taurus, cat si a celor Bos indicus a fost redusa odata cu concentrarea pe rase cu potential
mare de productie (Christopher, 2010).

Majoritatea rudelor salbatice ale bovinelor, au disparut deja sau sunt in pericol de
disparitie. Pierderea actuala a resurselor genetice se referd nu numai disparitia raselor
traditionale, dar si pierderea diversitatii genetice in cadrul raselor.
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1.2. Diversitatea si sistematica bovinelor

Familia bovinelor (Fam. Bovidae) prezinta o mare varietate, fiind descrise peste
300 de specii disparute sau in pericol de extinctie si aproximativ 140 specii existente
(Savage, Russell, 1983), sistematica acesteia fiind extrem de dificil de realizat,
reprezentand unul dintre cele mai mari grupuri de mamifere.

Conform datelor taxonomice, bovinele sunt Tncadrate astfel:

Regnul: Animalia,
Subregnul: Metazoa,
increngitura: Chordata,
Subincrengatura: Vertebrata,
Clasa: Mammalia,
Subclasa: Eutheria,
Ordinul: Artiodactyla

(Paricopitatae)
Familia: Bovidae
Subfamilia: Bovinae
Trib: Bovini

Inca din cele mai indepartate timpuri, bovinele reprezinti cea mai importanta
specie economica pentru omenire, fiind printre primele animale domesticite, in jurul
anului 9000 1.Hr. (Loftus, 1994; Clutton-Brock, 1999). Datorita importantei sale ca sursa
principald de hrana (lapte si carne), vaca a fost primul mamifer a cirui genom a fost
secventiat complet (Elsik et al., 2009; Dekel, 2015).

Progresele realizate cu privire la tehnicile de secventiere ale genomului au
simplificat intr-o oarecare masura sistematica moleculara a familiei Bovidae. Atat analiza
genomului complet cat si a regiunilor mitocondriale reprezentate de gena citocromul b
(Cyt-b) si D-loop (regiunea de control mitocondrial), a dob&ndit un interes larg in analiza
filogenetica a diferitilor taxoni (Miyamoto et al., 1989; Gatesy et al., 1992; Ibrahim et al.,
2012).

De-a lungul timpului, au existat numeroase controverse cu privire la componenta
familiei Bovidae, care, conform unor autori (Bibi, 2013; Arif et al., 2012) este formati la
randul ei din doua mari subfamilii, Bovinae si Antilopinae. Pe baza clasificarilor din
literatura, aceste subfamilii sunt, de origine eurasiatica si respectiv africand (Matthee,
Davis, 2001; Susanne, 2016).

Conform studiilor realizate de Feldhamer et al. (2007); Gentry (2011), pe baza
analizelor filogenetice, familia Bovidae este formata 8 subfamilii distincte, apartinand
ordinului Artiodactyla. (Figura 1.4. A si B).
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Aceeasi ipotezd este sustinutd si de catre Hernandez Fernandez M. si Vrba
Elisabeth (2005) care au elaborat, in cadrul unei cercetari cu privire la sistematica familiei
Bovidae, un arbore filogenetic ce cuprinde cele 8 subfamilii (Figura 1.5. B.)

Secventa promotorului P1 a TP53 a fost determinatd experimental prin
amplificare PCR, electroforeza pe gel de agaroza si secventiere ulterioara. Analiza acestui
fragment a relevat un produs cu 272 pb mai lung decat cel intalnit la specia Bovinae, la
toate triburile de Antilopinae. Segmentul suplimentar de 272 pb, care este situat la
aproximativ 500 pb in amonte de TP53 TSS, nu este indicat in genomul oilor, spre
deosebire de genomul caprei si al antilopei tibetane (Pantholops hodgsonii - specie
apartinand tribului Pantholopini), unde este intdlnit in aceeasi locatie din promotorul
TP53 P1 (Figura 1.5. A.).

Dekel et al. (2015) au analizat promotorul TP53 P1 a trei specii din subfamilia
Bovinae: una apartinand tribului Tragelaphini (elandul comun din antilopele cu corn
spiralat - Taurotragus oryx) si doua apartinand tribului Bovini (bivol de apa - Bubalus
bubalis si zebu - Bos indicus). in cazul speciilor zebu si bivol, similar cu specia Bovinae,
nu s-a gasit segmentul lung suplimentar, de 272 pb, in timp ce la elandul comun s-a
identificat acest segment, cu o lungime de 522 pb. Examinarea aceleiasi regiuni promotor
in cazul a doud familii apropiate de bovidae, Cervidae (reprezentate de cerbul rosu -
Cervus elaphus si cerbul patrat - Axis axis) si Girraffidae (reprezentata de girafa - Giraffa
camelopardalis), nu au relevat nicio insertie, similar cu specia Bovinae (Figura 1.5. A.).

-

Boodontia _ao.im;"
Bovini (bison, buffalo, catte, etc \n

Pantholop! 5
A - 2000 - 2Q Tibetan Antelope

—E Ibex
0 Goat

»

St REEET

g aprini J Antilopini (gazelles, springbok etc ) gl

E — Sheep s —"

<| Alcelaphini <0 o1
Y Wildebeest F A ~
< Hencieas
o Hippotragini o |
g Ak Lt:. duncinae (kobs, reedbucks, waterbucks et \\
= ) Bovidae| - R s W
— Antilopini =0 Gazelle

Tragelaphini ., Coision Bligid m

Water Buffalo »ﬁ
{ Zebu

Cow

Bovinae

Bovini

13

— Alcslaphinae (hartebeest. topi, wildebeest etc w

Figura 1.5. A. Arbore filogenetic reprezentdnd 11 specii: doua subfamilii si sapte triburi apartindnd familiei
Bovidae si respectiv doua familii de rumegitoare folosite ca out-grupuri (girafa si caprioard)
B. Sistematica familiei Bovidae (Dekel et al., 2015; Hernandez-Fernandez, Vrba, 2005)
Figure 1.4. A. Phylogenetic tree representing 11 species: two subfamilies and seven tribes belonging to the
Bovidae family and two ruminant families used as out-groups (giraffe and deer)

B. Systematics of the Bovidae family (Dekel et al., 2015; Hernandez-Fernandez, Vrba, 2005)
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Subfamilia Bovinae este originara din Africa, America de Nord, Eurasia si
subcontinentul Indian si cuprinde un numar de 24 specii din 8 genuri diferite (antilope,
taurine salbatice, bizoni, bivoli asiatici sau africani, etc) (Gentry, 2011; Feldhamer, 2007).

Antilopinae este o alta subfamilie din familia Bovidae care se intdlneste cu
precadere in estul Africii si include antilope, gazele sau alte specii Inrudite cu acestea
(Vrba, Schaller, 2000; Estes, 1991).

O alta subfamilie este Cephalophinae care cuprinde antilopele de padure,
raspandite in zona Africii Subsahariene si este la randul ei clasificatd in 3 genuri
(Cephalophus, Philantomba si Sylvicapra) si 18 specii (Wilson, Reeder, 2005).

Din familia Bovidae face parte si subfamilia Reduncinae (Wilson, Reeder, 2005;
Cotterill, 2005; D’Andrea, 2011), respectiv mamifere artiodactilice numite si capre de
apa.

Aepycerotinae include doar o singura specie si anume imapala care se intalneste
n Africa (Kingdon, 1989).

Subfamilia Caprinae este alcatuita din doua mari genuri: Ovis si Capra; care la
randul lor includ un numar de cca. 35 specii., arealul geografic de raspandire fiind
reprezentat de Europa, America, Africa si Asia (Wilson, Reeder, 2005).

Alcelaphinae este subfamilia care are Th subordinea sa 10 specii, grupate la randul
lor in patru genuri. Toate cele 10 specii din aceasta subfamilie sunt originare din Africa
(Gentry, 2011).

Ultima subfamilie, conform arborelui de mai sus, este Hippotraginae,
reprezentata de antilopele mari. Aceastd subfamilie include trei genuri: Hippotragus, Oryx
si Addax si opt specii. Habitatul lor este reprezentat de zonele Africii si ale Orientului
Mijlociu (Harrison, 2011; Demiguel et al., 2012; Bibi, 2013; Geraads et al., 2012).
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CAPITOLUL 2
ORIGINEA SI FILOGENIA RASELOR DE BOVINE PODOLICE
CHAPTER 2
ORIGIN AND PHYLOGENY OF PODOLIAN CATTLE BREEDS

Numele grupului "Podolica” indica o posibila origine a acestor rase, in Podolia
(o regiune din Ucraina) (Beja-Pereiraetal., 2006) si raspandirea lor spre sud, pand in
Anatolia si spre vest pand 1n peninsulele balcanice si italice (Pellecchia et al., 2007,
Mariasilvia et al., 2011).

Rezultatele unui studiu realizat de Senczuk si colab. (2021) indica faptul ca
bovinele podolice prezinta valori mai ridicate ale indicilor diversitatii genetice decat
rasele de taurine africane sau asiatice. Analizele ADN-ului mitocondrial arata ca intre
rasele podolice exista relatii filogenetice stranse, ceea ce sugereaza o ascendentd genetica
comuna (Figura 2.1.) si o istorie evolutiva comuna.

Piera Di Lorenzo et al., (2018), au realizat un studiu cu privire la originea raselor
de bovine podolice, pe baza analizei ADN-ului mitocondrial. Materialul biologic a fost
reprezentat de un numir de 18 rase de bovine podolice (Piemontese-PI, Romagnola-RO,
Marchigiana-MR, Chianina-CH, Maremmana-MA, Podolica Italiana/ltalian Podolian-IP,
Mucco Pisano-MP, Calvana-CA, Bianca di Val Padana-BP, Hungarian Grey-HG,
Bulgarian Grey-BG, Istrian cattle-IC, Katerini-KA, Romanian Grey-RG, Slavonian
Syrmian Podolian-SS, Turkish Grey-TK, Ukrainian Grey-UK, Podolsko-PO) si 9 rase
non-podolice, reprezentand grupul de control (Valdostana-VA, Bruna ltaliana-1B, Grigio
Alpina-GA, Pezzata Rossa lItaliana-RP, Modicana-MO, Reggiana-RE, Agerolese-AG,
Cinisara-Cl, Cabannina-CB).

In urma studiului, se constati o apropiere genetici intre cinci rase de bovine
(Chianina, Marchigiana, Maremmana, Podolica Italiana si Romagnola) (Figura 2.2.).
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Figura 2.1. Analiza relatiilor filogenetice dintre rasele de bovine podolice si taurinele din zonele Africii si
Asiei (Senczuk si colab. (2021)
Figure 2.2. Analysis of the phylogenetic relationships between podolian cattle breeds and
african/asian cattle breeds (Senczuk et al. (2021)
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Figura 2.2. Analiza distributiilor de frecventd ale haplogrupurilor mitocondriale pentru 18 rase podolice
(P, subliniate) si 9 rase non-podolice (non-P) (Piera Di Lorenzo et al., 2018)
Figure 2.2. Analysis of frequency distributions of mitochondrial haplogroups for 18 podolian breeds
(P-underlined) and 9 non-podolian breeds (non-P) (Piera Di Lorenzo et al., 2018)

O ipoteza sugestiva ar fi aceea ca exista o contributie ancestrala dubla la fondul
genetic actual al raselor podolice, care deriva, pe de o parte, de la bovinele din Europa de
Est iar pe de alta parte de la bovinele din Orientul Mijlociu (Ramljak, 2011).

Tn zona Europei de Est se intalnesc 5 rase de bovine podolice: Ukrainian Grey,
Romanian Grey (Sura de Stepa), Hungarian Grey, Slavonian-Syrmian Podolian si
Serbian (Srem) Podolian (Figura 2.3.).
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Figura 2.3. Rasele de bovine podolice din zona Europei de Est
Figure 2.3. Podolian cattle breeds from Eastern Europe

In Romania, ultima rasa locald de bovine este Sura de Stepd sau Romanian Grey
care are ca stramos bourul salbatic, Bos taurus primigenius si este inclusa in grupul raselor
de bovine podolice aldturi de alte rase din diverse tari europene (Ukrainian Grey,
Hungarian Grey, Italian Grey, Yugoslavian Grey Steppe, Greek Grey Steppe, etc)
(Georgescu et al., 2008). Aceasta rasa s-a format de-a lungul a multor secole, sub influenta
exclusivd a conditiilor naturale de mediu. Numarul indivizilor din tara noastrd a fost
predominant pana la mijlocul secolului al XIX-lea, dar incepand cu secolul XX s-a
inregistrat un declin tot mai accentuat. A fost raspandita in patru zone geografice ale tarii,
sub forma a patru varietdti denumite dupad arealul de formare, respectiv varietatile
Moldoveneasca, lalomiteand, Transilvaneana si Dobrogeand (Creangd et al., 2008;
2013). Conform rapoartelor F.A.O. cu privire la statusul de risc al rasei, Sura de Stepa se
afla in pericol de extinctie-in conservare, inca din anul 2000 (Scherf, 2000).

Rasa de bovine Ukrainian Grey este una dintre cele mai vechi rase native, aflata
in prezent, in pericol de extinctie. Este reprezentativad pentru taurinele autohtone, locale,
avand origini in Bos taurus primigenius. Evolutia acestei rase se caracterizeaza prin lipsa

de incrucisare de mai multe secole, ceea ce asigura existenta unui material genetic valoros,
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o capacitate exclusiva de rezistenta si ingrasare, dar performante reduse in ceea ce priveste
productia de lapte, reprezentand totodata, un instrument interesant al cercetarii. Aceste
animale s-au dovedit a fi indispensabile taranilor si au reprezentat cea mai numeroasa rasa
din Ucraina pana in secolul al XX-lea, fiind distribuita pe scara larga in partea de sud a
Europei si zona de stepa a coastei Mediteraneene si a Marii Negre. Procesul de Tnlocuire
a vitelor gri ucrainene cu rase productive a luat amploare in prima parte a secolului al
X1X-lea iar treptat s-a ajuns la inlocuirea bourului cu calul si in consecintd, populatia de
bovine a scazut brusc (Stolpovskii, 1998; Kushniraand, Glazko, 2009).

Hungarian Grey este o rasa de bovine indigene, reprezentand un simbol national
al Ungariei. Exista mai multe teorii cu privire la originea acestei rase, una dintre ele fiind
aceea cd a ajuns in bazinul Panonnian, unde a avut loc si domesticirea, odatd cu imigratia
maghiarilor in secolul al 1X-lea, in timpul domniei Regelui Arpad, avand descendenti in
bourul sdlbatic (Bos Primigenius) (Bartosiewicz, 1996; Holl6, 2012). Primul document
scris care se referd la vitele cenusii maghiare, se intituleaza ,,magnus cornuotes boves
Hungaricos” si dateaza din secolul al XVI-lea. Exista dovezi scrise cu privire la exportul
bovinelor din aceasta rasa, spre zone din vest (Germania, Italia, Moravia) inca din secolul
al XIV-lea. Rasa a fost crescutd in mod deosebit pentru calitatea exceptionala a carnii.
Dupa Primul Razboi Mondial, cind Ungaria a pierdut aproximativ 72% din teritoriul séu,
pana in 1925, au existat aproximativ 321 000 de exemplare din rasa Hungarian Grey
(Bartosiewicz, 1996; Zsolnai et al., 2020). In prezent, efectivul de bovine din aceasta rasa
se confrunta cu un declin numeric accentuat.

Slavonian - Syrmian Podolian este o rasa autohtond de bovine raspanditd in
Slavonia, o regiune din partea de nord-est a Croatiei. Datorita fortei fizice si a rezistentei
lor, vitele podoliene au fost de neinlocuit in activitatile agricole. in regiunile Podravina,
Slavonia si Syrmia, aceastd rasd a fost predominanta pana in prima jumétate a secolului
al XX-lea, reprezentdnd 90% din populatia totala de bovine (Poljak, 2002; Caput, 2004;
Tomislav, 2015) Din anul 1998, rasa este inclusa intr-un program national de conservare
genetica iar din anul 2000, conform F.A.O. este in pericol de extinctie, alaturi de alte rase
de bovine podolice.

Rasa Serbian (Srem) Podolian a fost inlocuita treptat in Serbia, ca urmare a
importului masiv de bovine specializate pentru productia de carne/lapte. La inceputul
secolului al XX-lea, rasele autohtone de bovine, au reprezentat 83% din numarul total
(Petrovic, 2002; Bogdanovic, 2005). Au fost identificate doua varietati din cadrul raselor
autohtone de bovine din Serbia respectiv, Busha si Podolian (Bogdanovic, 2005), aflate
la momentul actual in pericol de extinctie.

in zone din Italia si Istria, s-au remarcat de-a lungul timpului 5 rase de bovine
podolice: Istrian cattle (Boskarin), Mursi, Istarsko (Istarsko govedo), Maremmana si
Podolica (Figura 2.4.).
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Figura 2.4. Rasele de bovine podolice din zonele Italia si Istria
Figure 2.4. Podolian cattle breeds from Italy and Istria

Bovinele autohtone, numite si BoSkarin sau Istrian cattle, sunt raspandite in
special in peninsula Istria. Rasa apartine grupului de bovine podolice, intdlnite in Balcani
si tarile vecine (Croatia, Bulgaria, Grecia, Ungaria, Italia, Romania, Serbia, Turcia si
Ucraina), avand descendenta directa in Auroch (Bos primigenius) (Curik, 2014). Tn ultimii
cca. 50 de ani numarul de bovine din Istria a scdzut dramatic. Nivelul consangvinizarii si
dimensiunea efectiva a populatiei (Ne) sunt printre cei mai importanti parametri genetici
luati 1n calcul in programele de conservare. La fel ca si in cazul rasei Surd de Stepa din
Romania, rasa Boskarin se afla in pericol de extinctie-in conservare.

Rasa de bovine Mursi, este raspandita in zona South Omo, sud-vestul Etiopiei
(Terefe, 2015). Sunt animale mari Tn raport cu membrii grupului Abyssinian din care fac
parte. Majoritatea au coarne mari, de obicei curbate spre interior, cocoasa proeminenta si
corp bine dezvoltat. Prezintd o combinatie de culori: gri, alb, negru, castaniu, cu pete sau
dungi. Bovinele din rasa Mursi sunt pastrate in principal pentru productia mare de lapte,
dar au o conformatie buna si pentru productia de carne (Rege, Tawah, 1999).
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Istarsko govedo este o rasa de bovine autohtond, crescuta pentru productia de
carne de calitate superioara. In prezent se afla pe cale de disparitie, dimensiunea numerica
a populatiei scazand brusc incd din a doua jumatate a secolului XX. Programul de
conservare al acestei rase, a fost lansat abia la inceputul anilor 1990 (Ivankovi¢, 2010).

Rasele de bovine din Italia, Maremmana si Podolica erau foarte populare si
raspandite in aceastd zond Tnainte de cel de-al doilea rdzboi mondial dar au inregistrat o
reducere consistentd a numadrului lor datoritd a trei factori majori: mecanizarea in
agricultura, urbanizare si concurenta raselor cu randament ridicat de productie. Numarul
lor de 288.000 si respectiv 630.000 capete (Rognoni, Pagnacco 1983; Moioli, 2004), au
fost reduse cu 90% si respectiv, 80% (Scherf, 2000). Cele doua rase apartin grupului de
bovine cenusii, a caror origine ancestrald este B. primigenius. Ambele rase sunt testate
oficial si selectate pentru Tmbunatatirea caracteristicilor de crestere si a productiei de
carne, cu toate acestea, se crede ca selectia nu a modificat structura genetica a niciuneia
dintre ele (Guarcini, 2009; O’Neill, 2010).

In regiunile Balcani si Anatolia au fost rispandite de-a lungul timpului patru rase
de bovine podolice, respectiv: Bulgarian Grey (Iskar), Katerini cattle, Sykia cattle si
Anatolian Grey (Figura 2.5.).
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Figura 2.5. Rasele de bovine podolice din regiunile Balcani si Anatolia
Figure 2.5. Podolian cattle breeds in the Balkans and Anatolia
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Conform studiilor in domeniul filogeniei bovinelor, pe baza analizelor
craniologice, rasa Bulgarian Grey (Iskar) este rezultatul incrucisarii dintre Bos taurus
brachiceros si Bos taurus primigenius. Rasa se caracterizeaza prin vitalitate si fertilitate
mare, usurinta la fatare, rezistentd la boli parazitare si infectioase si cerinte reduse pentru
hrani. In zilele noastre, existd mai putin de 1000 de reprezentanti tipici ai acestei rase.
Vitele sunt raspandite 1n principal in regiunile Plovdiv, Haskovo si Shumen si in regiunile
montane Strandzha si Sakar. Bulgarian Grey este prima rasa de bovine native, inclusa in
Programul National de conservare a resurselor genetice de origine animala (Kenneth,
1971; Gelev, 2004; Neov, 2013), reprezentind o rezerva geneticd valoroasid pentru
Bulgaria.

Katerini cattle este o rasd de bovine, crescutd in mod principal pentru productia
de carne cu calitati senzoriale deosebite, in diferite zone greografice ale Greciei. Similar
cu celelalte rase de bovine podolice, are descendentd directa in Bos taurus primigenius
(Karatosidi, 2012). Din rapoartele emise de F.A.O. cu privire la statusul de risc al acestei
rase, rezulta faptul ca prezinta un risc critic, dimensiunea efectiva a populatiei inregistrand
o scadere treptata.

Sykia cattle este o alta rasa veche de bovine, intalnita in Grecia, in prezent pe cale
de disparitie, in principal datorita incrucisarilor aleatorii (Vainas, 1992; Soysal, 2008).
Din datele actuale rezultd ca ar exista mai putin de 200 de femele de rasa pura, F.A.O.
incadrand rasa in clasa de risc critic in ceea ce priveste dimensiunea numerica a efectivului
(Scherf, 2000).

Anatolian Grey este 0 populatie de bovine raspandita in Turcia. Statusul acestei
rase native, anatoliene este critic, datoritd localizarii in apropierea primului centru de
domesticire (Bruford si Towsend, 2004). Pentru a proteja aceste resurse genetice, a fost
initiat un proiect national in Turcia, avand ca obiectiv principal conservarea in vitro si
identificarea resurselor genetice valoroase ale bovinelor native (Kurar, 2014; Oner, 2019),
avand ca rezultat cresterea numerica a populatiei din rasa Anatolian Grey, prin diferite
biotehnologii de reproducere.

Conform unor cercetatori, existd unele distinctii fenotipice care se remarca la
bovinele podolice (Bodo, 2014), cum sunt coarnele lungi intalnite la rasele Hungarian
Grey, Katerini sau Slavonian Syrmian, considerate ca fiind caractere de rasi, insa, cu toate
acestea, unele rase locale cum sunt Podolica Italiana, Romanian Grey Steppe, Ukrainian
Grey, Turkish Grey si alte rase balcanice, nu prezintd neaparat coarnele lungi, dar au
pastrat unele caracteristici cum ar fi culoarea gri deschis la vacile adulte (Di Lorenzo,
2018).

Conform Organizatiei pentru Alimentatie si Agriculturd (F.A.O.), din grupul
raselor de bovine podolice, multe sunt grav amenintate cu disparitia, in diferite tari
europene (lvankovic et al., 2014; Maretto et al., 2012). Tn cadrul acestui capitol vor fi
prezentate informatii cu privire la statusul de risc al raselor de bovine podolice din Europa.
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2.1. Originea si filogenia rasei de bovine Suria de Stepa, din Roménia

In Romania, Sura de Stepa reprezintd una din cele mai vechi rase autohtone,
formata in conditiile pedoclimatice ale tarii, avand origine in Bos taurus primigenius (asa
numitul bour romanesc care era simbolul marcat pe steagul regiunii Moldovei pe vremea
lui Stefan cel Mare) (Ciupercescu et al.,1982).

Conform cercetarilor elaborate de Cardas, 1955, pana in jurul anului 1850,
efectivul de taurine din tara noastra era reprezentat de doua rase indigene, respectiv Sura
de Stepd si Mocanita. Din anul 1892, odata cu primele importuri de rase aloctone
(Simmental, Schwyz, Pinzgauer), rasele locale s-au confruntat cu un declin numeric
accentuat. Astfel, in 1935, efectivul din rasa Sura de Stepa a scazut la aproximativ 57,3%
din efectivul total de bovine, iar in 1977 la doar 0,6% (Creanga et al., 2013; Georgescu,
2008).

Rasa Sura de Stepa este inclusa alaturi de alte rase in grupul raselor podolice,
intalnite in diverse tari europene (Podolica Italiana/ltalian Podolian, Hungarian Grey,
Bulgarian Grey, Istrian cattle, Katerini, Turkish Grey, Ukrainian Grey etc.) (Di Lorenzo,
2018; llie, 2015; Georgescu, 2008; Maciuc, Radu-Rusu, 2018) (Figura 2.6.).
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Figura 2.6. Arborele filogenetic al raselor de bovine podolice (Di Lorenzo, 2018)
Figure 2.6. The phylogenetic tree of podolian cattle breeds (Di Lorenzo, 2018)
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Un aspect important este acela cd la formarea si evolutia Surei de Stepa din
Romania a contribuit aproape in exclusivitate mediul natural care i-a imprimat calitati
aparte de rusticitate, rezistentd, adaptabilitate la conditiile de intretinere si modul de hrana
(Creanga et al., 2008a; Creangi et al., 2008b).

De-a lungul timpului, in tara noastra, aceasta rasd a cunoscut o larga raspandire,
identificandu-se sub forma a patru varietati ecologice (Figura 2.7.), formate sub influenta
conditiilor climatice variabile (Creanga et al., 2009; Maciuc et al., 2009; Maciuc et al.,
2010a; Maciuc et al., 2010b).

44



(010C onopy ‘v3uva.))) viuvwioy ui punof sayariva Av.o addaig £a19) Jo uonezlIeIRYD */ ' 3Inbi4
(010 “onrdey ‘@3uear)) BrUBWOY UL 2)1urgiul da)S op BING 9p JO[IjRIOLIBA BAIOLIDSI( “/ "2 vANhI4

"gZLL] BSRJ 9P BIIQIOSqeR pully Juazald Uy ‘punaso.qop aisoy
aunne) ap erjendod pueynzal ‘11801 9jases nd d1iqIosqe ap IesonIoul gsndns 1S0) \ "UNWOI 1911S1I9)0RIED
aJe aJ1ed nd ‘elseBing uIp JBXS| SJUNW 8P JOJIOBA BjudN[FUI NS JBNJOAS B IS BOIW [ew a0 elje) gjuizoid -

VYNVADOHdIOd VALVLAIYVA

TigJoLIBA 3][e[9]90 8P Biey aunq lew gounur ap sjiuipniuide 1s 1ed
‘BONSLIOOBIED JO| BULIOJ IS JOJ3UJE0D € 8Jew eale}|oAzap pully riglireindnted sjainbuls ‘1ine) el asiyoul rew
IS OBA €] 8SIYJSap lew djuenu nY ‘SISNUad-gIns ‘eauswase ap 81se INjndiod easeon) "geiodiod 91e}oAzap
aJewW Iew esd Nd eajelalieA 8153 "0L8T-098T Jojiue jnunf uy gugd uesugA[Isues) |N1JOJLIS) Ul BIPURdSEI 1S0) © -

VNVANVATISNVYIL VALVLAIIVA

"a0e|s auJed 1§ ayde| ap mjonpoid

Jep diod ad juspunge Jed ‘guriojiun ‘eins 91e0|Nd AP ‘BOIW dlj€) O PUBAR BI 8)eZIIg)oeled Juns ‘susbiwiid

9190 IS 2J30IYeIQ BJSWIOS .Ul dJRIPaWISIUI 9J9)0RIRD puBluszald 1S BUSSO0IIOY B1UB0) PUlly BIBINZII

erjeindod ‘rireun(y e sa$ ap BUOZ UJ “QUAUBAJISURL) 990 NI 13SOUSAOP[OW JOJSMIA BaIRSIONIOUL Ulid 1e)NZal e -
VN VALIWOTVI VALV.LAINVA

*Jabn 18 auquuawi e] JeIdads u) 8193)8p 8)NW NI ‘aARIWIId

J0Jasel 211S11910rIRD 8153 |NIOLIBIX3 Jel 8190|[Iw 91se B[e10diod eale}j0Azaq ‘IBAOPIOIA |e d1elboab |njesse

Banuy ad eypuedses puiy ‘ejuerodwr alew lew ead no ‘edalg ap 194nS [e J1sLB1oRIR) |ndl) BjuIzardar -
YOSVANHAOU'TON VALVLAMVA




Particularitatile de exterior ale Surei de Stepa din Roméania conduc la distingerea
acestei rase de celelalte, prin tipul craniologic si mai exact forma caracteristica a coarnelor
care sunt bicolore, albe la baza si cu un punct negru caracteristic. La momentul nasterii,
viteii prezinta o culoare cu nuante de galben - roscat, iar dupa o perioada de aproximativ
2-3 luni se schimba 1n nuante de gri (Maciuc, 2006).

Cu toate ca rasa Sura de Stepa face parte din grupul raselor de bovine podolice,
existd unele diferente cu privire la caracteristicile morfologice intre masculi si femele, n
functie de varietati si arealul de raspandire (Tabelul 2.1.).

