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La ora actudl, cainele domestic este cea maspandii specie de canide, cu o
populgie la nivel global de aproximativ 400 milioane dwalivizi, avand cea mai lakg
distribuie geografié dintre toate speciile domestice. Dintre mamifednii domestici sunt
remarcabili datorit multitudinii de varigiuni naturale pe care le prezindin punct de vedere
al caracteristicilor morfologicei comportamentale, chiar dapastrarea raselor de céini se
face dug standarde stabilite, astfel ¢n cadrul fiedrei rase animalele prezintidesea o
morfologie si un comportament uniforngi distinct. Exisé mai mult de 400 de rase la nivel
mondial, iar importaga lor economig este substantial

Una dintre diretile de cercetare la specia cangste reprezentatle ctre studiile de
filogenie si biodiversitate, céainele fiind specia de mamifere cea mai mare variabilitate
fenotipici. In urma acestor studii se analizediversitatea raselor, relde filogenetice dintre
raselesi speciile de canidgi se stabilesc deasemenea haplotipurile conwurdistariele
genetice. In Romania exispatru rase de caini cidbesti (Ciobanescul Carpatin, Cicinescul
de Bucovina, Ciolnescul Mioriticsi Ciobanescul Corb), asupraiora nu s-au efectuat nici
un fel de analize la nivel de ADN p&in momentul de fa.

Scopul acestui studiu este de a aflaitiegle filogenetice din cadrul rasele autohtone
de caini ciobinesti romanati, precumsi cele dintre rasele romagiesi alte rase de caini
asupra érora s-au efectuat anterior cetteta nivel molecular.

ADN-ul mitocondrial repreziait o uneali foarte puternig pentru cercetarea
filogenetia deoarece, spre desoebire de ADN-ul nuclear sertrigém doar pe linie matein
Aceasi caracteristig faciliteazi monitorizarea transmiterii sale pe parcursul lmievolutive
ncepand cu evotia sa timpurie. Un alt avantaj este ADN-ul mitocondrial prezirit un grad
mare de variabilitatgi o raéi mare de mutgée comparativ cu ADN-ul nuclear. Acest tip de
ADN nu sufed insa de recombinare cum se intaimph cazul ADN-ului din nucleul celulei.
Aceste aspecte fac ca ADN-ul mitocondrial fee ideal pentru studiile de filogenig
filogeografie.

Acest articol repreziato parte dintr-un studiu mai amplu realizat asugaailor
ciobanesti la nivel de ADN mitocondrial. Rezultatele comigevor fi publicate intr-o revist
de specialitate Tn momentul terraii cercetirilor.

Obiectivelesi activitatile cercefirii
1.0btinerea si analizarea secvetelor de ADN mitocondrial la cele patru rase de
caini ciobanesti romanesti.




Pentru realizarea acestui obiectiv au fost Tninsprurnitoarele activiii:

» au fost identificate expogie canine interngonale si naionale la care au
participat caini din rasele de ciboiesti roméanati. S-au luat in considerare doar caini
specifici rasei care au Carte de Origine Roin§medigree)si care au primit un
calificativul excelent in urma jurizii din cadrul expoaiei;

» au fost recoltate probe de séange de la cainiaogh apatinand celor patru
raselor rominesti;

» s-arealizat extra@a de ADN mitocondrial din probele sanguine redelta

» s-au secvegiat probe de ADNmt pentru rasele Ciolesc de Bucovina,
Ciobianesc Carpatigi Ciobanesc Mioriticsi Ciobanesc Corb.

2. Stabilirea relatiilor filogenetice ale raselor de caini cioBinesti roméanesti pe baza
secvenelor de ADN mitocondrial
In cadrul acestui obiectiv s-a uirit realizarea de arbori filogenetici carg arate
relaiile filogenetice dintre rasele de caini Cipmlesc de Bucovina, Ciébesc
Carpatin, Ciobnesc Mioritic si Ciobanesc Corb precungi a relgiilor filogenetice
dintre fiecare rasa autohtori alte rase de caini, alaror secvete nucleotidice sunt
disponibile Tn baza de date Genbank.