Tabelul 2.1 /Table 2.1
Diferente morfologice ale diferitelor varietati din rasa Surd de Stepa
Morphological differences of different varieties of the Gray Steppe cattle breed

Podolian Grey Greutate medie adult (kg) Inaltime medie  Referinta
(cm)
masclui femele masculi  femele
Iskar Grey (Bulgarian Grey), Sura de 750 350 140 118 *
stepd din Bulgaria)
Istrian 900 625 148 138 *
Slavonian Podolian (Slavonian 600 460 135 128 *
Syrmian) 600-800 470 135- 128 **
(1000 pentru 145
tauri)
Katerini 400 285 123 113 *
Sykia - - - 116 *
Hungarian Grey Steppe (Sura de stepa 900 600 150 140 *
ungureasca)
lugoslav Steppe 800 500 150 135 *
Sura de stepa roméneasca (varietatea 780 480 137 129 *
Moldoveneasca) 744 488 - - ol
Turkish Grey Steppe (Sura de stepa 470 375.07 126 117.98 Fkxk
turceascd)
Ukrainian Grey (Sura de stepa, 780 480 137 129 *
Ucraina)

*conform Scherf, 2000; **conform Keros et al., 2015; ***conform Dascalu et al., 2012; ****conform
Soysal, Kok, 2008

Rasa Surd de Stepd din tara noastrd a reprezentat o proportie numerica
predominanta din totalul raselor de bovine, pana in mijlocul secolului al XIX-lea, dar
incepand cu jumatatea secolului XX s-a inregistrat un declin tot mai accentuat (Georgescu
et al., 2008; Creanga et al., 2009).

Georgescu impreund cu alti autori (2009), au realizat o cercetare cu privire la
diversitatea geneticd si originea filogenetici a raselor de bovine predominante in
Romania, punind accent deosebit pe rasa Surd de Stepa. Au fost analizate un numar de
cinci rase romanesti (Baltata roméneasca, Baltatd cu Negru romaneasca, Bruna,
Montbeliarde si Sura de Stepd). Astfel, heterozigozitatea calculatd pentru rasa
Montbeliarde a variat de la 0,580 la 0,690 pentru rasa Bruna si de la 0,711 pentru Béltata
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romaneasca la 0,778 pentru Baltata cu Negru romaneasca. Conform arborelui filogenetic
Neighbor joining (NJ) (Figura 2.8.), realizat pentru a pune in evidenta relatiile intre cele
cinci rase, se constata o diferenta clara de origine intre Sura de Stepa si celelalte patru rase
(Romanian Spotted = Béltatd romdneascad; Romanian Black Spotted = Baltata cu negru
romaneasca; Romanian Brown = Bruna; Montbeliarde; Romanian Grey Steppe = Sura de
Stepa).

Romanian Grey
Steppe

Montbeliarde

Romanian Spotted

100

Romanian Brown

87

PRomanian Black Spotted

Figura 2.8. Analiza filogenetica a cinci rase de bovine din Roméania (Georgescu et al., 2008)
Figure 2.8. Phylogenetic analysis of five cattle breeds in Romania (Georgescu et al., 2008)

Distantele genetice rezultate, arata clar faptul ca rasa Sura de Stepa este distincta
de celelalte patru populatii de bovine, care formeaza doud clustere separate. Sura de Stepa
face parte din grupul raselor podolice care 1si au originea in zona de stepa a Ucrainei de
unde au imigrat spre vest si zona Italiei incd din cele mai vechi timpuri (Xuan et al., 2010).

Un alt tip de cercetare s-a concentrat pe studiul markerilor genetici asociati cu
caracterele de productie (lapte/carne), mai ales 1n cazul raselor de bovine amenintate cu
disparitia, cum este si cazul Surei de Stepa. Aceste studii au ajutat la aprecierea valorii de
conservare a resurselor genetice precum si la stabilirea gradului de uniformitate al rasei
(Gradinaru et al., 2018).

In Romania, studiul polimorfismelor proteinelor majore din lapte (cazeina,
lactalbumind si lactoglobulind) au fost realizate de catre cercetatorii Balteanu si llie
Daniela (2007; 2008; 2009; 2010) prin tehnici de focalizare izoelectricad (IEF) si PCR.
Rezultatele cercetarilor au condus la identificarea alelei aS1-casein ISM la rasa Sura de
Stepa. Aceasta aleld nu a fost raportatd la nici o alta rasa europeana de bovine, fiind o
aleld ancestrald care provine direct de la strdmosii salbatici, oferind prima dovada
moleculara a pozitiei filogenetice a rasei (Balteanu et al., 2007; Balteanu et al., 2008;
Balteanu et al., 2010a; Bélteanu et al., 2010b; llie et al., 2014).
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2.2. Originea si filogenia rasei de bovine Pinzgau, din Roménia

Conform cercetarilor din literatura de specialitate, rasele de bovine indigene din
Romania, sunt clasificate in rase primitive si rase ameliorate. Din categoria raselor
primitive, autohtone face parte Sura de Stepa iar din categoria celor autohtone, ameliorate
fac parte rasele Baltatda Romaneascd, Bruna si Pinzgau de Transilvania (Acatincai, 2004;
Acatincai, 2010; Gradinaru, 2018).

Rasa Pinzgau isi are originea in Austria, tinuturile Salzburg, fiind un rezultat al
incrucisarii taurinelor rosii cu tipul Berna din Elvetia, in perioada dintre anii 1690-1740.
In a doua jumdtate a secolului al XIX-lea, aceasta rasd reprezenta un procent superior in
comparatie cu celelalte rase din zona Alpilor Austriei de Est si a zonelor invecinate.
Ulterior, a fost exportatd si in alte areale, respectiv in Peru, Ucraina, centrul Europei,
Bulgaria, Ungaria, Romania, Slovenia, etc (Maciuc, 2006; Sidlova, 2015).

Rasa Pinzgau din Romania se considera a fi formata prin incrucisdri intre vaci din
rasa Surd de Stepd si tauri Pinzgauer importati din Austria, in jurul anului 1850
(Angelescu, 1974). Bucovina a reprezentat zona de pornire iar ulterior, prin 1880 s-a
raspandit si in partea Muntilor Apuseni.

Aceasta rasa este crescuta ca rasa mixtd, cu scop dublu, atat pentru productia de
lapte cat si de carne (Kukuckova, 2018).

Evolutia numerica a rasei, aratd un procent de ~ 5% din totalul efectivului de
bovine al Romaniei, in anul 1937, acest procent scazand pana la 1,35%, in 1995 (Maciuc,
2006). Specific rasei Pinzgau este desenul alb, caracteristic ce constituie un caracter de
rasa, roba fiind de culoare visinie cu alb (Davidescu et. al., 2020).

O altd varietate a rasei Pinzgau este aga numita Vacd de Dorna, intalnita in partea
de nord a Moldovei si fiind rezultatul incrucisarilor taurinelor locale (Mocanita), cu rase
precum Friza, Pinzgau, Simmental sau Bruna. O deosebire fata de Pinzgaul rosu este
culoarea baltata negru cu desenul alb specific rasei precum si precocitatea mai mare si o
rezistentd mai crescutd la aparitia unor boli sau conditii aspre de mediu. De asemenea,
talia acestei varietati este cu ~ 1-2 cm mai mica (Maciuc, 2006; Bocanici, 2007; Davidescu
et. al., 2020).

Vitele Pinzgau sunt considerate descendente ale Bos primigenius, pe baza
morfologiei craniului evidentiindu-se asemanari cu rasele spaniole. Studii asupra craniilor
bovinelor au dezvaluit unele brahicefalii, astfel Incat aceasta rasa a fost considerata a fi
distincta de alte rase (Brenig, 2020) si apartinand rangului de subspecie Bos taurus
brachycephalicus (Kiddl si Pirchner, 1971). Mai tarziu, Adametz (1926) a sugerat ca
tendinta spre brahicefalie a acestei rase s-a datorat raspandirii unei mutatii.

Investigarea probelor de lapte prin tehnica I.E.F., a unor exemplare din rasa
Pinzgau, localizate in Austria, Bavaria si Germania de catre Erhardt in anul 1996, a
dezvaluit o noua variantd de cazeind (k-cazeina G) cu o frecventa de 0,003, alela care nu
a fost intdlnita 1n probele de lapte a altor rase aflata pe cale de disparitie.
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Alela A s-a evidentiat la bovinele din rasa Pinzgau ntr-o combinatie unica pentru
locii proteinelor din lapte situate pe al 6-lea cromozom (C-A2-BA, care codifica
urmitoarele proteine: aS1-, -, aS2- si respectiv k-cazeina). In cazul proteinelor din zer,
B-lactoglobulina este evaluatd in cea mai mare parte datoritd polimorfismului sau,
genotipul tip B si BB fiind observate 1n asociatii cu trasaturi dezirabile pentru industria
laptelui, cum ar fi procentul de grasime, timpul de coagulare mai scurt si o stabilitate
termica mai mare a proteinelor (Barbara Harlizius, 1997; Aleandri et. al., 1990; Ikonen si
Ojala, 1995; Kibarsepp et.al., 2005; Caroli et. al., 2010).

O dovada a introgresiei cu Bos indicus este prezenta alelei LAA * A, desi limitata,
in populatia austriacd. Aceasta aleld a fost gasitd la toate rasele de zebu, cu frecvente
variabile de la 0,082 la 0,405 (Ibeagha-Awemu et al., 2007).

In cazul rasei Pinzgau austriac, frecventa de 0,2 in cadrul esantionului de probe
analizate de catre Caroli si colab. (2010), a haplotipului CSN1S1 * C-CSN2 * A2-CSN3
* A, ofera un alt argument pentru introgresiunea cu Bos indicus, dupa cum sugereaza si
rapoartele anterioare pe baza altor markeri (Erhardt et. al., 1996; Erhardt et. al., 1997;
Erhardt et. al., 1998).

Un studiu eleborat de Czernekova si colab. sii (2006), prezinta diversitatea
genetica si relatiile filogenetice Tntre rasa Pinzgau din Slovacia — SPg si alte sase rase de
bovine din Europa Centrala, printre care se numara: Czech Pied (CP), Polish Red (PR),
Slovakian Pied (SP), Holstein (HO), German Red (GR) si Czech Red (CR), pe baza
analizei microsatelitilor. Arborele filogenetic este reprezentat in figura 2.9.

0.0750

0.0205

0.0750
0.0097 CR

0.0100 0.0055 R

0.1052
0.0277 Shg

0.0845

cP

0.0307 0.0845
SP

0.1429

—A
0.02

Figura 2.9. Arbore filogenetic construit pe distante genetice - Nei, metoda UPGMA
(Czernekova et al. 2006)
Figure 2.9. Phylogenetic tree constructed from the genetic distance — Nei, UPGMA
method (Czernekova et al. 2006)

Rasa Pinzgau, slovaca prezintd un nivel ridicat de variabilitate genetica in
comparatie cu celelate sase rase analizate.
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Pavlik si colab. (2014), au calculat coeficientul de consangvinizare pentru cinci
generatii (F5), zece generatii (F10) si toate generatiile urmarite, pe baza datelor din
pedigree-ul rasei Pinzgau, din Slovacia si Austria. In urma studiului, a rezultat ca cea mai
micé valoare a coeficientului de consangvinizare a fost de 0,0186 pentru cele 5 generatii
urmarite (F5), deoarece majoritatea animalelor aveau pedigree-ul destul de complete pana
la a cincea generatie. Dupd cum era de asteptat, consangvinizarea a aratat o tendintd in
crestere, cu o valoare tot mai mare.

Un alt studiu realizat de Kadlecik si colab. (2011) a aratat un coeficient de
consangvinizare mai scazut (0,0057) pentru populatia Pinzgau din Slovacia (Kadlec¢ik et.
al., 2007; Kadlecik et. al., 2011; Kasarda si Kadlecik, 2007 a; Kadlecik et al., 2004;
Kasarda, 2019) in timp ce Baumung si Solkner (2002) au calculat o medie de 0,0209
pentru Pinzgau austriac.

In cazul rasei Pinzgau de Transilvania, Popa si colab., (2013) au calculat
coeficientul de consangvinizare pentru un numar de 1917 indivizi si a obtinut o valoare
de 0,06.

O crestere mai mare a consangvinizdrii reduce semnificativ diversitatea,
provocand probleme serioase pentru mentinerea resursele genetice ale unei rase (Zidek si
Kasarda, 2010; Kasarda et al., 2008; Sidlova, 2014; Kasarda et al., 2007 b).

Evaluarea asemandrilor dintre subpopulatiile austriece si slovace din rasa
Pinzgau, pe seama valorii cosinusului unghiului 6 dintre vectorii radacinilor patrate ale
frecventelor fondatoare, in cele doud populatii a fost studiata de catre Pavlik (2014). Cand
aceastd valoare este apropiatd de 1, existd o similitudine mare intre populatii, ceea ce
indica faptul ca populatiile au mostenit contributii genetice de la aceiasi fondatori. In acest
caz, valoarea cosinusului unghiului 8 a fost de 0,9954, confirmand relatia foarte stransa
intre cele doua subpopulatii.

Veronika Kukuckova si colab., (2017) a realizat o scanare la nivelul intregului
genom al bovinelor Pinzgau din Slovacia pentru a estima diversitatea genetica la un nivel
mai detaliat comparativ cu studiile publicate anterior, evaluand totodata, relatiile de
filogenie cu alte 15 rase de bovine europene. In urma acestui studiu a rezultat faptul ca
populatia Pinzgau din Slovacia prezinta 0 variabilitate genetica ridicata (Kukuckova,
2016) in comparatie cu celelalte 15 rase europene analizate.

Tot cu privire la rasa Pinzgau din Slovacia, Veronika Sidlova si colab. sai a
realizat un studiu Tn anul 2015, pe baza analizei AND-ul genomic extras din materialul
seminal recoltat de la un numar de 19 tauri din rasa Pinzgau. Probele de ADN genomic
pentru fiecare animal au fost genotipate la un laborator folosind Illumina BovineSNP50
v2 BeadChip, cu o matrice de genotipare de 54.609 SNP-uri. Pentru a intelege relatiile
filogenetice dintre si intre rase, alte103 animale apartindnd unui numar de 5 rase de bovine
domesticite au fost genotipate (Holstein, Simmental, Ayrshire, MRI, Pinzgau slovac si
austriac). Rezultatele obtinute au demonstrat faptul ca taurii din rasa Pinzgau sunt 100%
de rasa pura, cee ace Inseamna ca ar putea constitui o baza pentru conservarea rasei prin
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utilizarea acestor tauri Tn schemele actuale de selectie si reproducere (Sidlova, 2014;
Sidlova, 2015).

Un numar de 21 tauri de rasa pura Pinzgau din Austria si 19 din Slovacia au fost
genotipati cu [llumina bovineHD si bovineSNP50 BeadChip de catre Kasarda si colab.
(2015). Gradul de diferentiere genetica intre taurii austrieci si slovaci, estimat pe baza
indicelui FST a fost scazut, doar 24% din valorile FST calculate pentru fiecare SNP au
fost mai mari de 0,01, ceea ce inseamna ca taurii din ambele populatii aveau stramosi
comuni. La toti indivizii analizati s-a observant o heterozigozitate medie de 0,34 + 0,01
(Kasarda, 2015).

Rezultatele studiilor din literatura cu privire la analiza genetica a rasei Pinzgau au
indicat importanta populatiilor regasite in Europa, in programele conservare si in
schemele de selectie pentru mentinerea statusului activ al rasei (Senczuk, 2020; Baumung
si Solkner, 2002; Solkner, 2010; Kasarda si Kadlecik, 2011, Sidlova, 2016).
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CAPITOLUL 3
STATUSUL DE RISC AL RASELOR DE BOVINE DIN EUROPA
CHAPTER 3
THE RISK STATUS OF EUROPEAN CATTLE BREEDS

Conform Global Databank for Farm Animal Genetic Resources (F.A.O., 2000),
rasele de bovine sunt clasificate in patru categorii, in functie de statusul de risc (avand la
baza dimensiunea populatiei: masculi/femele): critic, critic-in conservare, in pericol de
extinctie si in pericol de extinctie-in conservare (Tabelul 3.1.).

Tabelul 3.1/ Table 3.1
Clasificarea populatiilor de animale dupa dimensiunea numerica si statusul de risc
(Weigend S. si Romanov M.N., 2002)
Classification of animal secies by numerical size and status risk (Weigend S. and Romanov M.N., 2002)

Statusul de risc Dimensiunea numerici Nr. masculi Nr. femele
a populatiei
critic <120 <5 <100
critic-in conservare "status critic", dar aflat in conservare
in pericol de extinctie > 100-1000
> 80 but < 100 >5-20 femele de rasi purd
> 80%
> 1000-1200 femele de rasa pura
< 80%
in pericol de extinctie-Tn " in pericol de extinctie ", dar aflat Tn conservare
conservare

3.1. Statusul de risc al rasei Sura de Stepa

Rasa de bovine Sura de Stepa se afla in pericol de extinctie, inca din anul 2000,
conform rapoartelor emise de catre Organizatia Natiunilor Unite pentru Alimentatie si
Agricultura (FAQ), care atrag atentia asupra declinului numeric al indivizilor din aceasta
rasa (Scherf, 2000).

Tn cazul grupului de bovine podolice (Podolian Grey), datele F.A.O. prezentate
au aratat un status diferit pentru indivizii raspanditi in toatd Europa, variind de la ,,critic”
pentru Sura de Stepa din Bulgaria, Grecia, Germania si Ungaria, pand la riscul de extinctie
pentru populatia romaneasca din rasa Sura de Stepa (Tabelul 3.2. si Figura 3.1.).
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Tabelul 3.2/ Table 3.2
Distributia numerica a populatiilor din rasa Surd de Stepad din Europa in acord cu statusul de risc
(Scherf, 2000)

Numerical distribution of European Grey Steppe populations according to status risk (Scherf, 2000)

Podolian Grey Tara Date numerice despre Status de risc
populatie
Anul Nr. de indivizi

Iskar Grey Bulgaria 1994 245, 1209, 58 critic
(Bulgarian Grey)
Istrian Croatia 1995 110, 1032, 78 critic-in conservare
Slavonian Podolian Croatia 1995 20, 129, 38 critic-in conservare
(Slavonian Syrmian)
Katerini Grecia 1995 809, 58 critic
Sykia Grecia 1995 909, 58 critic
Hungarian Grey Steppe Austria 1994 109, 483 critic-Tn conservare

Germania 1997 369, 58 critic
Sura de Stepa romaneasca Romania 1993 3509, 128 in pericol de extinctie-n
(Romanian Grey Steppe) conservare
Ukrainian Grey Ucraina 1990 1500, 6842, 138 in pericol de extinctie

* Q- femele; &'- masculi; Global Databank for Farm Animal Genetic Resources (F.A.O., 2000)

700 684
650
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550
500
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400
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300
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200

350
150 120 103 =
100 I 13 36
50 12 5 I 7 5 10 4 5
Romania Bulgaria Croatia  Greece  Ukraine  Austria  Germany

= Femele = Masculi

Figura 3.1. Distributia numerica a populatiilor de bovine din rasa Sura de Stepa (nr. indivizi/tara)
(In conformitate cu rapoartele F.A.O., 2000)
Figure 3.1. Numerical distribution of Grey Steppe populations (no. individuals/country)
(according to F.A.O. reports, 2000)

Aceasta clasificare a populatiilor din rasa Sura de Stepa din Europa a fost realizata
pe baza datelor statistice raportate inainte de anul 2000. In multe cercetiri actuale, au fost
raportate aproximativ aceleasi efective numerice. Acest aspect, insa, nu este valabil pentru
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toate populatiile de bovine din rasa Surd de Stepa. Un exemplu elocvent este reprezentat
de Sura de Stepa, varietatea ungureasca, a carui efectiv numeric a crescut dupa anul 1970,
ca urmare a unei bune gestiondri a resurselor genetice. In Ungaria, aceasti rasa este inclusa
atat in programele de conservare cat si in cadrul programelor turistice (Gradinaru et al.,
2018; Davidescu et al., 2019).

Daca pana in anul 1982, rasa Sura de Stepa reprezenta o proportie insemnata din
totalul raselor de bovine din Romania, incepand cu secolul XX, se constatd o scadere
brusca a populatiei din aceasta rasa, in 1935 scézand la un procent de aproximativ 57,3%
din efectivul total de bovine iar in 1977 la cca. 0,6% (Creanga et al., 2010; Dascalu et al.,
2017). Statisticile oficiale prezentate de F.A.O. cu privire la numarul indivizilor din rasa
Surd de Stepa, indica faptul ca in anul 1986 existau peste 500 de capete iar in 1996 doar
200. In anul 2012, aceasta rasi ocupa locul 8 in topul raselor din Romania, cu o populatie
de 83 de capete (0,03%), intdlnite in doud mari judete ale Moldovei, respectiv lasi (59 de
capete - 0,19%) si Neamt (24 de capete - 0,06%) (Creanga et al., 2013; Creanga et al.,
2018; Vidu et al., 2013; Dascalu et al., 2014).

La nivelul anului 2017, conform unui studiu realizat de Dascalu et al., numarul
de exemplare din rasa Surd de Stepd a scdzut sub 150 capete. Prin urmare, conform
standardelor internationale, aceasta se afla in pericol de extinctie. Exemplare izolate din
aceastd rasd mai pot fi intdlnite In gospodarii din nord-estul Moldovei, in judetele Iasi,
Neamt si in Pardina (Delta Dunarii).

In prezent, in cadrul Statiunii de Cercetare-Dezvoltare pentru Cresterea
Bovinelor, Dancu — Iasi (S.C.D.C.B., Dancu — Iasi) se deruleaza un proiect national de
conservare genetica a rasei Sura de Stepa, existand un nucleu de 58 animale (37 femele si
21 masculi), reprezentand si materialul biologic al acestei cercetari.

In ciuda productivitatii sale scazute, rasa Sura de Stepa reprezinta un fond valoros
de gene, datorita caracteristicilor sale de adaptabilitate, rezistentd la boli si temperaturi
extreme, longevitate etc.

Din anul 2002, s-a emis un registru al rasei si s-au intreprins actiuni pentru
conservarea acesteia, in situ, ultima populatie care a supravietuit fiind reprezentata de
nucleul aflat In conservare la Statiunea de Cercetare — Dezvoltare pentru Cresterea
Bovinelor, Dancu-lasi. in ultimii aproximativ 20 de ani, nu se cunosc studii cu privire la
statusul de risc al acestei rase aflate n pericol de extinctie, folosind instrumente
genealogice, cercetari esentiale pentru dezvoltarea unor strategii pe termen lung, capabile
sd pastreze si s restabileascd in mod durabil populatiile de bovine autohtone aflate in
pericol de abandon.

In ultima perioadd, Sura roméaneasca a fost supusi unui proces neintrerupt de
incrucisare de absorbtie cu alte rase (Simmental, Pinzgau, Friza), rezultdnd astfel rasele
ameliorate cum sunt Baltata romdneascd, Baltatd cu negru romdneasca Bruna de
Maramures sau Pinzgau de Transilvania (Creangd et al., 2013; Creanga et al., 2018;
Dascalu et al., 2014).
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Perspectivele de viitor ar trebui sd urmareasca conservarea fondului genetic al
rasei Sura de Stepa, ca rezerva de gene pentru derularea unor programe de ameliorare fara
a modifica insa structura genetica a rasei, astfel incét, caracterele care o definesc sa
ramana neschimbate. Exista o cerintd pentru a asigura mentinerea structurii genetice in
timp. Aceasta se referd la posibilitatea ca taurii si vacile utilizate in reproducere,
purtatoare ale unor gene care definesc rasa Surd de Stepa sa dea nastere la cel putin un
vitel in prima generatie care s mosteneasca aceste gene valoroase si s le transmitd mai
departe urmatoarei generatii (Srivastava et al., 2019). Prin urmare, se doreste mentinerea
liniilor genealogice n conservarea resurselor genetice ale acestei rase.

Avand in vedere Insusirile deosebite ce definesc rasa Sura de Stepa, perspectivele
economice ar trebui sa aibd in vedere mai multe directii de cercetare, punind accent pe
rezerva de gene, utilizatd in cadrul programelor de ameliorare, incrucisari cu alte rase
pentru obtinerea unor indivizi cu productii mari de carne.

In contextul actual existd o problemd majord cu privire la prezervarea resurselor
genetice, reprezentate de rasele de taurine indigene, unicate, cu importanta cultural-
istorica pentru tara noastra.

3.2. Statusul de risc al rasei Pinzgau

Alaturi de rasa Sura de Stepd, conform rapoartelor Organizatiei pentru
Alimentatie si Agriculturd (F.A.O.) emise in anul 2000, in categoria raselor amenintate
cu riscul de extinctie, se incadreaza si rasa Pinzgau, in acel moment, inregistrandu-se un
numar de 1092 femele (Scherf, 2000; Fernandez 2003).

Tn Romania, cele doud rase locale, reprezintd un patrimoniu genetic valoros
datoritd materialului genetic ce are in structura sa gene de rezistentd crescutd la
imbolnaviri si capacitate ridicata de adaptare la conditii de mediu severe.

Acestea se afla in pericol de disparitie, inca din anul 2000, Organizatia F.A.O.,
sesizand aceastd problema de interes national prin intermediul rapoartelor emise cu privire
la statusul de risc al celor doud rase care atrag atentia asupra declinului numeric. De
asemenea, aceste rase indigene sunt parte a istoriei tarii noastre, asa cum diferitele
varietdti ale acestor rase reprezintd acelasi lucru in tarile in care s-au format. Metodele
aplicate la nivel mondial, In scopul conservirii genetice au evoluat considerabil de-a
lungul timpului iar rezultatele raportate sunt interesante din punct de vedere al filogeniei
si evolutiei acestor indivizi (Scherf, 2000).

n cazul rasei Pinzgau, in anul 1944 s-a inregistrat pentru arealul de crestere
Bezirk Kitzbiihel, Tirol un numér de doar 30 femele si 4 masculi, rasa situdndu-se in
statusul de risc critic. Pe de alta parte, in Germania, bovinele din rasa Pinzgau se afla ,,pe
cale de disparitie”, cu 286 de femele inregistrate in registrul genealogic si doar 6 masculi.

Un statut similar a fost raportat si pentru rasa Pinzgau Fleischnutzung,
evidentiindu-se 906 femele si 42 masculi inregistrati in registrul genealogic al Germaniei,
in anul 1997. In anul 1993, in Romania, bovinele Pinzgau sau ,,Pinzgau de Transilvania”,
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reprezentau un numar de 1092 femele inregistrate in registrul genealogic (Tabelul 3.3),
totodata materialul seminal recoltat de la 23 de tauri era pastrat in vederea mentinerii rasei.
Cu toate acestea, se raporteaza tendinta de scadere populatiei din aceasta rasa.

Tabelul 3.3/ Table 3.3
Efectivul populatiilor din rasa Pinzgau la nivel international si statusul de risc (Scherf B.D., 2000)
Pinzgau population size and status risk (Scherf B.D., 2000)

Populatia inregistrata in
. registrul genealogic .
Rasa Pinzgau Tara g g g Status de risc
Anul Numérul de animale
Jochberger . N
g Austria 1994 309, 48 critic-in conservare
Hummeln
Pinzgauer Germania | 1997 2869, 68 in pericol de disparitie
Pinzgauer .
. 1997 42 ] 1 ] iti
Fleischnutzung Germania 99 9069, 428 in pericol de disparitie
Pi — p - - ——
ngau d? Romania 1993 10929, 78 in peflcol de disparitie
Transilvania in conservare

Rasa Pinzgau este adaptata zonelor montane din Romania, cu altitudini de peste
1000 m, fiind originara din Austria, Salzburg, Tirol, un areal ce cuprinde zone alpine si
subalpine (Antal, 1980).

Rasa s-a format in perioada 1690-1740 prin incrucisarea taurinelor locale rosii cu
tipul Berna din Elvetia (Maciuc, 2006).

In prezent, interesul fermierilor din intreaga lume este reprezentat de cresterea
raselor de bovine specializate pentru productia de lapte sau carne, activitate rentabila din
punct de vedere financiar si care aduce un profit considerabil in randul marilor
intreprinderi. Desi Pinzgau este considerata o rasa autohtona in Romania, productiile sale
inregistrate sunt mai mici decat cele ale raselor de bovine specializate pe diferite productii
(2000-2500 kg lapte/an cu 3,8% grasime, cu o greutatea corporald de 400-500 kg in cazul
vacilor si 650-700 kg in cazul taurilor) (Draganescu, 2006; Matiuti et. al., 2009; Matiuti,
2005; Gilca, 2012).

Principalele caracteristici morfologice care subliniaza unele diferente intre
masculii si femelele apartinand diferitelor varietati din rasa Pinzgau sunt prezentate in
tabelul 3.4.
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Morphological differences of different Pinzgau varieties

Tabelul 3.4/ Table 3.4
Diferente morfologice ale diferitelor varietati din rasa Pinzgau

Greutatea medie a

Inaltimea medie (cm)

Rasa Pinzgau adultului (kg) Referinta
masculi femele masculi femele
Jochberger Hummeln, Germania 1200 700 151 139
Pinzgauer, Austria 900 750 143 140 *
Pinzgau de Transilvania 900 500 134 127

* according to Scherf, 2000

Pinzgau de Transilvania atinge o greutate medie a masculilor de pana la 900 Kg
si 0 talie de ~ 134 cm, iar n cazul femelelor de pana la 500 Kg si 127 cm (Mészaros,

2008; Popa, 2009).

Exemplarele din rasa Pinzgau din Austria, Slovacia si Roméania nu trebuie sa isi
piarda identitatea individuala. Aplicarea unor programe eficiente de conservare ar putea
conduce la marirea efectivului si mentinerea resurselor genetice ale acestei rase (Kadlecik,

2004; Melus et. al., 2009).
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CAPITOLUL 4
DESCRIEREA CADRULUI INSTITUTIONAL DE DESFASURARE
A CERCETARILOR
CHAPTER 4
INSTITUTIONAL FRAMEWORK OF RESEARCH

Realizarea obiectivelor propuse in cadrul acestei cercetdri a fost posibila prin
efectuarea unor analize in cadrul laboratoarelor specializate atat din tard cat si din
strainatate.

Prima etapa a fost recoltarea probelor biologice (sange) de la populatiile de
bovine din rasa Surd de Stepa, aflatd in cadrul fermei zootehnice a Statiunii de Cercetare
— Dezvoltare pentru Cresterea Bovinelor, Dancu-Iasi si respectiv de la rasa Pinzgau din
cadrul Statiunii de Cercetare — Dezvoltare pentru Cresterea Bovinelor, Targu-Mures.

Populatia de bovine din rasa Surd de Stepa reprezintd un fond genetic valoros,
aflat in prezent in conservare in cadrul S.C.D.C.B., Dancu, cu un numar de 58 exemplare,
din care 37 femele si 21 masculi (Figura 4.1.).

Tn cadrul S.C.D.C.B., Targu-Mures existau in anul 2019 un numar de 24 femele
de la care au fost recoltate probe biologice in vederea efectudrii analizelor de genetica
moleculara (Figura 4.2.).
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|

Figura 4.1. Exemplare din cadrul nucleului de bovine din rasa Suri de Stepa, aflat in conservare in cadrul
S.C.D.C.B., Dancu-Iasi (foto original)
Figure 4.1. Individuals from the Grey Steppe cattle population, in conservation at S.C.D.C.B., Dancu-/asi
(original photo)
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Figura 4.2. Exemplare din cadrul nucleului de bovine din rasa Pinzgau, aflat Tn cadrul S.C.D.C.B.,
Targu-Mures (foto original)
Figure 4.2. Individuals from the Pinzgau cattle population, at S.C.D.C.B., Targu-Mures (original photo)

In vederea cuantificarii diversitatii genetice a celor doud populatii de bovine, au
fost efectuate o serie de analize in cadrul Laboratorului de Genetica Moleculard al
Facultatii de Biologie, Universitatea ,,Alexandru Ioan Cuza” din Iasi (Figura 4.3.). Aceste
analize au implicat: extractia ADN-ului total din probele de sange recoltate, determinarea
puritatii si concentratiei ADN-ului izolat prin spectrofotometrie, amplificarea prin PCR a
genei citocrom b si a regiunii de control mitocondrial d-loop, vizualizarea ampliconilor
prin tehnica de electroforeza in gel de agaroza si purificarea produsilor PCR prin coloane.

Figura 4.3. Imagini din cadrul Laboratorului de Genetica Moleculara al Facultatii de Biologie,
Universitatea ,,Alexandru loan Cuza” din lasi (foto original)

Figure 4.3. Images from the Molecular Genetics Laboratory of the Faculty of Biology, "Alexandru loan

Cuza" University of lasi (original photo)

Pentru secventierea markerilor mitocondriali citocrom b si d-loop, probele de
ADN au fost purificate si pregatite pentru a fi trimise n cadrul unui laborator specializat
din Amsterdam-Olanda, "Macrogen-Europe” (Figura 4.4.) iar secventele de ADN
obtinute, au fost trimise In format electronic, sub forma unor fisiere de tip FASTA si a
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unor cromatograme specifice fiecarei secvente analizate, pentru fiecare individ din cadrul
celor doud rase.

Figura 4.4. Secventiator din cadrul Laboratorului de secventiere, Macrogen-Europe, Olanda
(dna.macrogen-europe.com)
Figure 4.4. Sequencer from the Sequencing Laboratory, Macrogen-Europe, Netherlands
(dna.macrogen-europe.com)

Urmatoarea etapa a constat in interpretarea statistica gi reprezentarea grafica a
datelor obtinute, prin utilizarea unor programe specifice, de analiza a secventelor genice.
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CAPITOLUL 5
SCOPUL SI OBIECTIVELE STUDIULUI, MATERIALUL SI
METODOLOGIA CERCETARII
CHAPTER 5
AIM OF THE STUDY, BIOLOGICAL MATERIAL AND
METHODOLOGY OF RESEARCH

Tn cadrul acestei lucrari, s-au efectuat o serie de cercetiri pentru a evalua
diversitatea genetica a doua populatii de bovine din rasele Sura de Stepa si Pinzgau din
Romania, prin analiza a doi markeri genetici mitocondriali (citocrom b si d-loop),
relevanti pentru studii de diversitate geneticd, filogenie, filogeografie moleculara si
identificarea relatiilor taxonomice intre indivizi din diferite specii.

Cercetarea de fatd vine in completarea informatiilor existente in literatura de
specialitate, cu aspecte privind unele incertitudini taxonomice si evidentierea a noi
considerente relative la istoria evolutivd a acestor populatii din cadrul subfamiliei
Bovidae.

5.1. Scopul si obiectivele studiului

Scopul acestei cercetdri a fost acela de a cuantifica variabilitatea geneticd a
populatiilor de bovine locale, din rasele Sura de Stepa si Pinzgau.

Pentru atingerea scopului propus s-a urmarit un plan de obiective, ce a implicat
parcurgerea mai multor etape specifice de cercetare:

3. Cuantificarea variabilitatii genetice a populatiilor de bovine din cele
doud rase, prin parcurgerea urmatoarelor etape:
> identificarea haplotipurilor prezente atat in populatia de bovine Sura de

Stepa din cadrul S.C.D.C.B., Dancu-Iasi cat si a populatiei din rasa Pinzgau din cadrul
S.C.D.C.B, Térgu-Mures, prin analiza secventelor nucleotidice ale citocromului b si a
regiunii de control mitocondrial d-loop;

> estimarea diversitatii genetice intra si interpopulationale pe baza
rezultatelor obtinute in urma analizei celor doi markeri mitocondriali.

4. Analiza filogenetica a raselor prin parcurgerea urmdtoarelor etape:

> compararea ratei de evolutie a markerilor mitocondriali studiati, cu rata
de evolutie a genomului mitocondrial complet, atat la nivel de rasa, specie cat si la nivel
de gen, prin analiza secventelor genice rezultate in urma secventierii;

> impactul celor doi markeri mitocondriali in estimarea timpului de
divergents;
> reconstructia filogeografica pentru taxonii grupului tinta.
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5.2. Materialul biologic analizat

Analiza relatiilor filogenetice si cuantificarea diversitatii genetice la rasele de
bovine Sura de Stepa si Pinzgau, a fost initiata prin etapa de recoltare a probelor biologice,
respectiv sange.

Au fost recoltate probe de la un numair de 32 exemplare femele, apartinand
nucleului aflat in conservare in cadrul fermei zootehnice S.C.D.C.B., Dancu-lasi si
respectiv 24 probe de sange de la femele din cadrul S.C.D.C.B., Targu-Mures.

Analizele moleculare n vederea atingerii obiectivelor propuse au fost efectuate
in cadrul Laboratorului de Geneticd Moleculard al Facultétii de Biologie, Universitatea
,»Alexandru loan Cuza” din lasi.

Pentru atingerea planului de obiective au fost parcurse o serie de etape de analiza:

v izolarea si purificarea ADN-ului total din probele de sange recoltate;

v cuantificarea ADN-ului total prin tehnica de spectrofotometrie;

v amplificarea markerilor mitocondriali citocrom b si d-loop prin tehnica
PCR,;
validarea ampliconilor prin electroforeza in gel de agaroza;
purificarea ADN-ului;
secventierea genelor de interes;

AN NI NI N

descarcarea secventelor nucleotidice pentru cele doua gene de interes din
baza internationald de date GenBank (N.C.B.l.), respectiv pentru genomul mitocondrial
complet al genului Bos taurus, fiind utilizate ca referinte la secventele analizate;

v alinierea secventelor descarcate si a celor de interes;

v cuantificarea distributiei demografice si spatiale precum si a fluxului de
gene pentru populatiile de bovine analizate, utilizand programe specifice;

v reconstructia filogeografica a celor doua rase.

In cazul rasei Surd de Stepa, pentru realizarea acestei cercetiri au fost recoltate
un numar de 32 probe de sange de la femele (Figura 5.1. A) iar in cazul rasei Pinzgau, au
fost recoltate 24 probe, de asemenea de la indivizi de sex feminin (Figura 5.1. B).
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Figura 5.1. Ma

-

terialul biologic de la care au fost recoltate probele (foto original)
A. Sura de Stepd; B. Pinzgau

Figure 5.1. Biological material from analysis (original photo)

A. Grey Steppe; B. Pinzgau

Tn tabelele 5.1 si 5.2 se regasesc informatii cu privire la exemplarele de bovine de
la care s-au recoltat probele, cu urmitoarele date de identificare: rasa, cod de identificare
sau numarul matricol Inscris pe crotalie, data nasterii, varsta individului (luni), sexul si
tipul de material biologic recoltat.

Tabelul 5.1/ Table 5.1

Date de identificare ale indivizilor din rasa Surd de Stepa de la care s-a recoltat material biologic Tn scopul

efectuarii analizelor genetice - date preluate din Registrul Genealogic al rasei

(S.C.D.C.B. Dancu-Iasi, 20.06.2020)
Identification data of the individuals of Grey Steppe cattle breed, biological material for genetic analysis -
data taken from the Genealogical Register of the breed (S.C.D.C.B., Dancu-Iasi, 20.06.2020)

Nr. Rasa de Nr. matricol Data nasterii Varsta Sexul | Tipul probei
crt. bovine (luni)
1. Surd de Stepa R0O242000109988 07.01.1996 288 F sange-ss01
2. Surd de Stepa R0O242000110002 05.01.2000 242 F sange-ss02
3. Surd de Stepa R0O245000109998 07.01.2001 228 F sange-ss03
4. Surd de Stepa R0O241000109812 09.01.2003 202 F sange-ss04
5. Surd de Stepa R0O247000109811 06.01.2004 193 F sange-ss05
6. Surd de Stepa R0O243000109786 12.01.2004 187 F sange-ss06
7. Surd de Stepa R0O243000109800 01.01.2005 186 F sange-ss07
8. Surd de Stepa R0O242000110205 02.02.2005 185 F sange-ss08
9. Surd de Stepa R0O243000109723 02.02.2005 185 F sange-ss09
10. | Surd de Stepa R0241000110120 03.01.2005 184 F sange-ss10
11. Sura de Stepa R0O241000110274 09.01.2005 178 F sange-ss11
12. | Suri de Stepa R0O242000120579 12.01.2005 175 F sange-ss12
13. | Suri de Stepa R0243000120587 12.01.2005 175 F sange-ss13
14. | Suri de Stepa R0242000120656 03.10.2006 171 F sange-ss14

(2]
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Nr. Rasa de Nr. matricol Data nasterii Varsta Sexul | Tipul probei
crt. bovine (luni)

15. Sura de Stepa R0O243000120678 03.10.2006 171 F sange-ss15
16. Sura de Stepa R0O243000174164 10.10.2007 152 F sange-ss16
17. | Swuré de Stepa R0242000218328 21.06.2008 144 F sange-ss17
18. | Surd de Stepa R0243000218587 03.03.2009 136 F sange-ss18
19. | Swuré de Stepa R0O143000108432 10.10.2009 128 F sange-ss19
20. | Surade Stepa R0O248001058693 03.12.2011 111 F sange-ss20
21. | Surade Stepa R0O507000112314 06.01.2011 109 F sange-ss21
22. | Surade Stepa R0O506001166289 06.01.2012 97 F sange-ss22
23. | Surade Stepa R0O504001166308 22.06.2012 96 F sange-ss23
24. | Sura de Stepa R0O508003831422 09.08.2014 69 F sange-ss24
25. | Sura de Stepa R0O502003831482 27.10.2014 68 F sange-ss25
26. | Surade Stepa R0O504005500784 06.05.2015 61 F sange-ss26
27. | Sura de Stepa R0O501007300790 25.03.2017 39 F sange-ss28
28. | Surade Stepa R0O508007300858 06.01.2017 37 F sange-ss29
29. | Surade Stepa R0O507007405358 02.01.2018 29 F sange-ss30
30. | Surade Stepa R0O504007405388 03.01.2018 28 F sange-ss31
31. | Surade Stepa RO507007448267 23.03.2018 27 F sange-ss33
32. | Surade Stepa R0O500007448406 19.08.2018 22 F sange-ss34

(data taken from S.C.D.C.B., Targu-Mures, 10.11.2020)

Tabelul 5.2/ Table 5.2

Date de identificare ale indivizilor din rasa Pinzgau de la care s-a recoltat material biologic Tn scopul
efectuarii analizelor genetice (date preluate din cadrul S.C.D.C.B., Targu-Mures, 10.11.2020)

Identification data of the individuals of Pinzgau cattle breed, biological material for genetic analysis

Nr. Rasa de Nr. matricol Data nasterii Varsta Sexul | Tipul probei
crt. bovine (luni)
1. Pinzgau 5757 13.06.2019 16 F sénge-ss01
2. Pinzgau 1967 17.11.2013 83 F sénge-ss02
3. Pinzgau 4471 14.10.2014 72 F sénge-ss03
4. Pinzgau 2713 10.06.2015 65 F sange-ss04
5. Pinzgau 1059 23.10.2015 60 F sange-ss05
6. Pinzgau 1408 26.01.2018 33 F sange-ss06
7. Pinzgau 2035 01.01.2016 58 F sange-ss07
8. Pinzgau 1864 11.07.2015 64 F sange-ss08
9. Pinzgau 0973 19.11.2018 23 F sange-ss09
10. Pinzgau 0992 05.01.2018 34 F sange-ss10
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Nr. Rasa de Nr. matricol Data nasterii Varsta Sexul | Tipul probei
crt. bovine (luni)

11. Pinzgau 0989 02.01.2018 33 F sange-ss11
12. Pinzgau 0785 30.04.2013 90 F sange-ss12
14. Pinzgau 1942 21.08.2013 86 F sange-ss14
15. Pinzgau 7310 14.11.2013 84 F sange-ss15
16. Pinzgau 6319 02.02.2014 81 F sange-ss16
17. Pinzgau 6260 02.05.2015 66 F sange-ss17
18. Pinzgau 0755 26.04.2015 66 F sénge-ss18
19. Pinzgau 4036 24.08.2016 50 F sénge-ss19
20. Pinzgau 1863 10.07.2015 63 F sénge-ss20
21. Pinzgau 5796 30.10.2019 12 F sénge-ss21
22. Pinzgau 7876 16.03.2019 20 F sénge-ss22
23. Pinzgau 7885 01.05.2019 18 F sénge-ss23
24. Pinzgau 7887 05.05.2019 18 F sénge-ss24

Tn cazul rasei de bovine Sura de Stepa, intervalul de varsta a fost cuprins intre 22-
288 luni, cu 0 medie de 134,5 luni in timp ce pentru rasa de bovine Pinzgau media de
varsta a fost de 52 luni, cu limite intre 12 respectiv 90 luni (Figura 5.2.)
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Figura 5.2. Media de varsta a exemplarelor din rasele de bovine Sura de Stepa si Pinzgau analizate
Figure 5.2. The average age of the individuals from Grey Steppe and Pinzgau cattle breeds analyzed

Din graficele 5.2 respectiv 5.3 (2) si (b) se poate observa faptul ca femelele de
rasa Surd de Stepa prezinta o varstd mai inaintata fata de cele din rasa Pinzgau, cele din
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urma fiind inca exploatate pentru productii mixte (lapte/carne) in timp ce Sura de Stepa
este pastratd doar in vederea mentinerii resurselor genetice valoroase pe care aceasta rasa
de poseda.
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Figura 5.3. Distributia numerica in functie de varsta a exemplarelor din rasele de bovine
Sura de Stepa (a) si Pinzgau (b)
Figure 5.3. Numerical distribution by age of Grey Steppe (a) and Pinzgau (b) cattle breeds

Pentru rasa Sura de Stepa, un numar de 19 exemplare din totalul de 32 prezinta o
varsta de peste 10 ani, 7 exemplare se incadreaza in limitele 5-10 ani, 5 exemplare in
intervalul 2-5 ani si respectiv o singurad femela are o varsta cuprinsa intre 1-2 ani. Pe de
alta parte, in cazul rasei Pinzgau, 11 femele dintr-un total de 24 au o varsta cuprinsa intre
5-10 ani, 8 exemplare au ca limite de varstd 2-5 ani, 5 exemplare se situeaza in intervalul
1-2 ani. Tn cazul rasei Pinzgau nu au fost luate Tn studiu femele cu o varsta de peste 10
ani.

In concluzie, din analiza grafici a celor doui rase de bovine se constatd faptul ca
exemplarele din rasa Sura de Stepd sunt mult mai Tnaintate ca varsta in comparatie cu cele
din rasa Pinzgau.

5.3. Metodologia cercetarii

Pentru investigarea materialului genetic la bovine, se parcurg de reguld mai multe
etape de lucru care implica:

> extractia ADN-ului genomic total din probele recoltate;

> cuantificarea ADN-ului (determinarea puritatii si concentratiei) prin
tehnica de spectrofotometrie;
amplificarea secventelor de interes prin tehnica PCR;
vizualizarea ampliconilor prin electroforeza in gel de agaroza;
purificarea ADN-ului extras;
secventierea genelor de interes;

YV V.V V
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> descarcarea secventelor nucleotidice de interes din baza internationala de
date GenBank (N.C.B.l.), utilizate ca referinte;

> interpretarea statistica a rezultatelor obtinute;

> formularea unor concluzii clare cu privire la Tndeplinirea obiectivelor
propuse.

5.3.1. Recoltarea probelor biologice

Probele de sdnge au fost recoltate prin punctia venei jugulare, utilizaindu-se tuburi
de tip Vacutainer cu EDTA (acid etilendiaminotetraacetic) pentru a preveni coagularea,
cu capacitatea de 2 ml si ace de recoltare tip 18 G (Figura 5.4.).

1 T
P i e e

Figura 5.4. Recoltarea probelor de sdnge in eprubete cu EDTA (foto original)
Figure 5.4. Collection of blood samples in EDTA tubes (original photo)

In cazul Surei de Stepa, probele au fost numerotate de la SS_01 la SS_34, "SS"
fiind prescurtarea de la titulatura rasei - Sura de Stepa. Numerele de ordine SS_27 si
SS 32 corespund celor doi tauri existenti in cadrul fermei S.C.D.C.B., Dancu-Iasi
(conform listei cu datele de identificare ale indivizilor, descarcate din baza de date a rasei),
prin urmare au ramas pozitii libere, deoarece in acest studiu s-a urmarit cuantificarea
diversitatii genetice doar prin analiza exemplarelor de sex feminin. Probele recoltate de la
rasa Pinzgau au fost numerotate de la P_01 la P_24, "P" fiind prescurtarea de la titulatura
rasei - Pinzgau.

Tnainte de a trece la analiza propriu-zisa a materialului biologic recoltat de la cele
douad rase de bovine, s-au intocmit Registrele de receptie a probelor care cuprind atat date
de identificare a femelelor de la care s-a recoltat sangele cat si date referitoare la markerii
mitocondriali citocrom si d-loop.
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5.3.2. Izolarea si cuantificarea ADN-ului total din probele de sédnge

a. lzolarea ADN-ului total din probele de sange

In cazul de fati, izolarea ADN-ului din probele de sange s-a realizat prin metoda
automatizatd, cu echipamentul Maxwell™ 16 and 16 MDx instruments, folosind un kit
special, furnizat de distribuitorul Promega: 48 Maxwell™ 16 MCD LEV, care contine 50
de pistoni de purificare LEV, 50 de tuburi de elutie, 20 ml tampon de liza, doua solutii de
1 ml proteinaza K si 20 ml tampon de elutie.

Acest echipament poate procesa pana la 16 probe in 40 de minute, ADN-ul extras
putand fi utilizat intr-o varietate de aplicatii, inclusiv PCR si electroforeza pe gel de
agaroza.

Protocolul de extractie a ADN-ului cuprinde mai multi pasi:

1. Omogenizarea probelor de sange timp de cel putin 5 minute, la temperatura
camerei.

2. Pregitirea si etichetarea tuburilor de incubare care trebuie sa fie compatibile cu
blocul de incalzire al echipamentului de extractie.

3. Adaugarea unui volum de 30 pl solutie proteinazd K (PK) in fiecare tub de
incubare.

4. Adaugarea probelor (pana la un volum de 300 pl) in tuburile de incubare.

5. Adaugarea unui volum de 300 ul tampon de liza in fiecare tub de incubare.

6. Vortexarea tuburilor timp de 10 secunde.

7. Incubarea tuburilor in blocul de incilzire (setat la 56°C), 20 de minute, timp in
care se pregitesc cartusele.

8. Transferul probelor de lizat de sdnge, din tubul de incubare in cartuse.

Pregatirea cartuselor: Se aseaza fiecare cartus 1n rack si se fixeaza in pozitia
corespunzatoare. Se Indeparteazd cu atentie sigiliul, astfel incat tot plasticul sa se
desprinda din partea superioara a cartusului.

Inainte de toate, se asigurd ca benzile de etansare si orice adeziv rezidual de pe
cartuse sa fie indepartate (Figura 5.5.).
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Well Contents
1. Binding Buffer

2. Paramagnetic
Cellulose
Particles

3. Wash Buffer

4. Wash Buffer

5. Wash

6. Wash

7. Water

8. Empty

Figura 5.5. Pregatirea cartuselor pentru extractia ADN-ului cu echipamentul Maxwell 16 LEV Blood DNA
kit (Sursa: protocol de extractia ADN: Maxwell® 16 LEV Blood DNA Kit)
Figure 5.5. Preparation of cartridges for DNA extraction with the Maxwell 16 LEV Blood DNA Kit
(Source: DNA extraction protocol: Maxwell® 16 LEV Blood DNA Kit)

Dupa introducerea cartuselor si a celorlalte consumabile se porneste
echipamentul, se selecteaza "DNA™ din meniu, apoi "Blood Method" si in final, optiunea
"Run program” . Programul va incepe sa ruleze automat, avand loc extractia ADN-ului
din cele 16 probe n aproximativ 40 minute (Figura 5.6.).

Figura 5.6. Pregitirea probelor si a echipamentului Maxwell 16 LEV pentru extractia ADN-ului genomic
total (foto original)
Figure 5.6. Preparation of samples and Maxwell 16 LEV equipment for total genomic DNA extraction
(original photo)

Metoda prezintd o serie de avantaje, printre care se numara precizie cantitativa,
acuratete, rapiditate, grad ridicat de automatizare si obtinerea unor probe de ADN de
concentratie i puritate buna.
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b. Cuantificarea ADN-ului prin tehnica de spectrofotometrie

Cantitatea de ADN total a fost cuantificata cu ajutorul spectrofotometrului de tip
Nanodrop ASP-3700 (ACTGene Inc., USA) (Figura 5.7.). Aceastd metoda
spectrofotometrica are la baza urmatorul principiu: majoritatea substantelor de natura
biologica prezinta o ratd de absorbtie caracteristicd in domeniul radiatilor ultraviolete
(UV). Astfel, rata de absorbtie de 260 nm corespunde acizilor nucleici ADN/ARN, cea de
280 nm proteinelor iar cea de 230 nm diferitilor contaminanti (Cojocaru et al., 2004).

In acest studiu, densitatea optici a fost misurati la rata de absorbtie A260 nm si
A280 nm, facand ulterior raportul dintre cele doud rate de absorbtie.

Conform literaturii de specialitate, ADN-ul este considerat suficient de pur, daca
raportul celor doua citiri, respectiv A260/A280, are valori cuprinse in intervalul 1,7-2,0.
Valorile mai mici de 1,7 indicd impurificari cu proteine iar cele mai mari de 2,0
impurificari cu alti contaminanti.

Conform legii lui Beer Lambert, exista o relatie de liniaritate intre concentratia
unui compus si absorbanta sa la o anumitd lungime de unda. Pe acest fapt se bazeaza
calcularea concentratiei de ADN, facandu-se aprecieri asupra puritatii acestuia in raport
cu proteinele (Cojocaru, 2005).
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Figura 5.7. Cuantificarea probelor de ADN cu spectrofotometrul Nanodrop, ASP-3700 (foto original)
Figure 5.7. Quantification of DNA samples with the Nanodrop spectrophotometer, ASP-3700
(original photo)

Spectrofotometrul Nanodrop ASP-3700 are un spectru de masurare cuprins intre
220-750 nm si masoara probe cu volum de 1 pl, cu o acuratete si o reproductibilitate foarte
ridicatd. Acest sistem utilizeazd o tehnologie performantd care implicd o fortd de
tensionare a suprafetelor pe care se realizeaza masurarea, cu scopul de a retine proba.
Nanodrop ASP-3700 este dirijat de un soft special care ruleaza de pe PC iar datele obtinute
in urma fiecarei masuratori sunt stocate pe calculator (Figura 3.6.). Aceasta tehnica
elimind inconvenientul de a utiliza cuvete sau alte tipuri de recipiente pentru a depozita
probele pe durata efectudrii masuratorii si de asemenea, permite igienizarea piedestalelor
n doar céteva secunde.

73



5.3.3. Amplificarea genei citocrom b si a regiunii de control mitocondrial d-loop prin
PCR

Tehnica PCR sau reactia in lant a polimerazei, a fost dezvoltata in jurul anului
1983 de catre cercetatorul Kary Mullis care a revolutionat genetica moleculara, facand
posibila astfel, studierea si analiza genelor prin metode mult mai accesibile si foarte
simple. Strategiile bazate pe aceastd metoda au propulsat eforturi stiintifice uriage, cum
ar fi Proiectul genomului uman (Mullis, 1990; Vlaic, 1997; Kadri, 2019).

Metoda are la baza caracteristicile replicarii ADN-ului cu ajutorul enzimei ADN
polimeraza, care utilizeaza o catena ADN ca matrita pentru sinteza unei noi catene
complementare. Prin aceasta tehnica se produce un numar foarte mare de copii ale unor
secvente de ADN (Carsai, 2008; Garibyan, 2013).

Tehnica PCR se bazeaza pe unele caracteristici ale replicariit ADN-ului iar pentru
amplificarea secventei de ADN dorite se utilizeaza o secventd de oligonucleotide numita
primer sau amorsa. Primerii utilizati pentru amplificare sunt de obicei, fragmente scurte,
cu o lungime de aproximativ 15 — 35 nucleotide, complementare capetelor 3” ale secventei
de ADN ce se doreste a fi amplificata, fiind specifici fiecarei gene (Valasek si Repa,
2005). Pentru amplificarea secventelor specifice de ADN, prin tehnica PCR, se foloseste
o solutie tampon (PCR buffer) in care se introduce ADN-ul ce contine gena de interes,
primerii sintetizati, Tagpolimeraza si cele patru tipuri de deoxinucleotid-trifosfati (AATP,
dGTP, dCTP si dTTP) (Nancy, 1992; Mohini si Deshpande, 2010).

Tehnica PCR presupune parcurgerea a trei etape principale, care se realizeaza
automat intr-un aparat de tip Termocycler (Weier si Grey, 1988):

1. Denaturarea ADN, presupune separarea celor doua catene de ADN, proces
indus prin incdlzirea solutiei in care se aflda ADN-ul, la 95°C (temperaturd de denaturare)
timp de 5 minute, efectul fiind ruperea legaturilor de hidrogen, rezultind ADN
monocatenar (Pelt-Verkuil, 2008) (Figura 5.8.a).

2. Atasarea primerilor are loc prin racirea la ~ 55°C a solutiei in care se afla
secventa de amplificat. Primerii se leagad la capetele 3’ a celor doua catene de ADN ale
genei care se doreste amplificata (Figura 5.8.b).

3. Elongatia se produce la o temperaturd de circa 72°C, temperaturd la care
Tagpolimeraza functioneaza optim, In faza de extensie iar ciclul se repeta de cca. 25 — 40
ori. Amplificarea este aproximativ exponentiala, realizdndu-se dupd 3 cicluri, 2 copii,
dupa 10 cicluri 256 copii iar dupa 32 cicluri, pana la 1,73 miliarde copii ale secventei
supuse amplificarii, s.a.m.d. (Figura 5.8.c).
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Dupa amplificare, gena de interes se vizualizeaza In lumina ultravioleta, la nivelul
gelului de agaroza in care fragmentele au fost colorate cu bromurd de etidiu. Daca
amplificarea s-a produs corespunzator, in gel se vor observa una sau mai multe benzi,
specifice secventei de ADN.