Pentru realizarea acestui obiectiv s-au derulatitoanele activiii:

» Analiza secvetelor nucleotidice corespuiditpbare indivizilor apaimand raselor
Ciobinesc de de Bucovina, Cigriesc Carpatigi Ciobanesc Mioritic. Acest
tip de analiz const in alinierea secveelor de ADNmt ale indivizilor din
aceste rase cu secvele de ADNmt de la specia cahiexistente in baza de
date Genbank;

> Intocmirea arborilor filogenetici pentru fiecarestale caini ciobnesti in parte,
pe baza rezultatelor phute prin intermediul analizei secwelor de ADNmt;

» Compararea secv@tor de ADNmt okinute de la rasele de céini Ciolesc de
de Bucovina, Ciolnesc Carpatigi Ciobanesc Mioriticsi stabilirea distatelor
filogenetice dintre acestea.

In studiul de f@a s-a procedat la secw@erea unei paiuni de 887 pb din genomul
mitocondrial de la patru rase de caini ciogti romanati: Ciobanesc de Bucovina,
Ciobanesc Carpatin, Cicglmesc Mioriticsi Ciobanesc Corb. Secvemconine un segment al
citocromului b, gena care codificARNt-Thr, gena care codificARNt-Pro si o parte a
regiunii de control (poz. 15,259 péla poz. 16146). S-a secu&t aceast portiune deoarece
prezint cea mai mare variabilitate nucleotigidin cadrul genomului mitocondrial.

Material si metoda

Recoltarea probelor de sange s-a realizat in mdtenatape succesive. Probele de
sange au fost recoltate in cadrul exgidar canine (de club, neonalesi interngionale) de la
indivizi care au fost jurizain cadrul expoziei. Expoziiile la care s-a recoltat sange au avut
loc in localititile: Arad, Bistria, Rgnov, Alba-lulia, Suceava, #®auti si Cluj-Napoca. S-au
recoltat n total 85 probe de sénge de la celaipase de caini cidbesti romanagti. Probele



de sange au fost recoltate in tuburi vidate de‘wgrutainer”, care caim anticoagulant
K,EDTA si pastrate la congelator. Pentrutmierea unor rezultate corecte in urma analizelor
statisticesi a analizelor filogenetice a celor patru popiuleanine este necesgantilizarea unor
esantioane de probe formate doar din indivizi neinfudin acest motiv nu au putut fi
utilizate pentru secveieresi analizi toate probele recoltate, ci doar o parte a aastor

Extragia de ADN din sangele recoltat de la cele patrie rde caini ciofnesti
romaneti s-a realizat prin daumetode: o metadclasia de extrage a ADNsi 0 metod
directi de extragie a ADN din sange pe bazle kit de extrage. S-a extras ADN din toate
probele de sange utilizand ambele metode de eerdéxtragile au avut loc in cadrul
Laboratorului de GeneticAnimald al Faculitii de Zootehnigi Biotehnologii.

in scopul pregtirii probelor de ADN mitocondrial pentru secy@mme s-au realizat
urmatorii pasi:
o Cuantificarea probelor de ADN extrase
o Amplificarea fragmentelor de ADN prin tehnica PCR
o Purificarea probelor
0 Migrarea probelor de ADN in gel de agatgeverificarea acestora la lundrJVv
0 Secverierea probelor de ADN mitocondrial

Rezultate

Cromatogramele rezultate Tn urma seciegin probelor de ADN mitocondrial de la rasele Gdnesc de
Bucovina (CB2), Ciofinesc Carpatin (CC2) Ciobanesc Mioritic (CM2)
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in urma secvejerii probelor de ADN mitocondrial au rezultat uftbarele secvee
nucleotidice:

Secvenya nucleotidica a unui individ din rasa Ciobanesc de Bucovina

TTATATTTCACCATCTTATTGATCCTAATACCAACAGT TAGCGT TATCGAAAACAACCT TCTAAAATGAAGAGTCTTTGTAGTATAATCATTAC
CTTGGTCTTGTAAACCAAAAAT GGAGAGTAACCGCCCT CCCTAAGACT CAAGGAAGAAGCT CTTGCTCCACCATCAGCACCCAAAGCTGAGATT
CTTCTTAAACTATTCCCTGACACCCCTACATTCATATATTGAATCACCCCTACTGTGCTATGI CAGTATCTCCAGGTAAACCCTTCTCCCCTCC
CCTATGTACGTCGTGCATTAATGGT TTGCCCCATGCATATAAGCATGTACATAATATTATATCCTTACATAGGACATATTAACTCAATCTCATA
ATTCACTGATCTATCAACAGTAATCGAATGCATATCACT TAGT CCAATAAGGGCT TAATCACCATGCCTCGAGAAACCATCAACCCTTGCTCGT
AATGTCCCTCTTCTCGCTCCGGGCCCATACTAACGT GGBGGT TACTATCATGAAACTATACCT GGCATCTGGT TCTTACT TCAGGGCCATAACT
TTATTTACTCCAATCCTACTAATTCTCGCAAATGCGACATCTCGATGGACTAATGACTAATCAGCCCATGATCACACATAACTGTGGTGTCATG
CATCTGGTATCTTTTAATTTTTAGGGGEGEGAATCTGCTATCACT CACCTACGACCGCAACGECACTAACTCTAACTTATCTTCTGCTCTCAGSG
AATATGCCCGTCGCGGCCCTAACGCAGT CAAATAACT TGTAGCTGGACT TATTCATTATCATTTATCAACT CACGCATAAAATCAAGG

Secvenya nucleotidica a unui individ din rasa Ciobanesc Carpatin
CGGACAGTCGCTTCATCTTATATTTCACCATCTTATTGATCCTAATACCAACAGT TAGCGT TATCGAAAACAACCT TCTAAAATGAAGAGTCTT
TGTAGTATAATCATTACCTTGGT CTTGTAAACCAAAAAT GGAGGEGTAACCGCCCT CCCTAAGACT CAAGGAAGAAGCTCTTGCTCCACCATCAG
CACCCAAAGCTGAGATTCTTCTTAAACTAT TCCCTGACACCCCTACATTCATATATTGAATCACCCCTACTGTGCTATGT TAGTATCTCCAGGT
AAACCCTTCTCCCCTCCCCTATGTACGT CGTGCAT TAATGGT TTGCCCCATGCATATAAGCATGTACATAATAT TATATCCT TACATAGGACAT
ATTAACTCAATCTCATAGT TCACTGATCTATCAACAGTAATCGAAT GCATATCACT TAGT CCAATAAGGGCT TAATCACCATGCCTCGAGAAAC
CATCAACCCTTGCTCGTAATGTCCCTCTTCTCGCTCCGEECCCATACTAACGT GEGGGT TACTATCATGAAACTATACCTGBCATCTGGTTCTT
ACTTCAGGCCCATAACTTTATTTACTCCAATCCTACTAATTCTCGCAAAT GGGACAT CTCGATGGACTAATGACTAATCAGCCCATGATCACAC
ATAACTGTGGTGTCATGCATCTGGTATCTTTTAATTTTTAGGGEGEGGAAT CTGCTATCACT CACCTACGACCGCAACGGCACTAACTCTAACTT
ATCTTCTGCTCTCAGGGAATATGCCCGT CGCGECCCTAACGCAGT CAAATAACT TGTAGCTGGACT TATTCATTATCATTTATCAACT