In tehnica PCR, alegerea primerilor pentru amplificare este primordiald, putind
fi utilizati doua tipuri de primeri:

- primeri specifici: secvente cunoscute de ADN, utilizate pentru inceperea
sintezei unei anumite gene, cu structura cel putin partial cunoscuta. Primerii specifici pot
fi dirijati fie spre un situs foarte precis al ADN-ului, fie spre regiunile situate in amonte
sau in aval de secventele unice, la nivelul secventelor de tipul minisatelitilor sau
microsatelitilor;

- primeri aleatori: au dimensiuni reduse (10-20 perechi baze). Alegerea
secventelor care constituie acesti primeri este complet arbitrara. In timpul reactiei PCR
acesti primeri se vor hibrida de fiecare datd cand in ADN se intdlnesc secvente care le
sunt complementare si de orientare opusa.

Reactia PCR este extrem de rapida, dureaza doar cateva ore (2-3 ore pentru ~ 30
de cicluri).

5.3.4. Electroforeza in gel de agaroza pentru vizualizarea ampliconilor

Tehnica de electroforeza constd in migrarea moleculelor de ADN (molecule
incdrcate negativ, influentate usor de cAmpul electromagnetic) prin gelul de agaroza, spre
polul pozitiv al cuvei de electroforeza (Figura 5.9) (Lewin et al., 2004; llie, 2008). Este 0
metodd standard de separare, purificare si identificare a moleculelor de ADN cu
dimensiuni cuprinse intre 0,5-25 kb (Voytas, 2001), inclusiv a amestecurilor care nu pot
fi separate prin alte tehnici. Aceasta tehnica se aplicd pentru a verifica integritatea ADN-
ului, dimensiunea fragmentelor amplificate dar si pentru a detecta prezenta posibililor
contaminanti.

Moleculele de ADN care prezintd aceeasi lungime, respectiv aceeasi greutate
moleculard, vor migra cu aceeasi viteza, formand benzi cu o anumitd masd moleculara.
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Figura 5.9. Sistem de electroforeza in gel de agaroza (prelucrare dupa Drabik, 2016)
Figure 5.9. Agarose gel electrophoresis system (after Drabik, 2016)

Electroforeza acizilor nucleici este o etapa obligatorie in orice protocol de analiza
moleculara, urmarindu-se mai multe aspecte:
» verificarea ampliconilor obtinuti prin PCR;
» specificitatea primerilor;
» marimea fragmentelor rezultate;
» eventualele amplificari nespecifice care se pot identifica in gel;
» evitarea unor posibile contaminari (Lee, 2012).

Agaroza este izolata din alge marine din genurile Gelidium si Gracilaria sub
forma de subunitati repetate de agarobioza (L - si D - galactoza). Temperatura de topire
este Tn jur de 87-89°C iar cea de solidificare este de 36-39°C. Agaroza care prezinta un
punct de topire scazut se foloseste pentru recuperarea fragmentelor de ADN intact, din
gelul de electroforeza (Voytas, 2001).

Mobilitatea fragmentului de ADN 1n interiorul gelului, este invers proportionala
cu masa moleculara si poate fi influentata de o serie de factori, in functie de care se poate
optimiza separarea electroforetica: concentratia gelului in functie de masa moleculelor ce
urmeaza a fi separate, tensiunea aplicatd care este proportionald cu viteza de migrare,
tamponul de electroforeza pentru atingerea unor valori optime ale pH-ului (cele mai
frecvent folosite sunt TAE: Tris-acetat-EDTA si TBE: Tris-borat-EDTA), efectul
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bromurii de etidiu (colorant fluorescent utilizat pentru evidentierea benzilor de acizi
nucleici, separate prin electroforeza), agentii denaturanti utilizati pentru a Impiedica
procesele de agregare si adsorbtie a moleculelor de acizi nucleici pe matricea de gel dar
si pentru inlaturarea diferentelor de natura conformationala (cei mai frecvent folositi sunt
ureea, formamida si formaldehida) (Jialiang, 2016).

5.3.5. Purificarea produsilor PCR prin coloane

Purificarea produsilor PCR se realizeaza cu scopul de a elimina excesul de
nucleotide si primeri, principiul de baza fiind capacitatea ADN-ului de a se lega de
membranele de siliciu in prezenta sarurilor.

Pentru purificarea ampliconilor rezultati in urma reactiei PCR, s-a folosit sistemul
“Wizard SV Gel and PCR Clean-Up”. Acest sistem prezinta o serie de avantaje, avand la
bazd o membrand, care poate lega pana la 40 pg ADN, permitand astfel, recuperarea
fragmentelor de ADN izolate sau produsi PCR, 1n mai putin de 20 de minute (Brisco,
1996).

Protocolul experimental de purificare a probelor de ADN, se realizeaza in 4
etape:
1. Pregatirea produsilor PCR
se adauga in tuburile PCR un volum de reagent "Membrane Binding Solution™

egal cu cel existent Tn tuburi.
Pregitirea
produsilor PCR
2. Legarea ADN-ului

- seinsereaza minicoloanele SV in tuburile de colectare;

- setransfera produsii PCR preparati in prima etapa, in sistemul de minicoloane SV
si se incubeaza timp de 1 minut la temperatura camerei;

- se centrifugheaza sistemul de minicoloane SV intr-o microcentrifuga la 16.000 x
g (14.000 rpm) timp de 1 minut.
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Transferul produsilor PCR in
sistemul de minicoloane SV

ﬁ Centrifugare Y
(14.500 RPM/1 min)

3. Spalarea
- se spala coloana prin addugarea a 700 ul solutie pentru spalarea membranei

(Membrane Wash Solution);

- se centrifugheaza sistemul de minicoloane SV-tub colector pentru 1 minut la
14.500 rpm;

- se goleste tubul de colectare iar apoi se plaseazd minicoloana SV in tubul de
colectare;

- se repeta spalarea cu 500 ul Membrane Wash Solution si se centrifugheaza 5
minute la 14.500 rpm;

- se scoate ansamblul de minicoloane SV din centrifugd si se goleste tubul de
colectare;

- se recentrifugheaza tuburile timp de 1 minut (cu minicentrifuga deschisa, fara
capac), pentru a permite evaporarea reziduurilor de etanol.

Spalarea si

indepartarea solutiei
dupa centrifugare

4. Elutia
e se transferd cu grija minicoloanele SV in tuburile de microcentrifuga care au un
volum de 1,5 ml;
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e se adaugd 50 pl apa ultrapura (Nucealse-Free Water) in centrul coloanei fard a
atinge membrana cu varful pipetei;

e scincubeaza la temperatura camerei timp de 1 minut;

e se centrifugheaza timp de 1 minut la 14.000 rpm;

e minicoloanele SV se indeparteaza iar tuburile de microcentrifuga ce contin ADN
eluat se depoziteaza si se pastreaza la temeparaturi de 4°C sau - 20°C.

<j:: Elutia ADN

5.3.6. Secventierea ampliconilor

Tehnica de secventiere are ca rezultat identificarea ordinii bazelor azotate
(adenina, guanind, citozind si timind), de la nivelul genelor de interes, ordine care
influenteaza dezvoltarea si functionarea organismelor vii. In urma reactiei de secventiere
se obtin o serie de fragmente de ADN ce apartin catenelor directa si inversa, care trebuie
sd se suprapuna, putind fi ulterior alaturate intr-o secventd unica (Sanger, 1977).

Secventierea SANGER sau metoda Finalizarii catenei (Chain Termination) a fost
dezvoltata de Frederick Sanger si colaboratorii séi, in anul 1977, pentru care cercetatorul
a obtinut de doua ori premiul Nobel.

Protocolul experimental de secventiere tip Sanger implicd prezenta ADN-
template, purificat in prealabil, a primerilor ADN, a enzimei ADN polimeraza si a
amestecurilor de deoxinucleozid trifosfat (ANTP) si di-deoxinucleozid trifosfat (ddNTP).
Enzima ADN polimeraza sintetizeaza lantul polinucleotidic aditionand dNTP, pana are
loc incorporarea ddNTP-ului, timp n care se finalizeaza elongarea lantului, formand un
mix de lanturi ADN cu diferite lungimi (Figura 5.10).
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Figura 5.10. Principiul metodei Sanger de secventiere a ADN-ului (Heather, Chain 2016)
Figure 5.10. Sanger's DNA sequencing method (Heather, Chain 2016)

Tn general, volumul total al reactiei de secventiere este de 20pl/proba iar cantitatea
solutiei de ADN pentru fiecare tub, se calculeazd pe baza concentratiei acestuia si a
dimensiunii fragmentului ce urmeaza a fi analizat.

5.3.7. Analiza secventelor pentru identificarea relatiilor filogenetice in cadrul
populatiei de bovine analizate

In scopul identificarii relatiilor filogenetice din cadrul familiei Bovidae, cu accent
deosebit pe rasele de bovine Sura de Stepa si Pinzgau, au fost descarcate atat secvente ale
genomului mitocondrial complet cat si individual pentru gena citocrom b si regiunea de
control mitocondrial (d-loop), specifice raselor de bovine din grupul podolic (Sura de
Stepd, Iskar Grey, Bulgarian Grey, Istrian, Slavonian Podolian, Katerini, Hungarian Grey,
Podolica, Turkish Grey, etc.) din baza internationald de date (N.C.B.l.-GenBank),
exportate In format FASTA pentru alinierea ulterioara in programe specifice de analiza a
secventelor genice.

Au fost realizate blocuri de alinieri, utilizand programul MEGA 6 (Tamura,
2013). Pentru fiecare individ, au fost concatenate secventele directe si reverse cu
secventele rezultate de pe cei doi primeri si taierea celor doud catene, rezultand o secventa
unica (Figurile 5.11 si 5.12).
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Metodele de aliniere pentru secvente au fost reprezentate de ClustalW
(Thompson, 1994) si Clustal V (Higgins, 1994).

S-a calculat in cazul fiecdrei alinieri modelul optim de substitutie pe baza
programului JModelTest v2.1 (Darriba, 2012).

Realizarea arborilor filogenetici si estimarea timpului de divergenta, s-au realizat
utilizand programul Beast v1.7.5 (Bayesian Evolutionary Analysis Sampling Trees)
(Drummond, 2012).

Lista programelor de analiza geneticd utilizate

Pentru analiza secventelor genice ale citocromului b si a regiunii de control
mitocondrial d-loop au fost utilizate o serie de programe de analiza genetica, enumerate
si prezentate Tn continuare.

* Secventierea produsilor PCR: secventiere tip SANGER 1in cadrul
Laboratorului de Geneticdi Moleculara al Facultatii de Biologie, Universitatea
,,»Alexandru Ioan Cuza” din Iasi si in cadrul Laboratorului Macrogen-Europe din Olanda;

* Alinierea cromatogramelor si corectarea secventelor brute utilizdnd
programul DNA Baser;

* Analiza secventelor:

v Aliniere - programul Mega X;

v Model de substitutie — programul jModelTest;

v Retea de haplotipuri — programul PopArt;

v Constructia arborilor filogenetici de tipul NJ-Neighbor Joing, ML~ maximum
likelihood - programul SeaView;

v Estimarea timpului de divergenta — programul Beast v.1.7.5.;

v Geneticad populationala — programele DnaSP 5.10 si R.
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Analiza datelor

Program utilizat

Secventierea ampliconilor
> Secventiere
Sanger

CEQ™ 8000 @COULTER r“rlméigcﬁErwéiguﬂeu?E

Life Sciences

Alinierea cromatogramelor
si corectarea secventelor
brute

> DNA Baser

sequence assembly software

Aliniere secvente

E G A Molecular Evolutionary
Genetics Analysis

Model de substitutie

«g; jModelTest

Retea de haplotipuri

Arbori filogenetici
(NJ, ML)

Estimarea timpului de
divergenta

vesian Evolutionary Analysis Sampling Trees

Genetica populationald

Zl.DnaSP 5.10
—= DNA Sequence Polymorphism R
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CAPITOLUL 6
CUANTIFICAREA GRADULUI DE DIVERSITATE GENETICA A
INDIVIZILOR DIN RASA DE BOVINE SURA DE STEPA
CHAPTER 6
QUANTIFICATION OF THE GENETIC DIVERSITY OF GREY
STEPPE CATTLE BREED

Acest capitol prezintd datele obtinute in urma analizei probelor biologice si
interpretarea rezultatelor prin compararea lor cu cele mai recente cercetari din literatura
de specialitate. Totodatd, vine in completarea informatiilor existente, cu noi informatii
referitoare la diversitatea genetica a rasei de bovine Sura de Stepa.

6.1. Evaluarea diversitatii genetice a populatiei de bovine din rasa Sura de
Stepa din cadrul S.C.D.C.B., Dancu-lasi, pe baza analizei pedigree

Analizele demografice si genealogice sunt instrumente importante pentru a
descrie structura si dinamica populatiilor de animale. Dimensiunea populatiei si metodele
de selectie suferd modificari pentru majoritatea raselor locale, chiar si in perioade scurte
de timp. Prin urmare, analiza demografica a populatiei ar trebui efectuata periodic pentru
a evalua diversitatea genetica a rasei.

Sura de Stepa face parte din grupul de bovine podolice (Podolian Grey Steppe),
fiind una dintre cele mai vechi rase de bovine indigene din Europa, avand ca stramos
comun, cu alte rase de bovine europene (Andaluza, Romagnola, Zamorana, Salers,
Podolica, Ukrainian Grey Steppe, etc.), asa numitul Bos taurus primigenius sau bourul
silbatic. Rasele podolice provin din campiile ucrainiene (stepa podoliana), de unde s-au
raspandit in regiunea Balcanilor si a Mediteranei (Di Lorenzo et al., 2018), formand in
timp noi rase locale.

Péana in anul 1850, efectivul de bovine din Romania era reprezentat in principal
de doud rase indigene, respectiv Sura de Stepa (Romanian Grey Steppe — RGS) si
Mocinita.

Rasa Sura de Stepa a fost larg raspanditd in zonele de campie si deal in toata tara,
pana in a doua jumatate a secolului al XIX-lea, in timp ce rasa Mocanita era prezenta in
cea mai mare parte in zonele montane. Din 1892, odata cu primele importuri de rase
aloctone (Simmental, Schwyz, Pinzgau), rasele locale s-au confruntat cu un declin
numeric accentuat. Astfel, in 1935, efectivul din rasa Sura de Stepa a scazut la aproximativ
57,3% din efectivul total de bovine, iar in 1977 la doar 0,6% (Creangi et al., 2013) (Figura
6.1).
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Figura 6.1. Numarul de indivizi din rasa Surd de Stepa in Romania (1860 - 1996)

Figure 6.1. Number of individuals of Grey Steppe breed in Romania (1860 - 1996)

Statisticile Organizatiei Natiunilor Unite pentru Alimentatie si Agriculturd

(F.A.O.) referitoare la efectivul de bovine din aceasta rasa indica faptul cd in 1986 erau
peste 500 de animale, in timp ce Tn 1996 au fost identificate doar 200 capete (Creanga et
al., 2013) (Figura 6.2.).
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1n 2012, ,,Agentia nationald de ameliorare si reproducere in zootehnie” a estimat
ca efectivul de bovine din rasa Sura de Stepa, ar putea fi reprezentat de exemplare de rasa
pura in populatiile mici si izolate din nord-estul Romaniei si Delta Dunarii, insuméand un
total mai mic de 150 de capete.

In ciuda productivitatii sale scizute, Sura de Stepa romaneasca reprezinti un fond
genetic valoros, datoritd caracteristicilor sale deosebite de adaptabilitate la conditii severe
de mediu, rezistenta la boli si temperaturi extreme, continut ridicat de grasime si proteine
n lapte. Aceste caracteristici ale rasei sunt importante pentru prezervarea resurselor
genetice prin cresterea efectivului si reproducerea asistatd a ultimelor populatii rdmase in
Romania.

Din 2002, a fost elaborat un registru al rasei si s-au Intreprins actiuni pentru
conservarea acesteia, in situ. Prin urmare, ultima populatie care a supravietuit este
reprezentata de nucleul aflat in conservare la Statiunea de Cercetare — Dezvoltare pentru
cresterea bovinelor Dancu, Iasi. S-a constatat faptul ca din anul 2002 nu s-a realizat nici
un studiu cu privire la statusul de risc al acestei rase de bovine aflate in pericol de extinctie,
folosind instrumente genealogice, cercetari esentiale pentru dezvoltarea unor strategii pe
termen lung, capabile s pastreze si sa restabileasca in mod durabil populatiile de bovine
autohtone aflate Th pericol de abandon.

Acest capitol abordeazd o analizd ampla a structurii genetice precum si evaluarea
starii de conservare si a variabilitdtii genetice a populatiei de Sura de Stepa din Romania,
pe baza datelor din pedigree.

Au fost luati in studiu un numar de 171 indivizi din rasa de bovine Sura de Stepa
iar informatiile cu privire la data nasterii, data decesului, rasa, varsta, sex, parinti, au fost
preluate din registrul actual al rasei, aflat ih cadrul S.C.D.C.B., Dancu. Setul de date brute
a fost utilizat pentru a construi un pedigree pentru 222 de indivizi, nascuti in perioada
1992 - 2019.

Toti indivizii cu date genealogice necunoscute, nascuti nainte de 1995, au fost
considerati ca fiind stramosi nativi ai rasei iar cei cu date genealogice necunoscute, nascuti
dupa 1995, au fost incadrati in randul populatiilor care au migrat. De asemenea, indivizii
cu aspect diferit de cel cunoscut al rasei Surd de Stepa au fost Incadrati intr-un grup
separat.

Datele au fost mai intéi evaluate pentru fiecare individ si apoi utilizate pentru a
calcula: intervalul intre generatii (L), gradul de rudenie, pe baza analizei pedigree (fIBD),
gradul de rudenie nativd (fIBD | N), native genome equivalent (NGE), coeficientul de
consangvinizare (F), dimensiunea efectiva a populatiei (Ne), diversitatea genetica,
contributia nativa bazata pe pedigree (NPED), contributia genetica a altor rase si selectia
optima a contributiei, utilizand pachetul R optiSel (Wellmann, 2019).

Populatia de bovine din rasa Surd de Stepa din cadrul S.C.D.C.B., Dancu a fost
maritd Tn 2002, prin inseminarea in vitro a unui numar de 19 femele, utilizind material
seminal de la 11 tauri. Stramosii masculi folositi pentru a construi toate cele 9 linii

genetice, au fost indivizi de rasd purd, cu pedigree si fenotip specific Surei de Stepa. Pe
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de alta parte, exemplarele de sex feminin au prezentat diferite grade de incertitudine in
ceea ce priveste statutul lor de rasa pura, unele dintre ele avand caracteristici nespecifice
rasei.

Din anul 2002 pana in prezent, au existat in total 141 de indivizi din rasa Sura de
Stepa, in cadrul fermei S.C.D.C.B., Dancu.

Nucleul actual este format din 58 de indivizi, 21 masculi si 37 femele. De-a lungul
timpului, dimensiunea populatiei a fluctuat de la 19 indivizi in 2002 la 58 de indivizi la
data prezenta (Figura 6.3.A).
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E. Age structure: All individuals F. Age structure: Alive individuals
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Figura 6.3. Expansiunea demografica a populatiei de bovine din rasa Sura de Stepa din cadrul
S.C.D.C.B., Dancu-lasi, in perioada 1990-2020
A - Dimensiunea populatiei; B — Numarul de indivizi nascuti/an; C - Numarul de indivizi morti/an;
D — Varsta medie a parintilor; E — Structura de varsta pentru toti indivizii analizati;
F - Structura de varsta pentru toti indivizii in viata
Figure 6.3. Demographic expansion of Grey Steppe cattle, S.C.D.C.B., Dancu-Iasi, in the period 1990-2020
A - Population size/year; B - Number of individuals born/year; C - Number of dead individuals/year;
D - Average age of the parents; E - Age structure, all individuals; F - Age structure, alive individuals

Initial, dimensiunea populatiei a inregistrat o faza de crestere accentuata, cu un
maximum de 88 indivizi identificati Tn anul 2007, urmand apoi o faza scurta de scadere a
numarului de exemplare (perioada 2007-2009) iar din 2010 este stabila la aproximativ 58
de indivizi.

In general, raportul nastere-deces a fost pozitiv, cu o rati medie a natalitatii de
8,3 indivizi/an (Figura 6.3.B) si o rata medie a mortalitatii de 6 indivizi/an (Figura 6.3.C).
Durata medie de viata a fost de doar 6,4 ani insa intervalul mediu intre generatii a fost
destul de ridicat, 12,75 (Figura 6.3.D).

Valoarea ridicatd a intervalului dintre generatii este influentatd de varsta
femelelor, care variaza intre 0 si 24 de ani (Figura 6.3.E, F), in timp ce masculii au o
duratd de viatd de cel mult 5 ani. Pe baza datelor din pedigree au fost urmarite complet un
numar de 6 generatii pentru femele si 5 pentru masculi. Integritatea informatiilor din
pedigree a ardtat valori relativ ridicate (<0,85) pand la generatia a doua, atat pentru
masculi cat si pentru femele (Figura 6.4.A, B).
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Coeficientul de consangvinizare a prezentat valori cuprinse in intervalul 0 - 0,39
(Figura 6.4.C).

Populatia actuala prezinta un nivel de diversitate genetica de 94% (Figura 6.4.D).
Contributia genetica a indivizilor cu origini neclare sau cu aspect nespecific al rasei a
scazut treptat in timp, de la ~ 50% in 2002 la mai putin de 3% in 2019 (Figura 6.4.G).
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Integritatea datelor din pedigree ar trebui sa fie un punct crucial in managementul
genetic al unei populatii de animale. Indivizilor cu périnti necunoscuti si descendentilor
lor 1i se atribuie, in general, un coeficient de consangvinizare zero chiar daca exista
posibilitatea de a fi inruditi. Daca pedigree-ul contine un numar mare de parinti disparuti,
tendinta consangvinizarii intr-o populatie ar putea fi subestimata (Cassell et al., 2003).

Datele din pedigree-ul rasei de bovine Sura de Stepd ne-au permis sa urmarim
stramosii pana la sase generatii.

Nucleul din cadrul S.C.D.C.B., Dancu a fost infiintat in 2002, ca solutie pentru a
salva de la disparitie aceasta rasa de bovine. Prin urmare, au fost identificate 19 femele in
toatd Romania si translocate in cadrul fermei zootehnice S.C.D.C.B., Dancu. Datorita
lipsei de indivizi, au fost incluse in grupul fondatorilor, chiar si exemplare cu diferite
grade de incertitudine 1n ceea ce priveste statutul lor de rasa pura.

Pentru a impiedica disparitia acestei rase, s-a apelat la tehnica de inseminare in
vitro, utilizand material seminal de la 11 tauri.

Populatia de Sura de Stepa a inregistrat in ultimii 13 ani un numar constant, de
aproximativ 58-60 indivizi. Populatia actualda de reproducere este formata din 58 de
indivizi, dintre care 21 sunt masculi si 37 femele. Datorita logisticii si a materialului
genetic limitat, nu s-a reusit obtinerea unui nucleu consolidat (de cel putin 200-300 de
animale) pentru o baza de selectie adecvata. Cu toate acestea, raportul nastere-deces a fost
pozitiv, chiar daca s-a inregistrat o0 ratd medie de deces de doar 6,4 ani, intervalul mediu
dintre generatii fiind destul de ridicat, indus 1n principal de varsta femelelor si de ciclurile
sexuale sezoniere (viteii sunt crescuti impreund cu mamele lor pand la momentul
intarcarii, care este la varsta de ~ 6 luni).

Gradul de consangvinizare al populatiei indica faptul ca structura efectivului a
fost controlata de procesul de imperechere, populatia prezentand niveluri relativ scazute
de consangvinizare.

Datele obtinute arata un nivel bun de diversitate, de aproximativ 94%. Existenta
unui stoc constant de material seminal inghetat de la tauri certificati din rasa Sura de Stepa,
permite pastrarea trasaturilor specifice rasei.

Pentru a mentine o populatie de rasa pura, influenta altor rase este total exclusa.
Prin urmare, indivizii cu trasaturi nespecifice pot fi eliminati prin procesul de selectie
pentru a asigura conservarea activd a rasei. Aplicarea obiectivelor specifice ale
programului de conservare pentru aceastd rasa, care urmareste eliminarea caracterelor
nedorite (care nu se Incadreazd in standardul rasei) a cunoscut recent un blocaj genetic
Sever.

Gestionarea populatiei din rasa Surd de Stepa, axatd pe obtinerea unui nucleu
stabil din punct de vedere genetic, ar trebui sa permitd urmatoarele:

> cresterea numericd a populatiei pand la un efectiv de cel putin 200-300
de exemplare, care va oferi o baza genetica adecvata pentru mentinerea rasei;
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> scaderea intervalului dintre generatii la o valoare acceptabilda pentru o
rasd rustica, prin utilizarea biotehnologiilor moderne de reproducere (transfer de
embrioni, fertilizare in vitro etc.);

> monitorizarea constanta a dimensiunii populatiei si a diversitatii genetice,
utilizand instrumente moleculare.

Selectia avansata si schemele de imperechere pot fi implementate pentru a pastra
resursele genetice native precum si diversitatea genetica nativa, in vederea reducerii
riscului de disparitie al rasei.

Date complete cu privire la analiza genomului rasei de bovine Sura de Stepa nu
sunt disponibile Tn prezent. Prin urmare, aceasta cercetare se concentreaza asupra analizei
la nivel mitocondrial, pentru a identifica genele responsabile de caracteristicile specifice
rasei.

In acest capitol se prezinti starea actuala de conservare si diversitatea genetica a
rasei Sura de Stepa, pe baza datelor din pedigree. In urma analizei, se constata un nivel
acceptabil de consangvinizare, avand in vedere numarul mic de indivizi din populatie
precum si un nivel bun de diversitate genetica.

In urmitorii ani, obiectivul principal pentru mentinerea acestei rase rustice ar
trebui sa fie reprezentat de o selectie mai intensa.

Metodele traditionale de conservare a diversitdtii genetice nu mai sunt suficiente
si sigure la momentul actual. O abordare mai modernd, cum ar fi studiile de asociere la
nivel de genom, ar trebui incorporati in planurile de selectie.

6.2. Cuantificarea ADN-ului total si amplificarea secventelor genice citocrom
b si d-loop

Reconstructia istoriei evolutive a bovinelor, demonstratd prin intermediul
arborilor filogenetici a fost investigata initial pe baza caracterelor morfometrice a raselor
actuale, in acord cu dovezile ancestrale. Odata cu descoperirea noilor tehnici de analiza
moleculard, studiile cu privire la filogenie au fost abordate din perspectiva taxonomiei de
ordin molecular.

Pentru a clarifica anumite aspecte cu privire la incertitudinile taxonomice si
relatiile dintre populatiile de bovine din rasa Surd de Stepa si grupul de rase podolice,
probele de ADN izolate si purificate au fost amplificate prin reactia de polimerizare in
lant (PCR), multiplicandu-se exponential o portiune de material informational, respectiv
citocrom b (1070 pb) si regiunea de control mitocondrial d-loop (860 pb), utilizand
primeri specifici.
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6.2.1. Cuantificarea ADN-ului total

Etapa de cuantificare a probelor de ADN s-a realizat prin metoda
spectrofotometrica, utilizand spectrofotometrul de tip nanodrop ASP-3700. Majoritatea
substantelor biologice prezintd o ratd de absorbtie caracteristica, iIn domeniul radiatiilor
ultraviolete. in cazul acizilor nucleici, corespunde o rati de absorbtie cu o lungime de
unda A =260 nm iar in cazul proteinelor, A = 280 nm.

Cantitatile de ADN extrase de la cele 32 exemplare de bovine au variat in
intervalul de valori 7,0 - 28,60 ng/ul (Tabelul 6.1. si Figura 6.5.).

Raportul celor doud rate de absorbtie, respectiv A260/A280, a prezentat valori
cuprinse ntre 1,03 si 1,72.

Tabelul 6.1/ Table 6.1

Cuantificarea spectrofotometricd a ADN-ului total extras din probe de snge, rasa de bovine Sura de Stepa
Spectrophotometric quantification of total DNA extracted from blood samples, Grey Stepe cattle breed
ID Abs260 Abs280 Abs230  260/280  260/230 Concentratie ADN Tipul

Proba (ng/pl) probei
SS 01 0,573 0,354 0,701 1,62 0,82 28,60 dsDNA
SS 02 0,442 0,293 0,443 1,51 1,00 22,00 dsDNA
SS_03 0,473 0,310 0,439 1,53 1,08 23,60 dsDNA
SS_05 0,254 0,185 0,249 1,37 1,02 12,60 dsDNA
SS_06 0,183 0,120 0,183 1,53 1,00 9,10 dsDNA
SS_07 0,182 0,106 0,181 1,72 1,01 9,00 dsDNA
SS_08 0,334 0,205 0,284 1,63 1,18 16,70 dsDNA
SS 09 0,272 0,193 0,241 1,41 1,13 13,50 dsDNA
SS_10 0,159 0,113 0,168 1,41 0,95 7,90 dsDNA
SS 11 0,270 0,171 0,233 1,58 1,16 13,40 dsDNA
SS_12 0,272 0,188 0,209 1,45 1,30 13,50 dsDNA
SS 13 0,340 0,218 0,283 1,56 1,20 17,00 dsDNA
SS 14 0,379 0,254 0,392 1,49 0,97 18,90 dsDNA
SS_15 0,266 0,193 0,243 1,38 1,09 13,30 dsDNA
SS_16 0,243 0,150 0,218 1,62 1,11 12,10 dsDNA
SS 17 0,217 0,152 0,201 1,43 1,08 10,80 dsDNA
SS 18 0,244 0,154 0,188 1,58 1,30 12,20 dsDNA
SS 19 0,146 0,096 0,149 1,52 0,98 7,30 dsDNA
SS 20 0,141 0,108 0,133 1,31 1,06 7,00 dsDNA
SS 21 0,294 0,231 0,299 1,27 0,98 14,60 dsDNA
SS 22 0,265 0,214 0,248 1,24 1,07 13,20 dsDNA
SS 23 0,251 0,213 0,266 1,18 0,94 12,50 dsDNA
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ID Abs260 Abs280 Abs230  260/280  260/230  Concentratie ADN Tipul
Proba (ng/pl) probei
SS_24 0,278 0,213 0,285 1,31 0,98 13,90 dsDNA
SS_25 0,196 0,176 0,201 1,11 0,98 9,70 dsDNA
SS_26 0,255 0,213 0,253 1,20 1,01 12,70 dsDNA
SS_28 0,369 0,278 0,339 1,33 1,09 18,40 dsDNA
SS_29 0,273 0,241 0,289 1,13 0,94 13,60 dsDNA
SS_30 0,194 0,189 0,269 1,03 0,72 9,70 dsDNA
SS_31 0,279 0,232 0,273 1,20 1,02 13,90 dsDNA
SS_33 0,206 0,185 0,205 1,11 1,00 10,20 dsDNA
SS_34 0,222 0,189 0,188 1,17 1,18 11,10 dsDNA
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Tn graficul 6.5 sunt reprezentate valorile concentratiei ADN-ului Tn probele de
sange, care, dupa cum se poate observa, sunt situate in intervalul 7-28,60 ng/ul.
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Figura 6.5. Reprezentarea grafica a valorilor concentratiei ADN-ului, masurate cu spectrofotometrul
Nanodrop ASP-3700-rasa Sura de Stepa (ng/ul)-SS
Figure 6.5. Graphical representation of DNA concentration values, measured with the Nanodrop ASP-3700
spectrophotometer —Gray Steppe breed (ng/pl)
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Pentru a face o comparatie intre valorile minima si maxima, respectiv valoarea
medie a datelor obtinute cu privire la concentratia ADN-ului extras s-a realizat graficul
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Figura 6.6. Valoarea medie a concentratiei ADN-ului extras, in raport cu valorile minima/maxima (ng/pl)
Figure 6.6. Average value of extracted DNA concentration, relative to minimum / maximum values (ng/pl)

Cele 32 probe au prezentat valori ale concentratiei de ADN situate in intervalul
7,00 — 28,6 ng/pl, valoarea medie fiind de 19,85 ng/pl, demonstrandu-se astfel eficacitatea
metodei de extractie aplicate (Figura 6.6.).

In ceea ce priveste puritatea ADN-ului extras, evaluati pe baza raportului
absorbantelor A260/A280, valorile obtinute pot fi incadrate in 3 intervale (<1,7; 1,7-2,0;
>2,0).

Graficul 6.7 ilustreaza distributia procentuald a celor 32 de probe, in functie de
valoarea raportului absorbantelor A260/A280.

0% 3%

97%
= 1,7-2 =1 proba <1,7 = 31 probe >2 =0 probe

Figura 6.7. Distributia procentuald a probelor in acord cu valoarea raportului absorbantelor A260/A280
Figure 6.7. Percentage distribution of samples according to the value of the absorbance ratio A260/A280
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Din totalul de 32 probe, 31 s-au incadrat in intervalul 1,03-1,63, ceea ce inseamna
valori <1,7. Prin urmare se poate afirma ca sunt posibile contaminari nesemnificative cu
substante de natura proteica.

Proteinele au capacitatea de a absorbi lumina UV cu o lungime de unda A=280
nm, ceea ce duce la o crestere a valorii absorbantei si totodatd o scadere a raportului
absorbantelor A260/A280, solutia in aceastd situatie fiind repetarea procesului de
precipitare al proteinelor.

In cazul de fata, pentru o singurd probd, valoarea raportului absorbantelor
A260/A280 a fost de 1,72, deci cuprinsa in intervalul dorit (1,7-2,0) si nici o probad nu a
prezentat o valoare >2,0. Prin urmare, prezenta in probe a altor contaminati este total
exclusa.

6.2.2. Amplificarea genica si validarea produsilor PCR prin tehnica de electroforezi
in gel de agaroza

Pentru amplificarea PCR a celor doi markeri mitocondriali (citocrom b si d-loop),
s-a utilizat Sistemul SENSOQUEST Labcycler Thermocycler, cu un numar de 96
termoblocuri .

La Bos taurus, marimea genei citocrom b este de 1140 pb iar a regiunii de control
mitocondrial d-loop este de 860 pb. Cele doua perechi de primeri (forward si reverse),
utilizati pentru amplificarea secventelor genice de interes sunt fragmente de ADN cu
dimensiuni cuprinse intre 20-24 pb (Tabelul 6.2).

Tabelul 6.2/ Table 6.2
Caracteristicile perechilor de primeri utilizati pentru amplificarea secventelor genice de interes prin PCR
Characteristics of the primer pairs used to amplify the gene sequences of interest by PCR reaction

Primer Specificitate Secventa (5'-3") Continut Dimensiunea
G+C fragmentului
(%) (pb)
BCYT-F ‘ Cyt-B TTC TTA CAT GGA ATC TAACCATGA 33,3 24
BCYT-R ‘ Cyt-B GGG AGG TTAGTT GTT CTCCTT CTC 50,0 24
BRS-F ‘ D-loop CCT AAG ACT CAA GGA AGA AAC TGC 45,8 24
BRS-R ‘ D-loop CAG TGAGAATGC CCT CTAGGT T 50,0 22

*F-forward, R-reverse
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6.2.2.1. Amplificarea genica a citocromului b
Probele de ADN, izolate si purificate, au fost amplificate prin reactia de
polimerizare in lant, prin care s-a reusit o multiplicare de ordin exponential a unor
fragmente de material informational, apartindnd citocromului b si d-loop.
4 Etapa | — amplificarea genei citocrom b, utilizand primerii Beyt-F si Beyt-R
Elutia primerilor Beyt-F si Beyt-R s-a realizat conform fiselor de insotire ale
acestora.

e Bcyt-F ->la 100 uM + 293 pL
e Bcyt-R ->la 100 uM + 255 pL
Incubare: 1h/ 4°C
Alicotare: 10 uM (+5 pL primer, 10 pM) +45 pL apa distilata
Figura 6.8 reprezinta Programul PCR pentru reactia de amplificare a genei
citocrom B, care s-a derulat intr-un numar de 35 cicluri de amplificare iar in tabelul 6.3.
sunt enumerate componentele mediului de reactie, necesare pentru PCR.

94°C | 94°C
2 min |30 sec 72°C | 72°C
1min | 5min
60°C
30 sec
e S 4°C
X35 -

Figura 6.8. Programul PCR_Sura de Stepa, amplificare citocrom b
Figure 6.8. PCR Program_Grey Steppe, cytochrome b amplification

Tabelul 6.3/ Table 6.3
Componentele mediului de reactie necesare pentru PCR, amplificare citocrom b, (probe SS_01...SS_04)
The PCR reaction mix, amplification cytochrome b (samples SS_01 ... SS_04)

Mix de reactie Cantitate x 5 =>Volum final
(GoTaq® Green Master mix)
MMuix 12,5 62,5
Beyt-F 2,5 12,5
Beyt-R 2,5 12,5
H,0 55 27,5
ADN 2L 23 uL
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Mediul de reactie a fost pregatit intr-un tub tip Eppendorf, steril, cu o capacitate
de 2 ml, in care s-au adaugat toate componentele prezentate in tabelul 6.3., tindnd cont de
cantitatile necesare, corelate cu numarul de probe, la care s-a adaugat controlul negativ.

+ Etapa Il — optimizarea reactiei PCR (citocrom b)

Amplificarea fiecarui fragment de ADN poate avea loc doar in conditii bine
definite ale amestecului de reactie. Daca nu se obtine un rezultat PCR suficient de bun,
este necesara optimizarea parametrilor reactiei PCR. Scopul optimizarii este acela de a

garanta o amplificare specificd si eficientd, astfel, concentratia fiecdrei componente a
amestecului de reactie trebuie sa fie corect stabilitd. Pentru obtinerea unor rezultate
suficient de clare si concludente, s-a stabilit ca este necesard o etapa suplimentard de
optimizare a parametrilor PCR. Tn acest caz, mixul de reactie rezultat, poate fi consultat
n tabelul 6.4.

Tabelul 6.4/ Table 6.4
Componentele mediului de reactie, pentru optimizarea PCR, amplificare citocrom b, (probe SS_01...SS_04)
The PCR reaction mix, required for optimization, amplification cytochrome b (samples SS_01 ... SS_04)

Mix de reactie Cantitate x 5 =>Volum final
(GoTag® Green Master mix)
MMix 12,5 62,5
Beyt-F 15 7,5
Beyt-R 1,5 7,5
H,0 7,5 37,5
ADN 2L 10 pL

* Gradient temperatura (°C) Cyt-B — 60°C...64°C
* Nota: + 0,5 uL MgCl,

Temperatura de aliniere a primerilor a fost de 62°C, suplimentandu-se mixul de
reactie cu un volum de 0,5 pl MgCl,. lonii de magneziu sunt cofactori Tn activitatea
polimerazei si de asemenea interactioneaza cu alte componente din amestecul de reactie.
Prin urmare, fiecare experiment PCR necesitd optimizarea concentratiei de clorurd de
magneziu.

O concentratie prea micd de Mg2 + poate duce la o amplificare scazutd iar o
concentratie prea mare, la aparitia unor produsi nespecifici. Spre exemplu, daca o proba
de ADN contine EDTA sau alti agenti de chelare, atunci concentratia de Mg2 + ar trebui
sa fie suplimentata.

+ Etapa Ill —amplificarea genei citocrom b pentru probele SS-05...5S-34

Elutia primerilor Beyt-F si Beyt-R s-a realizat conform fiselor de insotire ale

acestora.

e Bcyt-F->1a 100 uM + 293 pL
e Bcyt-R ->1a 100 uM + 255 pL
Incubare: 1h/ 4°C
Alicotare: 10 uM (+5 pL primer, 10 pM)
+45 pL apa distilata
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Reprezentarea grafica a conditiilor PCR, pentru citocrom b, este redata in figura
6.9. iar componentele mediului de reactie pot fi verificate, consultand tabelul 6.5.

Aceasta etapa de optimizare, se remarca prin adaosul in mediul de reactie a unei
cantitati de 0,5 pL MgCl,, volumul total pentru probele analizate fiind de 17 pL.

94°C | 94°C
2 min |30 sec 72°C | 72°C
62-3(: 1 min 5 min
30 sec
X35 -

Figura 6.9. Optimizare program PCR_Sura de Stepa, amplificare citocrom b
Figure 6.9. Optimization PCR Program_Grey Steppe, cytochrome b amplification

Tabelul 6.5/ Table 6.5
Componentele mediului de reactie necesare pentru amplificarea PCR (citocrom b, probe SS_01...SS_34)
The PCR reaction mix, amplification cytochrome b (samples SS_01 ... SS_34)

Mix de reactie Cantitate X 34 => Volum final
(GoTag® Green Master mix)
MMix 12,5 425
MgCl, 0,5 17
Beyt-F 1,5 51
Beyt-R 1,5 51
H,0 7 238
ADN 2 pyL 23 L

Mediul de reactie a insumat un volum total de 425 pL MMmix, 017 pL MgCl,,

51 pL primer Beyt-F, 51 pL primer Beyt-R, 238 51 pL H, O si un volum total de 23 pL
proba ADN.

6.2.2.2. Amplificarea genici a regiunii de control mitocondrial d-loop
4+ Etapa IV — amplificarea genei d-loop pentru probele de ADN SS-01...55-04
» Primeri utilizati: BRS-F, BRS-R
» Temperatura de aliniere: 60°C
In cazul amplificirii regiunii de control mitocondrial d-loop, programul PCR s-a
derulat intr-un numar de 35 cicluri de amplificare (Figura 6.10.).
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94°C | 94°C

2 min |30 sec 72°C | 72°C
1min | 5min
60°C
30 sec
e S 4°C
X35 -

Figura 6.10. Programul PCR_Sura de Stepa, amplificare d-loop (SS-01...SS-04)
Figure 6.10. PCR Program_Grey Steppe, d-loop amplification (SS-01...SS-04)

Mixul de reactie, la care s-a adaugat un volum de 1,5 uL MgCl,, necesar pentru
amplificarea probelor SS-01...5S-04 poate fi consultat in tabelul 6.6.

Tabelul 6.6 / Table 6.6
Componentele mediului de reactie necesare pentru reactia PCR (d-loop, probele SS-01...SS-04)
The PCR reaction mix, amplification d-loop (samples SS-01 ... SS-04)

Mix de reactie Cantitate x 5 =>Volum final
(GoTag® Green Master mix)
MMix 12,5 62,5
Mgcl, 1,5 75
BRS-F 2 10
BRS-R 2 10
H,0 7 35
ADN 2 uL 23 uL
+ Etapa V—amplificarea secventei d-loop cu un nou set de primeri pentru

probele SS-01...5S-04
> Primeri: BRS-F, RBIS-R
» Temperatura de aliniere: 60°C
Dupa amplificarea si migrarea produsilor in gel de agaroza, s-a constatat faptul

ca primerul forward (BRS-F) a prezentat specificitate ridicatd pentru secventa genica
analizatd (d_loop), insa primerul reverse (BRS-R) a fost Tnlocuit cu primerul RBIS-R
(seceventa: 5-CGCCGTACTCCTGTTADCTT-3’, dimensiune - 20 pb), datorita directiei
sale gresite.

Tn tabelul 6.7. pot fi observate componentele mediului de reactie (pentru probele
SS-01...SS-04), dupa inlocuirea celor doi primeri reverse (BRS-R cu RBIS-R) iar in figura
6.11. se poate urmari programul PCR cu conditiile specifice de amplificare, intr-un numar
de 35 cicluri.
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94°C | 94°C

2 min |30 sec 72°C | 72°C
1min | 5min |
60°C
30 sec
e S 4°C
X35 b e

Figura 6.11. Programul PCR_Sura de Stepa, amplificare d-loop (SS-05...SS-34)
Figure 6.11. PCR Program_Grey Steppe, d-loop amplification (SS-05...SS-34)

Tabelul 6.7/ Table 6.7
Componentele mediului de reactie necesare pentru reactia PCR-set nou primeri (d-loop, SS-01...SS-04)
The PCR reaction mix, amplification d-loop with RBIS primer reverse (samples SS-01 ... SS-04)

Mix de reactie Cantitate x 5 =>Volum final
(GoTag® Green Master mix)
MMix 12,5 62,5
BRS-F 0,5 2,5
RBIS-R 0,5 2,5
H,0 9,5 47,5
ADN 2 L 23 L

4 Etapa VI — amplificarea secventei d-loop pentru probele SS-05...5S-34
In aceasta etapa s-a utilizat acelasi program PCR, respectiv acelasi set de primeri
(BRS-F, RBIS-R) ca si in cazul primelor 4 probe amplificate. Amestecul de reactie poate
fi consultat in tabelul 6.8.

Tabelul 6.8/ Tabelul 6.8
Componentele mediului de reactie necesare pentru PCR-set nou primeri (d-loop, probe SS-05...SS-34)
The PCR reaction mix, amplification d-loop with RBIS primer reverse (samples SS-05 ... SS-34)

Mix de reactie Cantitate x 30 => Volum final
(GoTaq® Green Master mix)
MMix 12,5 375
Beyt-F 0,5 15
Beyt-R 0,5 15
H,0 9,5 285
ADN 2L 23 uL
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6.2.2.3. Validarea produsilor PCR pentru citocrom b

in prima etapa s-au amplificat 4 probe de ADN (SS-01, SS-02, SS-03, SS-04 si C-
care este controlul negativ). Prin amplificarea markerilor mitocondriali utilizAnd metoda
PCR au rezultat ampliconii care au fost verificati in gel de agaroza de concentratie 1%,
realizdndu-se ulterior o migrare la tensiunea de 100 volti, timp de 30 minute. Pentru
estimarea dimensiunii fragmentelor amplificate s-a utilizat un marker de greutate
moleculara de 100 perechi de baze.

Vizualizarea ampliconilor in gel de agaroza, dupa migrare sub actiunea curentului
electric, se poate observa in figura 6.12.

SS_02
SS 03
SS_04

-
o
2]
)

C- 100 bp

T S

100 V. 30 min, 1%, 07.07.2020

Figura 6.12. Electroforeza produsilor PCR pentru gena citocrom b la indivizii din rasa Sura de Stepa
(probele SS_01...SS_04)
Figure 6.12. Agarose gel electrophoresis of PCR amplicons, cytochrome b (Grey Steppe, samples SS_01...
SS_04)

Prin migrarea produsilor PCR in gel de agaroza s-a observat faptul ca nu au existat
amplificari nespecifice si nici nu au fost evidentiate contaminari, un aspect important fiind
acela ca primerii folositi pentru amplificare (Bcyt-F si Beyt-R) au prezentat un grad ridicat
de specificitate pentru markerul mitocondrial Cyt-B, obtindndu-se astfel, un numar mare
de copii ale secventei genice de interes.
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Validarea produsilor PCR 1in gel de agaroza, de concentratie 1% (probele: SS-01,
SS-02, SS-03, SS-04 si C-), dupa amplificarea prin reactia optimizata se poate observa in
figura 6.13.

In acest caz, ampliconii PCR au fost analizati in gel de agaroza de concentratie
1%, migrarea realizandu-se la tensiunea de 70 volti, timp de 45 minute, markerul de
greutate moleculard avand 100 perechi de baze.

100 bp

57 57 57 57 57 60 61 62 63 64

we-

70 V. 45 min, 1%, 09.07.2020

Figura 6.13. Gradient temperatura Sura de Stepa (probele SS_01...SS_04)
Figure 6.13. Gradient temperature (Grey Steppe, samples SS_01 ... SS_04)

Prin amplificarea markerului mitocondrial citocrom b, utilizdnd metoda PCR
(probele SS_05-SS_34) au rezultat produsii PCR care au fost verificati in gel de agaroza
de concentratie 1%, realizdndu-se o migrare la 70 de volti timp de 45 minute (Figurile
6.14. si 6.15.). Markerul de greutate moleculara utilizat a avut o dimensiune de 100 pb.

Controlul negativ notat cu C- contine in plus fatd de mixul de reactie, Nucleotide
Water si se adauga cu scopul de a vedea eventualii produsi nespecifici existenti in probe
(daca ADN-ul din proba s-a impurificat cu ADN striin).
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70 V., 45 min, 1%, 16.07.2020

Figura 6.14. Electroforeza produsilor PCR pentru gena citocrom b la indivizii din rasa Sura de Stepa
(probele SS_01...SS_16)
Figure 6.14. Agarose gel electrophoresis of PCR amplicons, cytochrome b
(Grey Steppe, samples SS_01... SS_16)

SS 17

SS 18
SS 19

SS 20
SS 21
SS 22
SS 23

SS 24
100 bp
SS 25

SS 26
SS 28

SS 29
SS 30
SS 31
SS 33
SS 34

70 V. 45 min, 1%, 09.07.2020

Figura 6.15. Electroforeza produsilor PCR pentru gena citocrom b la indivizii din rasa Surd de Stepa
(probele SS_17...SS_34)
Figure 6.15. Agarose gel electrophoresis of PCR amplicons, cytochrome b
(Grey Steppe, samples SS_17... SS_34)

Dupa cum se poate observa si din figurile de mai sus, in cele 32 de probe analizate
nu s-au evidentiat produsi nespecifici sau contaminari de altd natura.
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6.2.2.4. Validarea produsilor PCR pentru regiunea de control mitocondrial d_loop

Migrand produsii PCR obtinuti in gel de agaroza (probele SS-01, SS-02, SS-03 si
SS-04), nu s-au depistat eventuale amplificari nespecifice (Figura 6.16).

Primerul forward (BRS-F) a prezentat specificitate ridicatd pentru secventa
genica analizata, insa primerul reverse (BRS-R) a fost inlocuit cu RBIS-R, datorita
directiei sale gresite. Astfel, in urméitoarea etapd de analiza a fost testat un nou set de
primeri, respectiv BRS-F si RBIS-R.

Imaginea gelului de electroforeza dupa migrarea produsilor PCR pentru probele
SS-01, SS-02, SS-03 si SS-04 este redata in figura 6.16, pentru probele SS_05...SS_22, in
figura 6.17. iar pentru probele SS_23...SS_34, in figura 6.18.

SS 01
SS_02
SS_03
SS 04

c. 100bp

100 V., 45 min, 1%, 07.07.2020
Figura 6.16. Electroforeza produsilor PCR pentru regiunea de control mitocondrial d_loop la indivizii din

rasa Sura de Stepa (primeri utilizati: BRS-F, RBIS-R) (probele SS_01...SS_04)
Figure 6.16. Agarose gel electrophoresis of PCR amplicons d-loop (Grey Steppe, samples SS_01... SS_04)

Conditiile de electroforeza in acest caz, au fost: concentratie gel: 1%, tensiune:
70 Volti, timp de migrare in gel: 45 minute, marker de greutate moleculara utilizat, 100
pb.
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70 V., 45 min, 1%, 16.07.2020

Figura 6.17. Electroforeza produsilor PCR pentru d_loop la indivizii din rasa Sura de Stepa
(probele SS_05...SS_22)
Figure 6.17. Agarose gel electrophoresis of PCR amplicons d-loop (Grey Steppe, samples SS_05... SS_22)

SS_23
SS 24
SS_25
SS_26
SS 28
100 bp
SS_29
SS_30
SS 31
SS 33
SS_ 34

70 V, 45 min, 1%, 16.07.2020

Figura 6.18. Electroforeza produsilor PCR pentru d_loop la indivizii din rasa Sura de Stepa
(probele SS_23...SS_34)
Figure 6.18. Agarose gel electrophoresis of PCR amplicons d-loop (Grey Steppe, samples SS_05... SS_22)

Prin tehnica de electroforezd in gel de agaroza au fost validate rezultatele
amplificarii genice, urmarindu-se aspecte privind specificitatea primerilor, marimea
fragmentelor rezultate, eventualele amplificiri nespecifice sau contaminari. Rezultatele
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obtinute au permis trecerea la etapa de secventiere a ampliconilor si analiza bruta a
secventelor nucleotidice.

6.3. Analiza bruta a secventelor nucleotidice la rasa Sura de Stepa

In urma reactiei de secventiere pentru fiecare dintre cei 32 indivizi din rasa Sura
de Stepa analizati, s-au obtinut secventele nucleotidice corespunzatoare genei citocrom b
si a regiunii de control mitocondrial d-loop. La analiza acestor secvente, au fost adaugate
secvente ale altor rase de bovine din grupul "Podolian Grey", descarcate din baza de date
internationala — GenBank (N.C.B.l.). In urma analizei acestor secvente, cu diferite
programe, au fost obtinute o serie de rezultate care ulterior au fost interpretate si
comparate cu date din literatura de specialitate. Tn cadrul acestui capitol, rezultatele si
discutiile au fost structurate n mai multe subcapitole, in functie de aspectele urmarite.

6.3.1. Evaluarea frecventei haplotipurilor prin analiza secventelor genice ale
citocromului b si a regiunii de control mitocondrial d-loop

Prin analiza si interpretarea acestor secvente s-au identificat un numar de 4
haplotipuri, cu diferite frecvente (T1, T2, T3/T4 si P'QT), in care au fost incadrati cei 32
indivizi studiati (Figura 6.19.).

T3/T4 mT2 mT1 =P'QT
16%

3%
62%

19%

Figura 6.19. Frecventa haplotipurilor in populatia de bovine din rasa Sura de Stepa
Figure 6.19. Frequency of haplotypes in Grey Steppe cattle population

Cu privire la frecventa haplotipurilor, se constata faptul cd frecventa cea mai mare

o reprezintd haplotipul T3/T4, fiind identificat in cazul unui numar de 20 indivizi analizati,

respectiv: SS_02; SS_03; SS_04; SS_06; SS_07; SS_08; SS_09; SS_10; SS_12; SS_13;

SS_14;SS_15;SS_16;SS_17;SS_20; SS_21;SS_23; SS 24;SS 29siSS_31, insumand
un procent total de 62%.
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Un numar de 6 indivizi: SS_01; SS_05; SS_18; SS_19; SS_28; SS_33, s-au
regasit in haplotipul T2, cu o frecventa de 19%. Un alt haplotip identificat, cu o frecventa
de 16% a fost P'QT , reprezentant pentru un numar de 5 indivizi, respectiv: SS_22; SS 25;
SS 26; SS 30 si SS_34 (identificat si 1n analiza secventelor nucleotidice provenite de la
exemplare de taurine cu descendenta directa in Bos taurus primigenius.

Un singur individ, identificat cu SS_11 este ncadrat in haplotipul T1, care are
cea mai mica frecventa, de 3%.

6.3.2. Proportia bazelor azotate in secventele nucleotidice pentru citocrom b si d-
loop

Alinierea celor 32 secvente nucleotidice ale indivizilor din rasa Sura de Stepa s-a
realizat utilizidnd programul MEGA X iar pe baza programului Seaview 5 s-a calculat
pentru fiecare individ si respectiv pentru fiecare secventa, proportiile celor 4 baze azotate
(A, T,C,G).

In urma analizei secventei citocromului b, s-au obtinut procente medii de 31,2%
pentru A, 25,1% pentru T, 30,2% pentru C si 13,4% pentru G. Pe de alta parte, dupa
analiza secventei regiunii de control mitocondrial d-loop, frecventa bazelor azotate a fost
de 32,8% pentru A, 29,0% pentru T, 24,3% pentru C si 13,9% pentru G (Tabelul 6.9. si
Figura 6.20.)

Tabelul 6.9/ Table 6.9
Frecventa bazelor azotate pentru secventele SS_citocrom b si SS_d-loop
Nitrogen base frequency for SS_cytochrome b and SS_d-loop sequences

Secventa Frecventa
A% T% C% G %
SS-Cyt_B 31,2 25,1 30,2 13,4
SS-D_loop 32,8 29,0 24,3 13,9
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Figura 6.20. Reprezentarea grafica a frecventei bazelor azotate pentru secventele
SS_citocrom b si SS_d_loop
Figure 6.20. Graphical representation of the frequency of nitrogenous bases for the sequences
SS_citochrome b and SS_d_loop

Frecventa celor 4 nucleotide pentru secventa citocrom b, pentru cei 32 indivizi
studiati poate fi consultata in Tabelul 6.10.

Tabelul 6.10/ Table 6.10
Proportia bazelor azotate pentru indivizii din rasa Sura de Stepa (citocrom b)
Proportion of nitrogenous bases for Gray Steppe individuals (cytochrome b)

Nume probe A% T% C% G %
SS 01 31,2 25,2 30,2 13,4
SS 02 31,2 25,2 30,2 13,4
SS 03 31,3 25,2 30,2 13,3
SS 04 31,0 25,0 30,4 13,6
SS 05 31,2 25,2 30,2 13,4
SS 06 31,0 25,0 30,4 13,6
SS 07 31,2 25,2 30,2 13,4
SS 08 31,2 25,2 30,2 13,4
SS 09 31,2 25,2 30,2 13,4
SS 11 31,1 25,3 30,1 13,5
SS 13 31,3 25,1 30,3 13,3
SS 14 31,2 25,2 30,2 13,4
SS 15 31,2 25,2 30,2 13,4
SS 16 31,2 25,2 30,2 13,4
SS 17 31,2 25,2 30,2 13,4
SS 18 31,2 25,2 30,2 13,4
SS 19 31,2 25,2 30,2 13,4
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Nume probe A% T% C% G%

SS 20 31,2 25,2 30,2 13,4
SS 21 31,2 25,2 30,2 13,5
SS_22 31,6 24,7 30,2 13,5
SS 23 31,2 25,2 30,2 13,4
SS_24 31,4 25,1 30,2 13,3
SS_25 31,6 24,7 30,2 13,5
SS_26 31,3 25,2 30,2 13,4
SS_28 31,2 25,2 30,2 13,4
SS_29 311 24,9 30,4 13,6
SS_30 311 25,2 30,2 13,5
SS_31 31,2 25,2 30,2 13,4
SS_33 31,2 25,2 30,2 13,4
SS_34 311 25,2 30,2 13,5

Procentele minim si maxim pentru A, au fost de 31% respectiv 31,6%, cu 0 medie
de 31,21% (Figura 6.21.a). Tn cazul timinei, procentul mediu obtinut in urma analizei celor
32 secvente ale citocromului b a fost de 25,14% cu valori cuprinse in intervalul 24,7-
25,3% (Figura 6.21.b). Citozina a prezentat valori intre limitele 30,1-30,4%, cu o0 medie
de 30,22% (Figura 6.21.c) iar guanina a avut o frecventa medie de 13,43% cu limite in
intervalul 13,3-13,6% (Figura 6.21.d).
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Figura 6.21. Concentratiile de baze azotate ale secventelor pentru gena citocrom b
a. adenind-A; b. timind-T; C. citozind-C; d. guanind-G
Figure 6.21. Nitrogen base concentrations of cytochrome b gene sequences
a. adenine-A; b. thymine-T; c. cytosine-C; d. guanine-G

In cazul analizei secventelor regiunii de control mitocondrial d-loop, frecventa
bazelor azotate poate fi consultati in Tabelul 6.11.

Tabelul 6.11/ Table 6.11
Proportia bazelor azotate pentru indivizii din rasa Sura de Stepa (d_loop)
Proportion of nitrogenous bases for Gray Steppe individuals (d_loop)

Nume probe A% T% C% G %
SS 01 32,9 28,8 24,6 13,6
SS 02 32,8 29,2 24,2 13,9
SS 03 32,8 29,0 24,2 14,0
SS 04 32,8 29,0 24,2 14,0
SS 05 39,9 28,8 24,6 13,6
SS 06 32,8 29,0 24,2 14,0
SS 07 32,8 29,2 24,2 13,9
SS 08 32,8 29,0 24,3 13,9
SS 09 32,8 29,0 24,2 14,0
SS 10 32,8 29,0 24,2 14,0
SS 11 32,8 28,9 24,4 13,9
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Nume probe A% T% C% G%
SS_12 328 29,0 24,3 13,9
SS_13 328 29,2 24,2 13,9
SS_14 328 29,0 24,2 14,0
SS_15 328 29,2 24,2 13,9
SS_16 328 29,2 24,2 13,9
SS_17 328 29,0 24,2 14,0
SS_18 32,9 28,8 24,6 13,6
SS_19 32,9 28,8 24,6 13,6
SS_20 328 29,0 24,2 14,0
SS_21 32,8 29,2 24,1 14,0
SS_22 328 28,8 24,5 13,9
SS_23 32,8 29,0 24,2 14,0
SS_24 32,8 29,0 24,2 14,0
SS_25 328 28,8 24,5 13,9
SS_26 328 28,8 24,5 13,9
SS_28 32,9 28,8 24,6 13,6
SS_29 32,8 29,0 24,2 14,0
SS_30 32,8 28,8 24,5 13,9
SS 31 32,8 29,0 24,2 14,0
SS_33 32,9 28,8 24,6 13,6
SS 34 32,8 28,8 24,5 13,9

Procentul mediu de adenina pentru cei 32 indivizi analizati a fost de 33,03%, cu
variatii intre 32,8 si 39,9%, cea mai frecventa valoare fiind 32,8% (Figura 6.22.a). Timina
a nregistrat procente cuprinse intre valorile 28,8-29,2%, cu 0 medie de 28,96% iar cea
mai frecventa valoare a fost de 29,0% (Figura 6.22.b). Tn cazul citozinei, procentele au
fost cuprinse ntre 24,1-24,6%, cu o valoare medie de 24,33%. Pentru aceasta nucleotida,
cea mai frecventa valoare a fost 24,2% (Figura 6.22.c). Pentru guanina, cea mai frecventa
valoare a fost 14,0%. Media procentelor obtinute a fost de 13,88% iar intervalul de valori

a fost situat intre 13,6 si 14,0% (Figura 6.22.d).

40,8
38,8
36,8
34,8
32,8

114

A%
T ANNMTETODOMN~N0ONDO A NN OMNMNOOOODO TdTANMTL OO M <t
OlolololOlC)lOlC)lOIHIHIHIHI\—|I\—|I\—|IHlHlHlNlNlNININININININIO’Jlmlmlm
NDNDNNNDNDNNDNDNDDNDNDNDNDNDNDNDNDNDNDNDNDNNDNDNDNNDN NN
DDLU NDNDDDNDDDDLNDNDODNDDDNDDOLO OO,
a.



T%

29,5
29 /W\M
28,5
TN NI OMMNMNOVDHDO A ANMTOONMNODO A NMSTEL OO M
O 999|999 Oy O T A O OO O S O €9 09, 09, €0,
nonnnunnnnunannnndo b n o n oo n v
BB ADDADDDDDDDADDADDDDDDADDDBNBDD OB DD
b.
C%
25
245 W
24
235
TN NI OMMN~NODHDOANMSTOLOMNMNODOANMSTIL OO M
D Du Dot DA Dot Dt DX DU DI D DR DI DI DI D DI DI DR DRI DI DO DR DI DI DO DN DI DN
NN NDNDNNDNNNNNDDNDNDNNNNDNDNDDNDNDNDNNDNOLDDODN
NN UOLOUOOODONDNDNNNNDOLOLDDDNDNDNDNODODDDDNDNDOLOD
C.
G%
14,5
13,5
13
AN NI OMN~NOVDHDO A ANMTOOONODO A NMSTIL OO M
O 999999 Oy O T A O OO O S O €9 09, 09, €0,
nonnnnnnnnannnnno b n o n g n v
BB ADDADDDADDDADADDADDDADDDBNBDD OB DD
d.

Figura 6.22. Concentratiile de baze azotate ale secventelor pentru regiunea de control mitocondrial d-loop
a. adenind-A; b. timind-T; C. citozind-C; d. guanind-G
Figure 6.22. Nitrogen base concentrations of d-loop gene sequences
a. adenine-A; b. thymine-T; c. cytosine-C; d. guanine-G

6.3.3. Coeficientul de specificitate
Valoarea coeficientului de specificitate este data de raportul A+T/C+G si aratd

diferentele dintre indivizii unei specii. Acest coeficient se calculeaza in studiile de
filogenie molecularda cu scopul de a observa diferentele la nivelul compozitiei
nucleotidice. Tn mod normal, acesta are valori cuprinse In intervalul 1,2-1,5, caracteristice
majoritatii speciilor de animale. Atat pentru secventele nucleotidice ale citocromului b cét
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si a regiunii de control mitocondrial d-loop, s-a calculat coeficientul de specificitate.

Valorile rezultate pot fi consultate in Tabelele 6.12 si 6.13.

Tabelul 6.12 / Table 6.12

Coeficientul de specificitate al indivizilor din rasa Sura de Stepa (citocrom b)

Specificity coefficient of Gray Steppe individuals (cytochrome b)

Nume probe A+T % G+C % A+T/G+C
SS 01 56,4 43,6 1,29357798
SS_02 56,4 43,6 1,29357798
SS_03 56,5 43,5 1,29885057
SS 04 56,0 44,0 1,27272727
SS_05 56,4 43,6 1,29357798
SS 06 56,0 44,0 1,27272727
SS_07 56,4 43,6 1,29357798
SS_08 56,5 43,5 1,29885057
SS_09 56,5 43,5 1,29885057
SS 11 56,4 43,6 1,29357798
SS 13 56,4 43,6 1,29357798
SS 14 56,5 43,5 1,29885057
SS 15 56,4 43,6 1,29357798
SS 16 56,4 43,6 1,29357798
SS 17 56,5 43,5 1,29885057
SS 18 56,4 43,6 1,29357798
SS 19 56,4 43,6 1,29357798
SS 20 56,4 43,6 1,29357798
SS 21 56,3 43,7 1,28832951
SS 22 56,3 43,7 1,28832951
SS 23 56,5 43,5 1,29885057
SS 24 56,5 43,5 1,29885057
SS 25 56,3 43,7 1,28832951
SS 26 56,3 43,7 1,28832951
SS 28 56,4 43,6 1,29357798
SS 29 56,0 44,0 1,27272727
SS 30 56,3 43,7 1,28832951
SS 31 56,5 43,5 1,29885057
SS 33 56,4 43,6 1,29357798
SS 34 56,3 43,7 1,28832951

Tabelul 6.13/ Table 6.13

Coeficientul de specificitate al indivizilor din rasa Sura de Stepa (d_loop)

Specificity coefficient of Gray Steppe individuals (d-loop)

Nume probe A+T % G+C % A+T/G+C
SS 01 61,7 38,2 1,61518324
SS 02 62,0 38,1 1,62729658
SS 03 61,8 38,2 1,61780104
SS 04 61,8 38,2 1,61780104
SS_05 61,7 38,2 1,61518324
SS_06 61,8 38,2 1,61780104
SS 07 62,0 38,1 1,62729658
SS 08 61,8 38,2 1,61780104
SS 09 61,8 38,2 1,61780104
SS 10 61,8 38,2 1,61780104
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Nume probe A+T % G+C% A+T/G+C

SS_11 61,7 38,3 1,61096605
SS-12 61,8 38,2 1,61780104
SS_13 62,0 38,1 1,62729658
SS_14 61,8 38,2 1,61780104
SS_15 62,0 38,1 1,62729658
SS_16 62,0 38,1 1,62729658
SS_17 61,8 38,2 1,61780104
SS_18 61,7 38,2 1,61518324
SS_19 61,7 28,2 1,61518324
SS_20 61,8 38,2 1,61780104
SS_21 62,0 38,1 1,62729658
SS_22 61,6 38,4 1,60416666
SS_23 61,8 38,2 1,61780104
SS_24 61,8 38,2 1,61780104
SS_25 61,6 38,4 1,60416666
SS_26 61,6 38,4 1,60416666
SS_28 61,7 38,2 1,61518324
SS_29 61,8 38,2 1,61780104
SS_30 61,6 38,4 1,60416666
SS_31 61,8 38,2 1,61780104
SS_33 61,7 38,2 1,61518324
SS_34 61,6 38,4 1,60416666

Se pot distinge doua tipuri de ADN, dacd ne raportim la bazele azotate cu cea
mai mare frecventd, respectiv ADN de tip AT, (cand A+T > C+G) si ADN de tip GC
(cand A+T < C+G). In cazul secventelor nucleotidice ale citocromului b se poate observa
ca predomind bazele azotate A si T, prin urmare, toti indivizii analizati au caracteristic
ADN-ul de tip AT (A+T > C+G). Aceeasi concluzie se remarca si In cazul secventelor
nucleotidice ale regiunii de control mitocondrial d-loop. Coeficientul de specificitate
pentru cele doud secvente nucleotidice concatenate are o valoare medie de 1,45953823.
Se poate constata faptul ca valoarea obtinuta se incadreaza in intervalul de valori specifice
organismelor animale, cum este si cazul populatiei de bovine din rasa Surd de Stepa,
analizata in acest studiu.

6.3.4. Reteaua de haplotipuri rezultati in urma analizei secventelor genice ale
citocromului b si d-loop

Prin analiza secventelor nucleotidice pe baza programului Network a rezultat
reteaua de haplotipuri reprezentata grafic in figurile 6.23 a si b. Au fost identificate un
numar de 4 mari haplotipuri (T1, T2, T3 si P'QT), cu retele de conectare specifice. Fiecarui
haplotip 7i corespunde un anumit numdr de indivizi (Tabelul 6.14.).
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Figura 6.23. Reteaua de haplotipuri a indivizilor din populatia de bovine Sura de Stepa
a. citocrom b; b. d-loop
Figure 6.23. The network haplotypes of Grey Steppe cattle population a. cytochrome b; b. d-loop
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Prin analiza dstributiei celor 4 haplotipuri s-a constatat faptul ca haplotipul T3 are
cea mai mare pondere, fiind identificat pentru un numar de 20 indivizi din totalul de 32
care au fost analizati.

Tabelul 6.14 / Table 6.14
Haplotipurile identificate si indivizii reprezentanti pentru fiecare haplotip la rasa Sura de Stepa
Identified haplotypes and representative individuals for each haplotype

Haplotipuri Indivizii reprezentanti Total
identificate indivizi/haplotip
T3/T4 SS_02; SS_03; SS_04; SS_06; SS_07; SS_08; SS_09; SS_10; 20

SS_12;SS_13; SS_14; SS_15; SS_16; SS_17; SS_20; SS_21;
SS_23:SS_24;SS_29; SS_31

™ SS_01; SS_05; SS_18; SS_19; SS_28; SS_33 6
T1 SS_11 1
P'QT SS_22:SS_25;SS_26; SS_30; SS_34 5

Prin numeroasele studii ale ADNmt la specia Bovinae, s-au identificat un numér
de 5 halotipuri majore, specifice genului Bos taurus, stramosul silbatic al vitelor
domesticite (T1, T2, T3, T4) si respectiv 2 haplotipuri pentru Bos indicus (I1 si 12).

Cercetarile recente au demonstrat faptul cd aproape toate taurinele apartin macro-
haplogrupului T iar timpul de divergenta estimat fiind de ~ 16 mii de ani, timp care indica
un blocaj ingust in istoria evolutiva a taurinelor din Bos taurus. Macro-haplogrupul T este
divizat in 2 subclade surori (T5 si T1/T2/T3), subclada predominanta fiind reprezentata
de T1/T2/T3. De-a lungul timpului, T4 s-a dovedit a fi integrat in T3.

Un alt haplogrup, P, a fost identificat prin analiza regiunii de control mitocondrial
d-loop, a taurinelor din nordul si centrul Europei.

Un alt studiu, avand ca scop analiza secventelor nucleotidice ale d-loop, specifice
unei rase de taurine din Italia, aflatd pe cale de disparitie, a condus la identificarea unui
alt haplogrup de apartenenta a acestei rase, respectiv haplogrupul Q. Acelasi haplogrup
Q, a fost identificat si in urma analizei filogenetice a bovinelor ancestrale europene, cu
descendenta in Bos taurus primigenius.

Un studiu realizat de Achilli et al. (2009), cu privire la originea taurinelor pe baza
analizei genomului mitocondrial, a demonstrat faptul ca nu toate taurinele din Europa
apartin haplogrupului T. Autorul a analizat secvente genice ale ADNmt pentru un numar
de 26 rase de bovine europene (22 din Italia si 4 din alte regiuni ale Europei). Majoritatea
raselor s-au incadrat in haplogrupul T si subcladele sale. Un procent de 1,4% din rasele
analizate a fost reprezentativ pentru haplogrupurile P si Q, specifice bovinelor ancestrale
din nordul si centrul Europei, avand ca stramos comun Bos taurus primigenius.
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Haplogrupul Q este apropiat din punct de vedere filogenetic cu haplogrupul T.
Prezenta exclusiva a haplogrupuli Q in Europa, ar putea indica faptul ca acesta a derivat
din Bos taurus primigenius, cum este si cazul haplogrupurilor P si R. Studiile arata ca
haplogrupul Q si subcladele haplogrupului T sunt implicate in acelasi eveniment de
domesticire in Cornul abundentei, aspect despre care s-a discutat in prima parte a tezei
(Figura 6.24).

Acelasi studiu elaborat de Achilli arata faptul cd majoritatea raselor de bovine
italiene apartin haplogrupului R. Prin urmare, rasele domesticite de taurine apartin cel
putin a doud haplogrupuri (R si P), specifice taurinelor ancestrale europene. Haplogrupul
P sugereaza apartenenta unor rase domesticite in Orinetul Apropiat, odatd cu migratia
oamenilor.

Un alt articol recent, elaborat de Senczuk et al. (2021), vine cu o serie de
completari la originea si istoria evolutiva a raselor de bovine podolice. Haplogrupul P este
caracteristic taurinelor ancestrale din centrul si nordul Europei si unui mic numir de
taurine din rasele moderne. Pe linia haplogrupului Q se disting rase de bovine italiene,
egiptene si neolitice, europene iar pe linia R, rase de bovine italiene din grupul podolian
grey.

In comparatie cu rasele de bovine moderne, europene, bovinele din grupul
"Podolian Grey", unde se incadreaza si rasa Surd de Stepd care face subiectul acestei
cercetari, prezintd multe caracteristici ancestrale (coarne lungi, longevitate, adaptabilitate
la conditiile climatice si de mediu).

Istoria evolutiva a taurinelor europene este dominati de evenimente de
introgresiune atat cu bovine ancestrale cat gi cu alte rase. Conform celor mai recente
descoperiri, introgresiunea dintre taurinele indicine si cele europene dateaza de ~ 4200 de
ani.

Identificarea haplogrupului P'QT in urma analizei secventelor nucleotidice ale
rasei de bovine Sura de Stepa, indica faptul ca acest haplotgrup este de tip ancestral, fiind
specific pentru Bos taurus primigenius, din care a evoluat aceasta rasa de bovine.

Tn cadrul acestui haplogrup au fost identificati un numér de 5 indivizi (SS_22;
SS 25;SS 26;SS_30; SS_34), reprezentand un procent de 16% din totalul exemplarelor
analizate.

Distanta genetica dintre haplotipurile T1, T2 si T3 variaza intre 1 si 4 situsuri.
Prezenta haplotipurilor derivate din T sugereazd o expansiune demograficd a acestei
populatii.
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Figura 6.24. Arborele filogenetic obtinut pe baza analizei genei citocrom b si estimarea timpului de
divergenta din cadrul populatiei de bovine Sura de Stepa
Figure 6.24. Phylogenetic tree obtained from cytochrome b gene analysis and estimation of time divergence
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O concluzie principala ar fi aceea ca existd un grad mare de variabilitate genetica
a efectivului din populatia de bovine din rasa Surd de Stepa din Romaénia, datorita unor
procese mutationale care fac diferentd intre indivizi.

Rezultatele acestei cercetéri, pot contribui la imbunatitirea programului de
conservare al acestei rase si a informatiilor actuale cu privire la diversitatea genetica a
populatiei, reprezentdnd un instrument valoros pentru eforturile privind conservarea
acestui rezervor de gene aflat in pericol de extinctie.

6.3.5. Dinamica ratei de evolutie a markerilor mitocondriali studiati

Au fost analizate doud seturi de date, respectiv secvente nucleotidice ale
citocromului b si ale regiunii de control mitocondrial d-loop. Pentru fiecare bloc de alineri
ale secventelor genice a fost calculat modelul optim de substitutie pe baza programului
JmodetTest (Darriba et al., 2012).

Tn tabelele 6.15 si 6.16 pot fi consultate rezultatele obtinute cu privire la modelul
optim de substitutie.

Cele 32 secvente ale genei citocrom b pentru indivizii studiati au fost aliniate n
bloc, lungimea totala a acesteia fiind de 1140 pb. In urma analizei a fost observat un numar
de 22 situsuri variabile (1,9%) din care 18 situsuri informative (1,6%).

In cazul secventelor d-loop, numarul de situsuri variabile a fost 18 (2,0%) iar
numarul de situsuri informative a fost 13 (1,4%).

Tabelul 6.15/ Table 6.15
Modelul optim de substitutie calculat in programul JModelTest (citocrom b si d_loop)
The optimal substitution model calculated in the JModelTest program (cytochrome b and d_loop)

Cyt_b D-loop
Model TrN+l TPM3uf
Partition 010020 012012
-InL 1708.1951 1354.6687
K 64 67

fregA 0.3125 R(a) 1.0000 | 0.3278 R(a) 23.9836
freqC 0.3021 R(b) 4.4591 | 0.2440 R(b) 200.0000
freqG 0.1352 R(c) 1.0000 | 0.1379 R(c) 0.0586
freqT 0.2501 R(d) 1.0000 | 0.2902 R(d) 23.9836

tiltv - R(e) 0.5005 - R(e) 200.0000

- R(f) 1.0000 - R(f) 0.0586

p-inv 0.8680 gamma - gamma -
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Tabelul 6.16 / Table 6.16
Numarul de situsuri si raportul Tr/Tv pentru secventele genice studiate
Number of sites and Tr/Tv ratio for the studied gene sequences

Rasa Secventa Nr. situsuri % Nr. % Tr/Tv
informative situsuri
variabile
Sura de CytB 18 1,6 22 1,9 0,755
Stepa
D-loop 13 1,4 18 2,0 5,107

In ceea ce priveste valorile rezultate pentru frecventele bazelor azotate, acestea
variazd intre 31,2% pentru A, 25,1% pentru T, 13,4% pentru G si 30,2% pentru C
(secventa citocrom b). Transversiile de tip A<->G si T<->C au valori de 4,4591 respectiv
0,5005 (Figura 6.25.a), raportul acestora fiind de 0,755 (Tabelul 6.16.).

A T
31,2% < > 25,1%
A A
4.4591 0.5005
A oo,
| |
G 1.0000 C

Figura 6.25.a. Ratele de substitutie pentru fiecare nucleotida, calculate in jModelTest pentru un set de 32
secvente ale genei citocrom b provenite de la indivizi apartinand rasei de bovine Sura de Stepa
Figure 6.25.a. Substitution rates for each nucleotide, calculated in jModelTest for a set of 32 cytochrome b
gene sequences, Grey Steppe Steppe cattle breed

Modelul de evolutie al genei pentru indivizii analizati a fost TrN+J pentru
citocrom b si TPM3uf pentru d-loop (Tabelul 6.15).

Frecventele bazelor azotate au fost urmatoarele: 32,8% A, 29,0% T, 24,3% C si
13,9% G. Raportul Tr/Tv a prezentat o valaore de 5,107 (Tabelul 6.15. si Figura 6.25.b).
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Figura 6.25.b. Ratele de substitutie pentru fiecare nucleotida, calculate in jModel Test pentru un set de 32
secvente ale genei d-loop provenite de la indivizi apartinand rasei de bovine Sura de Stepa
Figure 6.25.h. Substitution rates for each nucleotide, calculated in jModelTest for a set of 32 d-loop gene
sequences, Grey Steppe Steppe cattle breed

Pentru a estima relatiile din cadrul populatiei de bovine, pe baza analizei
secventelor nucleotidice ale citocromului b si ale regiunii de control mitocondrial d-loop,
au fost realizati arborii filogenetici, cu ajutorul programului SeaView, reprezentati in
figurile 6.26 (pentru citocrom b) si 6.27 (pentru d-loop).
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Seaview S55_CviB-FINAL-Biol]_tree  Wed Jun 09 08:46:35 2021

BioNJ 1140 sites J-C 100 repl. 0001
55_22
55 25
S5_24
55_04
85_06
Ss_29
S5_09
55_03
Ss_13
S5_14
— §5_17
85_20
§s_23
55_3
Ss_o08
S5_21
S5_26
S5_30
S5_34
Ss_33
§5_01
S5_o02
S5_05
Ss_07
B §s_11
S5_15
S5_16
Ss_18
§5_19
Ss_28

Figura 6.26. Arbore filogentic realizat pe baza analizei secventelor genice ale citocromului b, pentru
populatia de bovine Sura de Stepa
Figure 6.26. Phylogenetic tree based on cytochrome b gene sequence analysis for the
Grey Steppe population
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Seaview 55_D-loop FIMAL -BioH]_free

Wed Jun 16 11:42:32 2021
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Figura 6.27. Arbore filogentic realizat pe baza analizei secventelor genice ale d-loop, pentru

populatia de bovine Sura de Stepa

Figure 6.27. Phylogenetic tree based on d-loop gene sequence analysis for the Grey Steppe population
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6.3.6. Expansiunea demografici si spatiald a populatiei de bovine din rasa Sura de

Stepa

Expansiunea demografica si spatiala are la baza modelul de calcul Mismatch
distribution si aratd distributia numarului de diferente identificate intre perechile de
haplotipuri. De regula, aceasta distributie poate fi unimodala (specificd populatiilor care
au suferit fie o expansiune demografica recentd, fie o expansiune spatiald caracterizata de
un grad mare de migratie) sau multimodald (in cazul populatiilor aflate in echilibru

demografic).

In cazul populatiei de bovine Sura de Stepa a rezultat o distributie multimodala
atat in urma analizei secventelor nucleotidice ale citocromului b cat si a regiunii de control
mitocondrial d-loop (Figura 6.28 a si b).
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Figura 6.28. Expansiunea demografica pentru populatia Sura de Stepa, a. citocrom b; b. d-loop
Figure 6.28. Demographic expansion for Grey Steppe population, a. cytochrome b; b. d-loop
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Interpretarea datelor obtinute arata o distributie asimetrica a valorilor, prin urmare
populatia studiata se afla intr-un echilibru demografic. Cele doua grafice obtinute prin
analiza Mismatch distribution arata atat diferentele observate cat si cele asteptate.

Analiza dezechilibrul linkage - LD

Termenul de linkage in analiza geneticii populationale, sugereaza lipsa
fenomenului de independenta intre doi loci. Explicatia fenomenului de linkage arata ca
doi loci, A/B se situeaza pe acelasi cromozom, foarte aproape unul de celilalt. Asadar,
alelele specifice celor doi loci se mostenesc ca un intreg. In cazul in care locii sunt situati
pe cromozomi distincti, sau chiar pe acelasi cromozom, insd intre ei existd o distantd
destul de mare, nu se poate discuta despre un ,linkage perfect”, aspect care duce la
separarea acestora prin procesul de recombinare (Mackay si Powell, 2007).

Dezechilibrul linkage LD, semnifica o asociere de ordin non-aleator a alelelor
pentru unul sau mai multi loci, fiind afectat de o serie de factori fie genetici, fie non-
genetici (driftul genetic, procesul de selectie, procesul de recombinare, gene-flow sau
fluxul de gene) (Slatkin, 2008).

Pentru populatia din rasa Sura de Stepa, a fost calculat LD-Dezechilibrul linkage
pentru cei doi markeri (citocrom b si d-loop) (Figurile 6.29 a si b).
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Figura 6.29 a. Distanta intre nucleotide (citocrom b, Sura de Stepa)
Figure 6.29 a. Nucleotide distance (cytochrome b, Grey Steppe)
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Figura 6.29.b. Distanta intre nucleotide (d-loop, Sura de Step)
Figure 6.29.b. Nucleotide distance (d-loop, Grey Steppe)

In urma interpretirii rezultatelor, s-a remarcat 0 probabilitate semnificativa
(0,01<p<0,05), ca dezechilibrul linkage sa existe in cadrul populatiei analizate

Acest rezultat reprezintd un instrument important in analiza diversitatii genetice
dar si in programele de conservare a rasei.
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CAPITOLUL 7
CUANTIFICAREA GRADULUI DE DIVERSITATE GENETICA A
INDIVIZILOR DIN RASA DE BOVINE PINZGAU
CHAPTER 7
QUANTIFICATION OF THE GENETIC DIVERSITY OF PINZGAU
CATTLE BREED

Analiza diversitatii genetice a rasei de bovine Pinzgau, la fel ca si in cazul rasei
Sura de Stepa a constat in parcurgerea mai multor etape de cercetare, respectiv izolarea si
purificarea probelor de ADN, amplificarea genei citocrom b si a regiunii de control
mitocondrial d-loop prin tehnica PCR, utilizand primeri specifici, validarea ampliconilor
prin electroforeza in gel de agaroza si in final analiza secventelor genice si interpretarea
datelor.

7.1. Cuantificarea ADN-ului total si amplificarea secventelor genice citocrom
b si d-loop

Acest subcapitol prezinta rezultate cu privire la concentratia si gradul de puritate
al probelor de ADN izolate de la cei 24 indivizi din rasa Pinzgau, amplificarea secventelor
genice de interes si validarea rezultatelor amplificarii prin electroforeza in gel de agaroza
cu scopul de a vedea specificitatea primerilor utilizati si dimensiunea fragmentelor
analizate.

7.1.1. Cuantificarea ADN-ului total

Cuantificarea probelor de ADN apartinand celor 24 femele bovine au variat in
intervalul 4,1-61,9 ng/ul, media fiind de 27,7 ng/ ul (Tabelul 7.1 si Figura 7.1) iar raportul
celor doud absorbtii, respectiv A260/A280, a prezentat valori cuprinse 1n intervalul 0,68
- 2,13, cu 0 medie de 1,68.
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Tabelul 7.1/ Table 7.1
Cuantificarea spectrofotometrica a ADN-ului total extras din probe de sange, rasa de bovine Pinzgau
Spectrophotometric quantification of total DNA extracted from blood samples, Pinzgau cattle breed

ID Abs260 | Abs280 | Abs230 | 260/280 | 260/230 Concentratia ADN Tipul
Proba (ng/pl) probei
P_01 0,352 0,218 0,375 1,61 0,94 17,6 dsDNA
P_02 0,447 0,289 0,480 1,55 0,93 22,3 dsDNA
P_03 1,24 0,842 1,212 1,47 1,02 61,9 dsDNA
P_04 0,369 0,230 0,339 1,60 1,09 18,4 dsDNA
P_05 0,486 0,305 0,430 1,59 1,13 24,3 dsDNA
P_06 0,844 0,500 0,661 1,69 1,28 42,2 dsDNA
P_07 0,371 0,218 0,382 1,70 0,97 18,5 dsDNA
P_08 0,385 0,227 0,373 1,70 1,03 19,2 dsDNA
P_09 0,589 0,369 0,627 1,60 0,94 29,4 dsDNA
P_10 0,796 0,506 1,024 1,57 0,78 39,7 dsDNA
P 11 0,404 0,266 0,409 1,52 0,99 20,2 dsDNA
P_12 0,603 0,377 0,800 1,60 0,75 30,1 dsDNA
P_13 0,821 0,488 0,559 1,68 1,47 41,0 dsDNA
P_14 0,922 0,526 0,579 1,75 1,59 46,0 dsDNA
P_15 0,959 0,570 0,666 1,68 1,44 47,9 dsDNA
P_16 0,547 0,315 0,486 1,74 1,13 27,3 dsDNA
P_17 0,347 0,168 0,311 2,07 1,12 17,3 dsDNA
P_18 0,355 0,171 0,301 2,08 1,18 17,7 dsDNA
P_19 0,262 0,147 0,241 1,78 1,09 13,0 dsDNA
P_20 0,084 0,123 0,280 0,68 0,30 4,10 dsDNA
P_21 0,306 0,169 0,400 1,81 0,76 15,2 dsDNA
pP_22 0,398 0,187 0,226 2,13 1,76 19,9 dsDNA
P_23 0,627 0,299 0,557 2,10 1,13 31,3 dsDNA
P_24 0,806 0,468 0,826 1,72 0,98 40,3 dsDNA

In graficul 7.1 sunt reprezentate valorile concentratiei ADN-ului care s-au situat
inintervalul 4,1-61,9 ng/ul.
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Figura 7.1. Valorile concentratiei ADN-ului extras, masurate cu spectrofotometrul Nanodrop ASP-3700
(ng/ul) — rasa Pinzgau
Figure 7.1. Extracted DNA concentration values, measured with Nanodrop ASP-3700 spectrophotometer
(ng/ul) - Pinzgau cattle breed

O comparatie intre valorile minima si maxima, respectiv valoarea medie a datelor
obtinute cu privire la concentratia ADN-ului cuantificat se poate observa in graficul 7.2.
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Figura 7.2. Comparatie intre valoarea medie a concentratiei ADN-ului, in raport cu valorile
minima/maxima (ng/pl)
Figure 7.2. Comparison between the average value of the DNA concentration, in relation to the minimum /
maximum values (ng/pl)

132



Rezultatele obtinute in urma analizei de cuantificare au demonstrat eficacitatea
metodei de extractie a ADN-ului.

Un alt aspect important 1n analizele de genetica moleculara se refera la puritatea
ADN-ului extras care se evalueaza pe baza raportului absorbantelor A260/A280. Valorile
care se obtin sunt clasificate, de reguld, in 3 intervale (<1,7; 1,7-2,0; >2,0).

Distributia procentuald a celor 24 probe, in functie de valoarea raportului
absorbantelor A260/A280 este reprezentata in graficul 7.3.

13

<1.7 =13 probe 1.7-2.0 = 7 probe >2.0 = 4 probe

Figura 7.3. Distributia procentuald a probelor in acord cu valoarea raportului absorbantelor A260/A280
Figure 7.3. Percentage distribution of samples according to the value of the absorbent ratio A260/A280

Din totalul de 24 probe, 13 au prezentat o valoare mai mica de 1,7, un numar de
7 probe au avut valori in intervalul 1,7-2,0 si 4 probe au avut valori mai mari de 2,0.

7.1.2. Amplificarea genica si validarea produsilor PCR prin tehnica de electroforeza
in gel de agaroza

Tn cazul probelor de ADN ale rasei de bovine Pinzgau, pentru amplificarea celor
doud gene de interes, respectiv citocrom b si d-loop, s-au folosit aceleasi perechi de
primeri (BCYT-F/BCYT-R pentru citocrom b si BRS-F/RBIS-R pentru d-loop).

Programele PCR in cazul analizei rasei Pinzgau au fost aceleasi ca si in cazul
rasei Sura de Stepa, metodologia de cercetare fiind prezentata in subcapitolele anterioare
unde sunt relatate rezultatele si discutiile cu privire la analiza diversitatii genetice a rasei
de bovine Sura de Stepa.
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7.1.2.1. Amplificarea genicéa a citocromului b
ADN-ul izolat si purificat, a fost amplificat prin reactia de polimerizare in lant,

prin care s-a reusit o multiplicare exponentiald a unor secvente de material informational,
respectiv citocrom b si d_loop.

4 Etapa | — amplificarea genei citocrom b, utilizand primerii BCYT-F SIBCYT-R

Tn figura 7.4. se poate consulta Programul PCR pentru reactia de amplificare a

citocromului b, care s-a desfasurat intr-un numar de 35 cicluri de amplificare. Tabelul 7.2.

prezinta componentele mediului de reactie.

94°C | 94°C
2 min |30 sec 72°C | 72°C
1 min | 5min |
60°C
30 sec
(......................................................) 40(:
X 35
(o= ]

Figura 7.4. Programul PCR_Pinzgau, amplificare citocrom b
Figure 7.4. PCR Program_Pinzgau, chytochrome b amplification

Tabelul 7.2/ Table 7.2

Componentele mediului de reactie necesare pentru PCR, amplificare citocrom b, (probele P-01...P-24)
The PCR reaction mix, amplification chytochrome b (samples P-01 ... P-24)

Mix de reactie Cantitate X 25 => Volum final
(GoTaq® Green Master mix)
MMuix 12,5 625
MgCl, 1 25
Beyt-F 2 50
Beyt-R 2 50
H,0 15 375
ADN 2L 23 uL

Mixul de reactie a fost preparat intr-un tub steril, Eppendorf (2 ml), in care s-au
adaugat toate componentele prezentate in tabelul 4.3., ludnd in calcul cantitatile necesare,

raportate la numarul de probe, plus controlul negativ C-.
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7.1.2.2. Amplificarea genica a regiunii de control mitocondrial d-loop
4+ Etapa ll-amplificarea secventei d-loop utilizand primerii BRS-F, RBIS-R
Componentele mediului de reactie pot fi identificate in tabelul 7.3 iar in figura
7.5 se poate observa programul PCR cu parametrii specifici de amplificare, reactie
desfasurata intr-un numar de 35 cicluri.

94°C | 94°C
2 min |30 sec 72°C | 72°C
1min | 5min
60°C
30 sec
X35 -

Figura 7.5. Programul PCR_Pinzgau, amplificare d-loop
Figure 7.5. PCR Program_Pinzgau, d-loop amplification

Tabelul 7.3/ Table 7.3
Componentele mediului de reactie necesare pentru PCR, amplificare d-loop, (probele P-01...P-24)
The PCR reaction mix, amplification d-loop (samples P-01 ... P-24)

Mix de reactie Cantitate x 25 =>Volum final
(GoTaq® Green Master mix)
MMix 12,5 625
MgCl, 1 25
Beyt-F 2 50
Beyt-R 2 50
H,0 15 375
ADN 2L 23 uL

7.1.2.3. Validarea produsilor PCR pentru citocrom b

Pentru a vedea gradul de puritate, dimensiunea moleculard sau eventualele
contaminari nespecifice, ampliconii rezultati in urma amplificarii secventelor genice de
interes au fost validati in gel de agaroza de concentratie 1%, prin migrare la o tensiune de
100 volti, intr-un interval de 30 minute. Estimarea dimensiunii fragmentelor amplificate
s-a realizat pe baza unui marker cu o greutate moleculara de 100 perechi de baze.

Imaginea gelului de electroforeza, dupa migrarea probelor sub actiunea curentului
electric, se poate vedea in figura 7.6.
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P 24

70 V., 45 min, 1%, 21.12.2020

Figura 7.6. Electroforeza produsilor PCR pentru gena citocrom b la indivizii din rasa Pinzgau
(probele P_01...P_24)
Figure 7.6. Agarose gel electrophoresis of PCR amplicons, cytochrome b (Pinzgau, P_01... P_24)

In urma validarii electroforetice a ampliconilor s-a constatat ci nu au existat
amplificari nespecifice sau eventuale contaminari de altd natura iar primerii folositi pentru
amplificare (Bcyt-F si Beyt-R) au prezentat un nivel mare de specificitate pentru secventa
genicd analizatd, obtindndu-se un numar mare de copii.

7.1.2.4. Validarea produsilor PCR pentru regiunea de control mitocondrial d_loop

Ca urmare a migrarii produsilor PCR 1n gel de agaroza, s-a constatat faptul ca nu

au rezultat eventuale amplificari nespecifice (Figura 7.7).
Cei doi primeri utilizati, forward (BRS-F) si reverse (RBIS-R) au prezentat

specificitate ridicata pentru secventa genicd analizatd, d-loop. Imaginea gelului de
electroforeza este redata in figurile 7.7 si 7.8.
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Figura 7.7. Electroforeza produsilor PCR pentru gena d-loop la indivizii din rasa Pinzgau
(probele P_01...P_21)
Figure 7.7. Agarose gel electrophoresis of PCR amplicons, d-loop (Pinzgau, samples P_01... P_21)
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70 V, 45 min, 1%, 21.12.2020
Figura 7.8. Electroforeza produsilor PCR pentru gena d-loop la indivizii din rasa Pinzgau
(probele P_22...P_24)
Figure 7.8. Agarose gel electrophoresis of PCR amplicons, d-loop (Pinzgau,, samples P_22... P_24)

Atat 1n cazul rasei Surd de Stepa, cat si al rasei Pinzgau secventele de ADNmt au
fost amplificate cu succes, nu s-au identificat contaminanti in probe iar primerii utilizati
(Beyt-F si Beyt-R pentru citocrom b si BRS-F si RBIS-R pentru d-loop) au prezentat

specifictate ridicata.
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7.2. Analiza bruta a secventelor nucleotidice la rasa Pinzgau

In cazul rasei Pinzgau, ca si in cazul rasei Sura de Stepa, s-a identificat frecventa
haplotipurilor pentru cei 24 indivizi, atdt pe baza analizei secventelor genice ale
citocromului b cat si a regiunii de control mitocondrial d-loop. De asemenea, s-a calculat
proportia celor patru baze azotate pentru ambele secvente precum si coeficientul de
specificitate pe baza raportului A+T/G+C. S-a urmarit in ansamblu, dinamica ratei de
evolutie a celor doi markeri mitocondriali i expansiunea demograficd a grupului de
indivizi analizati.

7.2.1. Evaluarea frecventei haplotipurilor prin analiza secventelor genice ale
citocromului b si a regiunii de control mitocondrial d-loop

Ca urmare a analizei secventelor genice, spre deosebire de rasa Sura de Stepa, 1n
cazul rasei Pinzgau au fost identificate 3 haplotipuri, avand frecvente diferite (T1, T2 si
T3). Cei 24 de indivizi au fost distribuiti in haplotipurile corespunzitoare, astfel: 18
indivizi apartinand haplotipului T3 (75%), 5 indivizi identificati in cadrul haplotipului T2
(21%) si un singur individ reprezentant pentru haplotipul T1 (4%) (Figura 7.9).

4%

21%

75%
T3mT2mT1

Figura 7.9. Frecventa haplotipurilor pentru indivizii din rasa Pinzgau analizati
Figure 7.9. Frequency of haplotypes for Pinzgau individuals

Incadrarea celor 24 femele din rasa Pinzgau in cadrul haplogrupului T si
subcladele sale a fost urmatoarea: un numér de 18 indivizi, respectiv P_02; P_03; P_04;
P_05; P_06; P_07; P_08; P_10; P_13; P_14; P_15;P_16; P_17,P_18; P_19; P_21; P_23
si P_24 au fost incadrati in haplotipul T3, indivizii cu numerele de identificare P_01;
P_11; P_12; P_20 si P_21 s-au regasit in haplotipul T2 iar un singur individ, respectiv
P_09 a fost reprezentant pentru haplotipul T1.

Se constata faptul ca haplotipul T3, in care se incadreaza majoritatea taurinelor
europene (Achilli, 2009) prezinta cea mai mare pondere (75%), acest lucru observandu-
se si in cazul analizei secventelor specifice rasei Sura de Stepa, unde procentul pentru
acest haplotip a fost de 62%.
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7.2.2. Proportia bazelor azotate in secventele nucleotidice pentru citocrom b si
d-loop

In urma analizei frecventelor celor 4 baze azotate, utilizand programul SeaView,
pentru secventele concatenate ale genei citocrom b s-au obtinut procente de 30,5% A,
25,4% T, 29,9% C si 14,2% G iar pentru secventele concatenate ale regiunii de control
mitocondrial d-loop, au fost obtinute valori procentuale de 32,6% A, 29,1% T, 24 % C si
13,8% G (Tabelul 7.4 si Figura 7.10).

Valorile sunt foarte apropiate de cele obtinute in cazul analizei secventelor
specifice rasei Surd de Stepa, variind 1n limite foarte mici. Astfel, se constatd un echilibru
intre cele patru baze azotate din punct de vedere proportional.

Tabelul 7.4/ Table 7.4
Valorile frecventelor bazelor azotate pentru secventele P_citocrom b si P_d-loop
Nitrogen base frequency for P_cytochrome b and P_d-loop sequences

Secventa genica Valori procentuale baze azotate
A% T% C% G %
P-Cyt B 30,5 25,4 29,9 14,2
P-D_loop 32,6 29,1 24,5 13,8

Figura 4.36 este o reprezentare grafici a frecventelor bazelor azotate pentru
ambele secvente genice analizate din care se observa faptul ca cele mai apropiate valori
se regasesc in cazul guaninei (14,2% pentru citocrom b si 13,8% pentru d-loop) iar cele
mai mari diferente procentuale se regdsesc in cazul citozinei (29,9% pentru citocrom b si
24,5% pentru d-loop).
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Figura 7.10. Reprezentarea valorilor frecventelor bazelor azotate pentru secventele

P_citocrom b si P_d_loop

Figure 7.10. Representation of nitrogen base frequency values for
P_cytochrome b and P_d_loop sequences

Cu scopul de a determina coeficientul de specificitate a celor doud secvente, s-au
calculat pe baza programului SeaView frecventele bazelor azotate pentru fiecare individ
studiat, respectiv pentru fiecare secventa genica, redate in tabelele 7.5 si 7.6.

Tabelul 7.5/ Table 7.5

Proportiile bazelor azotate pentru indivizii din rasa Pinzgau (secventa citocrom b)
Proportions of nitrogenous bases for Pinzgau individuals (cytochrome b sequence)

Nume probe A% T% C% G %
P 01 30,4 25,2 30,2 14,4
P_02 30,5 25,4 29,9 14,3
P_03 30,4 25,3 30,1 14,2
P 04 30,5 25,4 29,9 14,2
P_05 30,5 25,3 30,0 14,2
P_06 30,5 25,4 29,9 14,3
P_07 30,7 25,4 29,8 14,1
P_08 30,5 25,4 29,9 14,3
P_09 30,5 25,4 29,9 14,3
P_10 30,5 25,4 29,9 14,3
P 11 30,5 25,3 30,0 14,2
P 12 30,5 25,4 29,9 14,2
P 13 30,5 25,4 29,9 14,3
P 14 30,5 25,5 29,9 14,1
P 15 30,5 25,4 29,9 14,3
P_16 30,4 25,4 29,9 14,3
P 17 30,5 25,4 29,9 14,3
P 18 30,5 25,4 29,9 14,3
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Nume probe A% T% C% G%

P_19 30,5 254 29,9 14,3
P_20 30,2 25,5 29,8 14,4
P_21 30,6 25,3 29,8 14,3
P_22 30,4 254 29,7 14,5
P_23 30,5 25,5 29,8 14,2
P 24 30,5 25,4 29,9 14,2

Din analiza frecventelor bazelor azotate pentru secventa citocrom b, s-a obtinut
o frecventa medie de 30,48% pentru adenina cu valori limita cuprinse intre 30,2% - 30,7%
(Figura 7.11.a). In cazul timinei, frecventa medie a fost de 25,38%, cu o valoare minima
de 25,2% si o valoare maxima de 25,5% (Figura 7.11.b). Citozina a inregistrat o valoare
medie de 29,9%, cu un interval cuprins intre 29,7% - 30,2% (Figura 7.11.c) iar guanina a
prezentat valori cuprinse in limitele 14,1% - 14,5%, cu o medie de 14,27% (Figura 7.11.d).

Cele mai frecvente valori au fost 30,5% pentru adenina, 25,4% pentru timina,
29,8% pentru citozina si 14,3% pentru guanina.
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Figura 7.11. Concentratiile de baze azotate ale secventelor pentru gena citocrom b-Pinzgau

a. adenind-A; b. timind-T; C. citozind-C; d. guanind-G

Figure 7.11. Nitrogen base concentrations of cytochrome b gene sequences -Pinzgau
a. adenine-A; b. thymine-T; c. cytosine-C; d. guanine-G

Tabelul 7.6 / Table 7.6

Proportiile bazelor azotate pentru indivizii din rasa Pinzgau (secventa d-loop)
Proportions of nitrogenous bases for Pinzgau individuals (d-loop sequence)

Nume probe A% T % C% G %
P_01 32,8 28,8 24,6 13,8
P_02 32,8 28,7 24,5 13,1
P_03 32,9 28,8 24,2 14,1
P_04 33,0 28,8 24,2 14,0
P_05 32,9 28,6 24,5 14,0
P_06 32,7 28,9 24,4 14,0
P_07 32,8 28,7 24,5 14,0
P_08 32,8 28,8 24,6 13,8
P_09 32,7 28,8 24,2 14,3
P_10 32,9 28,9 24,4 13,8
P 11 32,9 28,8 24,5 13,8
P 12 32,8 29,0 24,3 13,9
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Nume probe A% T% C% G%

P_13 32,8 28,7 24,6 13,9
P_14 33,1 28,8 24,6 13,5
P_15 32,9 28,8 24,2 14,1
P_16 32,8 28,8 24,4 14,0
P_17 32,8 29,1 24,5 13,6
P_18 32,8 28,7 24,5 14,0
P_19 32,7 28,8 24,3 14,2
P_20 32,9 28,8 24,6 13,7
P 21 32,7 28,6 24,5 14,2
P_22 32,9 29,0 24,6 13,5
P_23 32,9 28,7 24,5 13,9
P_24 32,8 28,7 24,5 14,0

In cazul analizei secventelor genice ale regiunii de control mitocondrial d-loop,
valorile frecventelor pentru cele patru baze au fost putin mai mari. Astfel, adenina a
prezentat o valoare medie de 32,83%, cu limite intre 32,7% - 33,1% (Figura 7.12.a);
timina a avut valori cuprinse ntre minima de 28,6% si maxima de 29,1%, cu media de
28,79% (Figura 7.12.b); citozinei Ti corespunde o valoare medie de 24,44%, cu limita
minima de 24,2% si limita maxima de 24,6% (Figura 7.12.c) iar guanina a avut valori de
13,1% pana la 14,3%, cu 0 medie de 13,88% (Figura 7.12.d).
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Figura 7.12. Concentratiile de baze azotate ale secventelor pentru regiunea de control mitocondrial d-loop-
Pinzgau
a. adenind-A; b. timind-T; C. citozind-C; d. guanind-G
Figure 7.12. Nitrogen base concentrations of d-loop gene sequences-Pinzgau
a. adenine-A; b. thymine-T; c. cytosine-C; d. guanine-G

Cele mai frecvente valori procentuale care se regasesc si in tabelul 4.20 au fost
de 32,8% pentru A, 28,8% pentru T, 24,5% pentru C si 14,0% pentru G. Toate valorile
obtinute se regdsesc in limite normale, neexistand abateri mari intre proportiile celor 4
baze azotate specifice fragmentelor de ADN analizate.
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7.2.3. Coeficientul de specificitate

Coeficientul de specificitate evidentiaza diferentele nucleotidice ale unor
fragmente de ADN, pe baza cdrora se pot observa elementele distincte, de ordin
molecular, dintre indivizii unei specii de animale. Mai exact, calculul coeficientului de
specificitate are la baza frecventele bazelor azotate, respectiv raportul dat de sumele A+T
si C+G. Valoarea acestui raport, oferd informatii utile in studii de taxonomie si filogenie
si se situeaza de regula, in intervalul 1,2 — 1,5, pentru majoritatea speciilor de animale.

Pentru cele doua secvente genice ale citocromului b si ale regiunii d-loop,
rezultatele raportului A+T/C+G sunt prezentate in tabelele 7.7 si 7.8.

Tabelul 7.7/ Table 7.8
Coeficientul de specificitate al indivizilor din rasa Pinzgau (citocrom b)
Specificity coefficient of Pinzgau individuals (cytochrome b)

Nume A+T % C+G% A+T/C+G
probe

P_01 55.6 44.6 1.246637
P_02 55.9 44.2 1.264706
P_03 55.7 443 1.257336
P_04 55.9 44.1 1.267574
P_05 55.8 44.2 1.262443
P_06 55.9 442 1.264706
P_07 56.1 43.9 1.277904
P_08 55.9 442 1.264706
P_09 55.9 442 1.264706
P_10 55.9 442 1.264706
P 11 55.8 442 1.262443
P_12 55.9 441 1.267574
P_13 55.9 442 1.264706
P_14 56.0 44.0 1.272727
P_15 55.9 442 1.264706
P_16 55.8 44.2 1.262443
P 17 55.9 44.2 1.264706
P_18 55.9 44.2 1.264706
P 19 55.9 44.2 1.264706
P 20 55.7 44.2 1.260181
P 21 55.9 441 1.267574
P_22 55.8 442 1.262443
P_23 56.0 44.0 1.272727
P 24 55.9 441 1.267574
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Tabelul 7.8/ Table 7.8
Coeficientul de specificitate al indivizilor din rasa Pinzgau (d-loop)
Specificity coefficient of Pinzgau individuals (d-loop)

Nume A+T % C+G% A+T/C+G
probe

P_01 61.6 38.4 1.604167
P_02 61.5 37.6 1.635638
P_03 61.7 38.3 1.610966
P_04 61.8 38.2 1.617801
P_05 61.5 38.5 1.597403
P_06 61.6 38.4 1.604167
P_07 61.5 38.5 1.597403
P_08 61.6 38.4 1.604167
P_09 61.5 38.5 1.597403
P_10 61.8 38.2 1.617801
P 11 61.7 38.3 1.610966
P_12 61.8 38.2 1.617801
P_13 61.5 38.5 1.597403
P_14 61.9 38.1 1.624672
P_15 61.7 38.3 1.610966
P_16 61.6 38.4 1.604167
P_17 61.9 38.1 1.624672
P_18 61.5 38.5 1.597403
P_19 61.5 38.5 1.597403
P_20 61.7 38.3 1.610966
P 21 60.6 38.7 1.565891
P_22 61.9 38.1 1.624672
P_23 61.6 38.4 1.604167
P_24 61.5 38.5 1.597403

Predominanta bazelor azotate indica specificitatea ADN-ului care poate fi de tipul
AT, dacda A+T > C+G, sau de tip GC in situatia in care A+T < C+G. Din cele doua tabele
se poate observa faptul ca predomind bazele azotate A si T, atat in cazul secventelor
citocromului b cat si a secventelor d-loop, prin urmare cei 24 indivizi au ADN de tipul
AT.

Valoarea medie a coeficientului de specificitate pentru secventele aliniate ale
citocromului b este de 1.246637, cu limite cuprinse intre 1.277904 si 1.264776 iar pentru
secventele aliniate ale fragmentelor d-loop, valorile minimd/maxima sunt de 1.565891,
respectiv 1.635638, cu o medie de 1.607311, ceea ce inseamna ca se incadreazi in limitele
normale, specifice organismelor de ordin animal.
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7.2.4. Reteaua de haplotipuri rezultatia in urma analizei secventelor genice ale
citocromului b si d-loop

Relatiile de filogenie, estimarea timpului de divergentd precum si descendenta
indivizilor unei specii, poate fi interpretatd pe baza constructiei retelei de haplotipuri
Network si a arborilor filogenetici.

In vederea realizirii retelei de haplotipuri de tip Network, secventele genice ale
citocromului b si ale regiunii de control mitocondrial d-loop, au fost analize pe baza unor
programe specifice, respectiv PopArt, SeaView si Mega X.

Reprezentarea graficd a retelei de haplotipuri, cu inter-retelele de conectare
specifice poate fi consultata in Figura 7.13.

Au rezultat un numar de trei haplotipuri (T1/T2/T3) derivate din macro-
haplogruul T, avand diferite frecvente si retele de conectare specifice. In fiecare din cele
3 haplotipuri au fost distribuiti, in urma analizei, cei 24 indivizi din rasa Pinzgau, conform
Tabelului 7.9.

Tabelul 7.9/ Table 7.9
Haplotipurile identificate si indivizii reprezentanti pentru fiecare haplotip la rasa Pinzgau
Identified haplotypes and representative individuals for each haplotype, Pinzgau breed

Haplotipuri Indivizii reprezentanti Total
identificate indivizi/haplotip
T1 P_09 1
T2 P 01;P 11;P 12;P 20si P 21 5
T3 P_02; P_03; P_04; P_05; P_06; P_07; P_08; P_10; P_13; 18
P_14;P_15;P_16; P 17;P 18;P 19;P 21;P 23siP_24
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Distributia celor 3 haplotipuri atribuie cea mai mare valoare procentualda a
frecventei pentru haplotipul T3 (75%), urmata de haplotipul T2, cu un procent de 21% si
T1 cu doar 4%.

Conform datelor din literaturd, consultate si in prima parte a tezei, haplogrupul T
si subcladele sale a fost implicat intr-un eveniment de domesticire, petrecut in perioada
neoliticului, in Orientul Apropiat (Achilli, 2009).

Tn primele capitole s-a discutat despre dovezile arheologice care atesta faptul ca
bovinele au trecut prin doud mari evenimente de domesticire, respectiv, primul eveniment
care a avut loc in sud-vestul Asiei, dand nastere bovinelor cu descendenta in Bos
primigenius si al doilea din care a evoluat zebu sau Bos indicus (Loftus et. al., 1994; Troy
et. al., 2001).

Analizele ADN-ului mitocondrial la rasele de bovine din Europa au demonstrat
apartenenta majoritatii acestora la haplogrupul T, cu o estimare a timpului de divergenta
de ~ 16 mii ani. Acest haplogrup T, este divizat in doud subclade surori, respectiv T1-T2-
T3 (in care au fost identificati cei 24 indivizi analizati, din rasa Pinzgau) si subcladele T4-
T5 (Mannen et. al., 2004; Bradley et. al., 1996).

Haplogrupurile T si P'QT, identificate la rasa Surd de Stepa au fost implicate in
acelasi proces de domesticire in Cornul Abundentei (Achilli et. al., 2008; Achilli et. al.,
2009).

Divergenta secventelor in cadrul haplogrupului T este extrem de mica (de ~ 8 ori
mai mica decat in cazul studiilor de filogenie ce au la baza analiza ADN-ului mitocondrial
uman) (Torroni et. al., 2006).

Subcladele haplogrupului T sunt structurate din punct de vedere geografic, astfel:
T1 preponderent raspandit in Africa, T3 predominant in Europa si T4 specific raselor din
Asia de Est (Bradley et. al., 1996; Bradley et. al., 2006; Bonfiglio et. al., 2010).

Tn figura 7.14 sunt reprezentate haplogrupurile specifice rasei Sura de Stepa la
care s-au adaugat indivizii analizati din rasa Pinzgau, in functie de apartenenta acestora
n cadrul haplotipurilor derivate din T.
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de divergenta in cadrul rasei Pinzgau
Figure 7.14. Phylogenetic tree obtained from cytochrome b gene analysis and estimation of time
divergence, Pinzgau breed
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In concluzie, analizele secventelor genice ale genomului mitocondrial la rasa
Pinzgau, au demonstrat apartenenta celor 24 indivizi studiati in cadrul macro-
haplogrupului T, cu subcladele sale surori (T3 > T2 > T1). Cu privire la distanta genetica
dintre haplogrupurile T1, T2 Si T3, aceasta variaza intre 1 si 12 situsuri.

Prezenta haplotipurilor derivate din haplogrupul T sugereazd un model de
expansiune demografica a acestor indivizi si totodata, descendenta acestora in Bos taurus
precum si domesticirea in Cornul Abundentei, in perioada neoliticului (Magee et. al.,
2014).

7.2.5. Dinamica ratei de evolutie a markerilor mitocondriali studiati

Modelul optim de substitutie pentru cele doud seturi de date (secventele
nucleotidice aliniate in programul Mega X, ale citocromului b si ale regiunii d-loop) a fost
calculat pe baza software-ului JmodetTest (Darriba et al., 2012).

Tn tabelul 7.10 pot fi consultate rezultatele obtinute cu privire la calculul
modelului optim de substitutie.

Un numar de 24 secvente ale citocromului b pentru indivizii din rasa Pinzgau au
fost analizate prin aliniere in bloc, lungimea totald a unei secvente fiind de 1140 perechi
baze. S-au observat un numar de 23 situsuri variabile, reprezentind un procent de 1,98%,
din care 17 situsuri informative, insumand o valoare procentuald de 1,6%. In cazul
secventelor d-loop, situsurile variabile au fost in numar de 22 (2,44%) iar cele
informative, au fost in numar de 15 (1,61%).

Tabelul 7.10/ Table 7.10
Numarul de situsuri si raportul Tr/Tv pentru secventele genice studiate-rasa Pinzgau
Number of sites and Tr / Tv ratio for the studied gene sequences, Pinzgau breed

Rasa Secventa Nr. situsuri % Nr. % TriTv
informative situsuri
variabile
Pinzgau CytB 17 1,51 23 1,98 0,637
D-loop 15 1,61 22 2,44 5,267

Tn figura 7.15 se observa urmitoarele frecvente pentru bazele azotate: 30,5%
pentru A, 25,4% pentru T, 14,3% pentru G si 29,9% pentru C (secventa citocrom b). in
cazul secventei d-loop, frecventele au urmatoarele valori: 32,6% A, 29,1% T, 13,8% G si
24,5 C. Transversiile de tip A-G si T-C au valori de 4,6481 respectiv 0,5065 (Figura
7.15.a), raportul dintre acestea fiind de 0,637 (Tabelul 7.10.).
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Figura 7.15.a. Ratele de substitutie pentru nucleotide, calculate cu jModelTest pentru un set de 24 secvente
ale genei citocrom b provenite de la indivizi apartinind rasei de bovine Pinzgau
Figure 7.15.a. Substitution rates for each nucleotide, calculated in jModelTest for a set of 24 cytochrome b
gene sequences, Pinzgau cattle breed
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Figura 7.15.b. Ratele de substitutie pentru fiecare nucleotida, calculate in jModelTest pentru un set de 24
secvente ale genei d-loop provenite de la indivizi apartindnd rasei de bovine Pinzgau
Figure 7.15.b. Substitution rates for each nucleotide, calculated in jModelTest for a set of 32 d-loop gene
sequences, Pinzgau cattle breed

In vederea evaluirii relatiilor filogenetice dintre indivizii din rasa Pinzgau, avand
la baza analiza secventelor nucleotidice ale celor doua regiuni mitocondriale studiate, au
fost realizati arbori filogenetici de tip ML/NJ, utilizand programul SeaView, reprezentati
grafic in figurile 7.16 (secvente citocrom b) si 7.17 (secvente d-loop).
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Figura 7.16. Arbore filogentic realizat pe baza analizei secventelor genice ale citocromului b, pentru

indivizii din rasa Pinzgau
Figure 7.16. Phylogenetic tree based on cytochrome b gene sequence analysis for Pinzgau breed
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Figura 7.17. Arbore filogentic realizat pe baza analizei secventelor genice ale d-loop, pentru rasa Pinzgau
Figure 7.17. Phylogenetic tree based on d-loop gene sequence analysis for Pinzgau breed

154



7.2.6. Expansiunea demografica si spatiala a populatiei de bovine din rasa Pinzgau

Conform expansiunii demografice, evidentiata pe baza modelului de calcul

Mismatch distribution se poate observa distributia numarului de diferente ce se regasesc
intre perechile de haplotipuri. Distributia demografica poate fi de forma unimodala
(intalnita in cazul populatiilor de animale care au trecut printr-o expansiune demografica
recentd, fie se poate discuta despre 0 expansiune spatiala asociatd unui grad mare de
migratie) sau de formda multimodald (intdlnitd la populatiile aflate n echilibru

demografic).

Indivizii din rasa Pinzgau au prezentat o distributie de tip multimodal, rezultata

atat din analiza secventelor nucleotidice ale citocromului b cat si a regiunii de control
mitocondrial d-loop (Figura 7.18. a si b).
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Figura 7.18. Expansiunea demografica pentru indivizii din rasa Pinzgau (a. citocrom b; b. d-loop)
Figure 7.18. Demographic expansion for Pinzgau breed (a. cytochrome b; b. d-loop)
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Valorile obtinute arata o distributie asimetrica a datelor, prin urmare rasa Pinzgau,

(reprezentata in aceastd cercetare de cele 24 femele din cadrul S.C.D.C.B., Targu-Mures)
se afla in echilibru demografic. Graficele rezultate prin analiza Mismatch distribution
subliniaza atat diferentele observate (Freq. Obs.) cét si cele asteptate (Freq. Exp.).

Analiza dezechilibrul linkage — LD
Au fost analizate secventele genice ale citocromului b si ale d-loop, pentru

indivizii din rasa Pinzgau, cu scopul de a calcula valoarea LD-Dezechilibrului linkage
pentru cei doi markeri de interes (Figura 7.19 a si b).
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Figura 7.19. a. Distanta intre nucleotide (citocrom b, Pinzgau)
Figure.7.19.a. Nucleotide distance (cytochrome b, Pinzgau)
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Figura 7.19.b. Distanta intre nucleotide (d-loop, Pinzgau)
Figure 7.19.b. Nucleotide distance (d-loop, Pinzgau)

La fel ca si in cazul rasei Suré de Stepa, s-a obtinut o valoare p-statistica, cuprinsa
intre 0.01-0.05, ceea ce inseamna o probabilitate semnificativa ca dezechilibrul linkage sa
fie prezent si in acest caz.

Rezultatele obtinute in urma analizei diversitatii genetice a raselor Sura de Stepa
si Pinzgau sunt considerate a fi un instrument important in elaborarea programelor de
conservare a celor doua rase, aflate la momentul actual intr-un mare pericol de extinctie.
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CAPITOLUL 8
RECOMANDARI DE MANAGEMENT
CHAPTER 8
MANAGEMENT RECOMMENDATIONS

Pastrarea genofondului celor doua rase de bovine, necesita aplicarea unor masuri
suplimentare si alocarea unor resurse financiare considerabile. Pentru a concepe strategii
de conservare adecvate si eficiente, trebuie luate n considerare o serie de cunostinte
exacte despre toti indivizii existenti in cadrul unei populatii. Prin urmare, se recomanda
cercetdri suplimentare, care sa aiba in vedere analiza genomului mitocondrial complet, a
cromozomului Y (partea paternd), a microsatelitilor, analiza ADN-ului extras de la fosile
sau resturi osoase apartinand taurinelor cu descendenta directa in Bos taurus, asigurand
astfel o mai buna ntelegere a structurii genetice reale si a istoriei anterioare a populatiilor
studiate.

Domeniul zootehnic si mai cu seama tehnologia cresterii bovinelor se confrunta
la momentul actual cu o serie de probleme, cum sunt conservarea raselor aflate in risc de
abandon, gestionarea durabild a resurselor genetice si managementul adecvat. Pentru a
asigura o0 zootehnie sustenabild, moderna, programele clasice de ameliorare si selectie
sunt insuficiente, iar pe langa faptul ca sunt costisitoare din punct de vedere temporal si
financiar, sunt caracterizate, in general, de o acuratete limitatd. Limitarile impuse de
aceste tehnici clasice pot fi inldturate prin aplicarea biotehnicilor moderne de reproducere
(fertilizare in vitro si embriotransfer), la care se adauga metodele de screening genetic.

Cercetarile actuale cu privire la rasele de bovine autohtone aflate in pericol de
extinctie, la nivel international, au fost focalizate pe dezvoltarea unor programe eficiente
de management genetic si aplicarea procesului de selectie genomica in cadrul programelor
de conservare dar si pe valorificarea acestor rase, prin elaborarea unor strategii de
marketing, implementate cu succes In promovarea produselor animaliere obtinute de la
rase locale (materii prime - lapte, carne).

Problema pastrarii si conservarii raselor locale este importantd pentru asigurarea
securitatii alimentare a populatiei Romaniei i nu numai, avand in vedere schimbarile
climatice din ultimul timp cat si fenomenele extreme, care ar putea aduce noi provocari
in viitor. Specia bovind este cea mai expusd la aceste schimbari, prin urmare rasele Sura
de Stepa si Pinzgau ar putea constitui o alternativa eficienta la rasele ameliorate, datorita
calitatilor deosebite de rezistenta si adaptabilitate la diferiti factori de stres.

Procesul de selectie geneticd reprezintd un indicator de mare importantd in
domeniul zootehniei, oferind avantaje considerabile. Informatiile genetice faciliteaza
prevalarea unor trasaturi comportamentale, productive si de bundstare a animalelor, fiind
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capabile sa mareasca considerabil rata progresului genetic la bovinele specializate pentru
productia de lapte. Prin urmare, ameliorarea genetica a efectivelor de animale este 0
actiune cu caracter prioritar in strategia de dezvoltare a zootehniei la nivelul Uniunii
Europene (Directiva 2009/157/CE a Consiliului), cat si la nivel national, conform HG nr.
77/2019. Insa, o conditie prealabili pentru dezvoltarea zootehniei si implicit pentru
gestionarea sustenabild a resurselor genetice la rasele de bovine din Roménia este
dezvoltarea infrastructurii si a tehnicilor de fertilizare in vitro, de embriotransfer si de
genetica moleculara aplicata.

La nivel national, se fac primii pasi spre aplicarea acestor tehnici, fiind finantate
proiecte de dezvoltare si implementare a fertilizarii in vitro sau a screeningului genetic.
Din pacate, pana in prezent nu existd informatii privind dezvoltarea/aplicarea coroborata
a ambelor tehnici (fertilizare in vitro si screening genetic) in aceeasi unitate de profil
zootehnic bovin.

In general, desi progresele ficute in domeniu sunt remarcabile, nu sunt insotite
intotdeauna si de posibilitatea implementarii acestora in practica, fie datorita lipsei
cunostintelor necesare, fie lipsei infrastructurii specifice (fiind necesara achizitia de noi
echipamente care sa faciliteze punerea in practica).

Majoritatea tarilor Uniunii Europene ofera sprijin financiar crescatorilor de rase
autohtone pe cale de disparitie prin intermediul schemelor implementate de catre
Programele de Dezvoltare Rurala (P.D.R) si supravegheate de asociatiile locale de
reproducere si de programele nationale de monitorizare a resurselor genetice, avand co-
finantare dintr-un program finantat la nivel national (exp. Austria, Germania, Italia si
Irlanda).

Viitoarele programe de conservare a raselor Sura de Stepa si Pinzgau trebuie sa
aiba in vedere extinderea celor doud nuclee pana la un numar de cel putin 50 de indivizi,
pentru a se evita pierderea genelor specifice din genofond prin fenomenul de drift genetic
si respectiv evitarea pericolului de consangvinizare.

Pentru o estimare cit mai exacta a originii filogenetice este necesara utilizarea
probelor de ADN atat de la rasele de bovine din grupul Podolian Grey, pentru rasa Sura
de Stepa, cat si de la resturile osoase apartinind genului Bos taurus primigenius astfel
incat sa se poatd identifica liniile materne de incrucisare cat si distanta geneticd minima
fata de ancestor (B. t. primigenius).

Estimarea originii filogenetice necesitd estimarea relatiilor filogenetice si a
timpului de divergenta dintre liniile materne utilizand mtDNA, prin constructia arborilor
Bl (Bayesian inference) cu suport topologic ridicat, evaluarea diversitatii genetice inter si
intra-populationale la rasele bovine podolice prin analiza microsatelitilor, pentru
identificarea originii la nivel genomic. De asemenea, este necesara analiza de identificare
a markerilor moleculari asociati parametrilor de productie (lapte, carne), prin estimarea in
silico a numarului potential de situsuri de restrictie si implicit numarul de loci din regiunile
genomice asociate parametrilor de productie, obtinuti prin tehnici RADseq (Restriction

Associated DNA sequencing).
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Un aspect important pentru a asigura un program eficient de conservare Tl
reprezintd conservarea materialului genetic prin criogenarea probelor (tesut si ADN
genomic) si crearea unei baze de date cu probele arhivate, parametrii fenotipici si profilul
genotipic al fiecarui individ, astfel incat sa se asigure propagarea rasei. Analizele
genomice, aplicarea biotehnicilor de reproducere si crearea unei banci de material genetic
vor contribui la conservarea activa a celor doua rase si eliminarea acestora din lista celor
aflate in pericol de extinctie precum si la dezvoltarea orientarilor specifice, sub aspect
economic, genetic si cultural.
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CONCLUZII
CONCLUSIONS

Rezultatele cercetarilor privind cuantificarea variabilitatii genetice a celor doua
rase de bovine Sura de Stepa si Pinzgau din Romania si identificarea relatiilor filogenetice
n cadrul subfamiliei Bovinae au condus la formularea urmatoarelor concluzii:

- cuantificarea spectrofotometrica a ADN-ului total a validat cantitativ si calitativ
etapa de izolare a acidului dezoxiribonucleic facand posibila trecerea la urmatoarele etape
de analiza;

- prin migrarea produsilor PCR 1n gel de agaroza, s-a constatat faptul ca nu au
avut loc amplificari nespecifice si nici nu au avut loc contamindri iar primerii utilizati
pentru amplificare au prezentat un grad ridicat de specificitate pentru cei doi markeri
mitocondriali analizati, citocrom b si d-loop;

- ca urmare a secventierii markerilor mitocondriali citocrom b si d-loop s-a
constatat faptul cd acestia prezintd o relevantd deosebitd in evidentierea diferentelor
genetice si stabilirea filogeniei dintre indivizii unei specii;

- analizele moleculare efectuate privind diversitatea geneticd, expansiunea
demografica si spatiald a celor doud rase de bovine din Romania, demonstreaza
sustenabilitatea spatio-temporald a indivizilor, aspect favorabil procesului de
reintroducere in libertate a acestora;

- cercetarile filogenetice efectuate, au demonstrat cd pentru a cuantifica corect
relatiile filogenetice din cadrul subfamiliei Bovinae si pentru a estima timpul de
divergenta, nu este suficienta folosirea unui arbore cu suport topologic ridicat, acesta
nefiind capabil sa estimeze corect varsta cladelor ci analiza unor markeri mitocondriali
concatenati si analizati individual pentru rasele de bovine incluse in studiu;

- prin investigatiile moleculare efectuate s-a constatat ca gena citocrom b
reprezintd markerul mitocondrial cel mai capabil sd evalueze corect relatiile filogenetice
din cadrul subfamiliei Bovinae.

In cazul rasei Suri de Step, pe baza analizei datelor din pedigree s-a observat ci
dimensiunea populatiei din rasa Surad de Stepa a Inregistrat o faza de crestere accentuata,
cu un maxim de 88 indivizi identificati in 2007, urmand apoi o faza scurtd de scadere a
numarului de exemplare (2007-2009) iar din 2010 este stabild la aproximativ 58 de
indivizi.

Raportul nastere-deces a fost pozitiv, cu o ratd medie a natalititii de 8,3
indivizi/an si o ratd medie a mortalitatii de 6 indivizi/an.

Durata medie de viata a fost de doar 6,4 ani insa intervalul mediu Intre generatii
a fost destul de ridicat, 12,75; aceasta valoare fiind influentata de varsta femelelor, care
variazd intre 0 - 24 ani, in timp ce masculii au o durata de viatd de cel mult 5 ani.
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Coeficientul de consangvinizare a prezentat valori cuprinse in intervalul 0-0,39,
in timp ce nivelul de diversitate geneticd pentru populatia studiatd a fost de 94%.
Contributia genetica a indivizilor cu origini neclare sau cu aspect nespecific al rasei a
scazut treptat n timp, de la ~ 50% in 2002 la mai putin de 3% 1n 2019.

Ca urmare a secventierii genei citocrom b §i a regiunii de control mitocondrial d-
loop s-a constatat faptul ca acestia prezintd o relevantd deosebitd in evidentierea
diferentelor genetice si stabilirea filogeniei dintre indivizii unei specii.

Prin analiza si interpretarea secventelor genice s-au identificat un numar de 4
haplogrupuri, cu diferite frecvente (T1-3%, T2-19%, T3/T4-62% si P'QT-16%), in care
au fost incadrati cei 32 indivizi studiati.

Identificarea haplogrupului P'QT in urma analizei secventelor nucleotidice ale
rasei de bovine Sura de Stepa, indica faptul ca acest haplogrup este de tip ancestral, fiind
specific bourului (Bos taurus primigenius), din care a evoluat aceasta rasa.

In cadrul acestui haplogrup au fost identificati un numir de 5 indivizi,
reprezentand un procent de 16% din totalul exemplarelor analizate, care ar putea fi utilizati
in cadrul selectiei, pentru incrucisari, cu scopul de a conserva rasa in stare pura.

In cazul rasei Pinzgau, ca si in cazul rasei Sura de Stepa, s-a identificat frecventa
haplogrupurilor pentru cei 24 indivizi, atdt pe baza analizei secventelor genice ale
citocromului b cat si a regiunii de control mitocondrial d-loop. De asemenea, s-a calculat
proportia celor patru baze azotate pentru ambele secvente precum si coeficientul de
specificitate pe baza raportului A+T/G+C. S-a urmarit in ansamblu, dinamica ratei de
evolutie a celor doi markeri mitocondriali i expansiunea demograficd a grupului de
indivizi analizati.

Ca urmare a analizei secventelor genice, spre deosebire de rasa Sura de Stepa, in
cazul rasei Pinzgau au fost identificate 3 haplotipuri derivate din macro-haplogrupul T,
avand frecvente diferite (T1, T2 si T3). Cei 24 de indivizi au fost distribuiti in
haplotipurile corespunzatoare, astfel: 18 indivizi apartindnd haplotipului T3 (75%), 5
indivizi identificati in cadrul haplotipului T2 (21%) si un singur individ reprezentant
pentru haplotipul T1 (4%)

Analizele ADN-ului mitocondrial la rasele de bovine din Europa au demonstrat
apartenenta majoritatii acestora la haplogrupul T si subcladele sale, cu o estimare a
timpului de divergenta de ~ 16 mii ani. Acest haplogrup T, este divizat in doud subclade
surori, respectiv T1-T2-T3, in care au fost identificati o mare parte din indivizii apartinand
celor doud rase analizate.

Haplogrupurile T si P'QT, identificate la rasa Sura de Stepa au fost implicate in
acelasi proces de domesticire in Cornul Abundentei.

Rezultatele acestei cercetari, pot contribui la imbunatitirea programului de
conservare a celor doud rase de bovine si a informatiilor actuale cu privire la diversitatea
genetica, reprezentand un instrument valoros pentru eforturile privind conservarea
rezervelor de gene aflate in pericol de extinctie.
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CONCLUSIONS

The results of this research, regarding the quantification of the genetic variability
of two cattle breeds, Grey Steppe and Pinzgau from Romania and the identification of
phylogenetic relations within the subfamily Bovinae led to the formulation of the
following conclusions:

- the spectrophotometric quantification of the total DNA validated quantitatively
and qualitatively the isolation step of deoxyribonucleic acid, making it possible to move
on to the next analysis steps;

- by migrating the agarose gel PCR products, it was found that there were no
nonspecific amplifications and no contaminations and the primers used for amplification
showed a high degree of specificity for the two mitochondrial markers analyzed,
cytochrome b and d-loop;

- as a result of the sequencing of the cytochrome b and d-loop mitochondrial
markers, it was found that they are of particular relevance in highlighting genetic
differences and establishing phylogeny between individuals;

- the molecular analyzes performed regarding the genetic diversity, the
demographic and spatial expansion of the two cattle breeds in Romania, demonstrate the
spatio-temporal sustainability of the individuals, aspect favorable to the process of their
reintroduction in freedom;

- phylogenetic research has shown that in order to correctly quantify the
phylogenetic relationships within the subfamily Bovinae and to estimate the time of
divergence, it is not enough to use a tree with high topological support, which is not able
to correctly estimate clade age but analyze mitochondrial markers concatenated and
analyzed individually for the cattle breeds included in the study;

- through the molecular investigations performed, it was found that the
cytochrome b gene represents the mitochondrial marker most able to correctly evaluate
the phylogenetic relationships within the Bovinae subfamily.

In the case of Grey Steppe breed, based on the analysis of pedigree data, it was
observed that the size of the population registered a phase of accentuated growth, with a
maximum of 88 individuals identified in 2007, followed by a short phase of decrease of
specimens (2007-2009) and since 2010 is stable at about 58 individuals.

The birth-death ratio was positive, with an average birth rate of 8.3
individuals/year and an average mortality rate of 6 individuals/year.

The average life expectancy was only 6.4 years but the average interval between
generations was quite high, 12.75; this value is influenced by the age of females, which
varies between 0 - 24 years, while males have a lifespan of no more than 5 years.
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The inbreeding coefficient showed values in the range 0-0.39, while the level of
genetic diversity for the studied population was 94%. The genetic contribution of
individuals with unclear or nonspecific origins has gradually decreased over time, from ~
50% in 2002 to less than 3% in 20109.

As a result of the sequencing of the cytochrome b gene and the d-loop
mitochondrial control region, it was found that they are of particular relevance in
highlighting genetic differences and establishing phylogeny between individuals of a
species.

By analyzing and interpreting the gene sequences, a number of 4 haplogroups
were identified, with different frequencies (T1-3%, T2-19%, T3/T4-62% and P'QT-16%),
in which they were included the 32 individuals studied.

The identification of the P'QT haplogroup following the analysis of the nucleotide
sequences of the Grey Steppe cattle breed, indicates that this haplogroup is of ancestral
type, being specific to the ox (Bos taurus primigenius), from which this breed evolved.

Within this haplogroup, a number of 5 individuals were identified, representing a
percentage of 16% of the total analyzed specimens, which could be used in the selection,
for crosses, in order to preserve the purebred breed.

In the case of Pinzgau breed, as in the case of Grey Steppe breed, the haplogroup
frequency for the 24 individuals was identified, both based on the analysis of the
cytochrome b gene sequences and the d-loop mitochondrial control region. The proportion
of the four nitrogenous bases for both sequences as well as the specificity coefficient were
also calculated based on the A+T/G+C ratio. Overall, the dynamics of the evolution rate
of the two mitochondrial markers and the demographic expansion of the group of
individuals analyzed were followed.

As a result of the analysis of gene sequences, unlike the Grey Steppe breed, in the
case of the Pinzgau breed, 3 haplotypes derived from the macro-haplogroup T were
identified, having different frequencies (T1, T2 and T3). The 24 individuals were
distributed in the corresponding haplotypes, as follows: 18 individuals belonging to the
T3 haplotype (75%), 5 individuals identified within the T2 haplotype (21%) and one
individual representative for the T1 haplotype (4%).

Mitochondrial DNA analyzes in European cattle breeds have shown that most of
them belong to the T haplogroup and its subclades, with an estimated time of divergence
of ~ 16 thousand years. This haplogroup T, is divided into two sister subclades,
respectively T1-T2-T3, in which a large part of the individuals belonging to the two
analyzed races were identified.

The T and P'QT haplogroups, identified in the Grey Steppe breed, were involved
in the same domestication process.

The results of this research can help to improve the conservation program of the
two cattle breeds and current information on genetic diversity, as a valuable tool for efforts
to conserve endangered gene reserves.
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ELEMENTE DE ORIGINALITATE ALE TEZEI DE DOCTORAT
ORIGINALITY OF THE DOCTORAL THESIS

In contextul fenomenului general de diminuare a diversittii genetice, in special
la bovine, conservarea speciilor amenintate cu disparitia joacd un rol primordial. Avand
in vedere faptul ca rasele de bovine Sura de Stepa si Pinzgau prezinta efective reduse de
indivizi, se impune necesitatea imperativa de caracterizare a genofondului, ca o prima
masurd de implementare a managementului conservativ, sustenabil al raselor.

Disparitia unor populatii de animale poate afecta iremediabil biodiversitatea
resurselor genetice, care este esentiald pentru productia materiilor prime de origine
animala si conservarea diversitatii teritoriului, ca sursa de venit pentru fermieri si totodata
parte importantd a mostenirii naturale si culturale a unei tari.

Prezenta teza de doctorat inglobeaza o serie de contributii stiintifice originale
aduse prin analiza diversitatii genetice si a relatiilor filogenetice a indivizilor din rasele
de bovine Sura de Stepa si Pinzgau, aflate in pericol de extinctie in Romania, contribuind
astfel la inlaturarea unor incertitudini taxonomice din cadrul familiei Bovidae si furnizand
totodata informatii valoroase pentru implementarea unor programe adecvate de
conservare genetica.

Cercetirile efectuate in cadrul acestei teze de doctorat, au constat in analiza a doi
markeri mitocondriali, relevanti in studii de diversitate genetica, filogenie si filogeografie
moleculara, respectiv gena citocrom b si regiunea de control mitocondrial d-loop, pentru
un numar de 32 de indivizi din rasa Surd de Stepd din cadrul S.C.D.C.B., Dancu si 24
indivizi din rasa Pinzgau din cadrul S.C.D.C.B., Targu-Mures. De asemenea, au fost
identificate si corelate procesele evolutive fundamentale, precum fluxul de gene,
expansiunea demografica si spatiala, speciatia si relatiile interspecifice, reprezentand
factori de decizie 1n elaborarea unor recomandari de ordin taxonomic.

Pana la momentul actual nu se cunosc studii cu privire la analiza ADN-ului
mitocondrial care sa asigure o estimare cit mai precisa a originii filogenetice a raselor
Surd de Stepa si Pinzgau din Romania, astfel incat sa se poata identifica liniile materne
de incrucisare cat si distanta genetica minima fata de ancestor (Bos taurus primigenius).

Estimarea originii filogenetice a celor doua rase de bovine s-a concretizat prin
estimarea relatiilor filogenetice si a timpului de divergenta dintre liniile materne utilizand
ADN mitocondrial, prin constructia arborilor BI (Bayesian inference) cu suport topologic
ridicat, evaluarea diversitatii genetice inter si intra-populationala corelata cu background-
ul genetic determinat prin pedigree si structura populatiei.

Gradul de noutate si de complexitate al acestei teze de doctorat este asigurat de
abordarea unor obiective de maximad actualitate in cercetarea nationald si internationala
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din domeniul zootehnic, marind contributia romaneasca la cercetari internationale de varf
siimplicit aplicarea unor masuri active de conservare genetica a celor doud rase de bovine.
Viabilitatea cercetarilor este garantatd de actualitatea tematicii propuse iar
rezultatele obtinute nu rdspund doar necesitdtilor domeniului zootehnic, ci si cerintelor
socio-economice prin puternicul sdu impact educational, de conservare a biodiversitatii.
Originalitatea cercetdrilor releva din complexitatea temei abordate, precum si
din urmatoarele aspecte de importanta stiintifica nationala si internationala:

» analiza ampla a markerilor mitoondriali citocrom b si d-loop la rasele de bovine
Sura de Stepa si Pinzgau din Romania;

» furnizarea unor informatii noi atit pe plan national cat international privind
structura geneticd a celor doua rase locale din tara noastra;

» caracterizarea biologicd ampld a celor doud rase de bovine, Surd de Stepa si
Pinzgau, privind diversitatea genetica, originea si filogenia acestora, pornind de la cele
mai vechi dovezi arheologice pana la cele mai recente studii;

» sublinierea aspectelor importante legate de problematica conservarii populatiilor
de bovine aflate in pericol de extinctie;

» analiza statistici a datelor, bazatd pe utilizarea unor programe complexe de
analiza a secventelor genice, aplicate la nivelul cercetarilor de varf;

» aplicarea metodelor de biologie moleculara in vederea caracterizarii markerilor
mitocondriali care conferd o valoare de mare amploare studiului, furnizind date de reper
pentru studiile ulterioare cu privire la analiza genomului mitocondrial complet la bovine.

Aceasta cercetare aduce un grad inalt de noutate, privind progresul genetic in
conservarea raselor de bovine din tara noastra care s-a facut de-a lungul timpului intr-un
ritm lent; analiza markerilor mitocondriali ludnd o mai mare amploare de scurt timp.
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ANEXA 111

LISTA ABREVIERI

SS — Sura de Stepa/Grey Steppe

P — Pinzgau/Pinzgauer

Cyt B — citocrom b/cytochrome b

d-loop — regiune de control mitocondrial/mitochondrial control region
S.C.D.C.B., Dancu — Statiunea de Cercetare — Dezvoltare pentru Cresterea
Bovinelor, Dancu/ Research and Development Station for Cattle Breeding
Dancu, lasi

S.C.D.C.B., Targu-Mures — Statiunea de Cercetare — Dezvoltare pentru
Cresterea Bovinelor, Targu-Mures/ Research and Development Station for
Cattle Breeding, Targu-Mures

ADN - acid dezoxiribonucleic/deoxyribonucleic acid

ARN — acid ribonucleic/ribonucleic acid

ADNmMt — acid dezoxiribonucleic mitocondrial/mitochondrial deoxyribonucleic
acid

A — baza azotata, adenina/nitrogenous base, adenine

T — baza azotata, timind/nitrogenous base, thymine

C — baza azotata, citozina/nitrogenous base, cytosine

G — baza azotata, guanina/nitrogenous base, guanine

SNP - Single-nucleotide polymorphism (Polimorfisme de nucleotide unice)
EDTA - Acid etilendiaminotetraacetic/Ethylenediaminetetraacetic acid
F.A.O. — Food and Agriculture Organization (Organizatia pentru Alimentatie si
Agricultura

PCR — Polymerase chain reaction (Reactie de polimerizare in lant)

IEF - Isoelectric focusing (Focalizare izoelectricd)

N.C.B.l. - Centrul National pentru Informatii despre Biotehnologie/National

Center for Biotechnology Information
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