Secvenya nucleotidica a unui individ din rasa Ciobanesc Mioritic
TTATCGGACAGTCGCTTCATCTTATATTTCACCATCTTATTGATCCTAATACCAACAGT TAGCGT TATCGAAAACAACCT TCTAAAATGAAGAG
TCTTTGTAGTATAATCATTACCT TGGT CTTGTAAACCAAAAAT GGAGAGT AACCGCCCT CCCTAAGACT CAAGGAAGAAGCT CTTGCTCCACCA
TCAGCACCCAAAGCTGAAATTCTTCTTAAACTATTCCCTGACACCCCCTACATTCATATATTGAATCACCCCTACTGTGCTATGTCAGTATCTC
CAGGTAAACCCTTCTTCCCTCCCCTATGTACGTCGTGCATTAATGGT TTGCCCCATGCATATAAGCATGTACATAATATTATATCCTTACATAG
GACATATCAACTCAATCTCATAATTCATTGATCTGTCAGCAGTAATCAAATGCATATCACTTAGTCCAATAAGGGCTTAATCACCATGCCTCGA
GAAACCATCAACCCTTGCTCGTAATGT CCCTCTTCTCGCTCCGEGECCCATACTAACGT GEBGGEGT TACTATCATGAAACTATACCTGGCATCTGG
TTCTTACCTCAGGGCCATAACTCTATTTACTCCAATCCTACTAATTCTCGCAAAT GGGACAT CTCGATGGACTAATGACTAATCAGCCCATGAT
CACACATAACTGTGGTGTCATGCATTTGGTATCTTTTAATTTTTAGGGGGGGAATCTGCTATCACTCATCTACGACCGCAACGGCACTAACTCT
AACTTATCTTCTGCTCTCAGGGGATATGCCCGT CBCGECCCTAAT GCAGT CAAATAACT TGTAGCTGGACTTATTCATTATCATTTAT

Secvenya nucleotidica a unui individ din rasa Ciobanesc Corb

TCGCTTCAATCTTATATTTCACCATCTTATTGATCCTAATACCAACAGT TAGCGT TATCGAAAACAACCTTCTAAAATGAAGAGTCTTTGTAGT
ATAATCATTACCTTGGTCTTGTAAACCAAAAAT GGAGAGT AACCGCCCT CCCTAAGACT CAAGGAAGAAGCT CTTGCTCCACCAT CAGCACCCA
AAGCTGAGATTCTTCTTAAACTATTCCCTGACACCCCTACATTCATATATTGAATCACCCCTACTGTGCTATGT CAGTATCTCCAGGTAAACCC
TTCTCCCCTCCCCTATGTACGT CGTGCATTAATGGT TTGCCCCATGCATATAAGCATGTACATAATATTATATCCTTACATAGGACATATTAAC
TCAATCTCATAGT TCATTGATCTATCAACAGTAATCGAATGCATATCACT TAGT CCAATAAGGGCT TAATCACCATGCCTCGAGAAACCATCAA
CCCTTGCTCGTAATGTCCCTCTTCTCGCTCCGGGCCCATACTAACGT GBGGGT TACTATCATGAAACTATACCTGGCATCTGGTTCTTACTTCA
GGGCCATAACTTTATTTACTCCAATCCTACTAATTCTCGCAAATGCGACAT CTCGATGGACTAATGACTAATCAGCCCATGATCACACATAACT
GIGGTGTCATGCCATCTGGTATCTTTTAATTTTTAGGGEGECGAATCTGCTATCACT CACCTACGACCGCAACGECACTAACTCTAACTTATCTTC
TGCTCTCAGGGAATATGCCCGT CGCGGCCCTAACGCAGT CAGATAACT TGTAGCTGGACT TATTCATTATCATTTATCAACTCACGCA

Continutul procentual al bazelor azotate coresgtorzcelor patru rase daini ciobanesti

romaneti
Rasa Adenia (%) Guania (%) Timina (%) Citozira (%) AT GC
(%) (%)
Ciobinesc de
Bucovina 28,8 15,5 26,4 29,6 58,5 41,5
Ciobanesc
Carpatin 28,0 15,5 26,5 30,0 58,0 42,0
Ciobinesc
Mioritic 27,9 15,3 26,3 30,4 58,4 41,6
Ciobanesc
Corb 26,6 15,2 29,9 28,8 55,5 445




Pe baza secvelor nucleotidice rezultate in urma sequem probelor de ADNmt de
la cele patru rase de cibiesti s-a putut realiza translatarea seaeede nucleotide in
secvera corespuratoare de aminoacizi. Au rezultat uitbarele secvar aminoacidice:

Secvenma aminoacidici corespunzitoare secvegei de ADNmt a unui individ Ciobianesc de Bucovina
LYFTILLILMPTVSVIENNLLKW*VFVV*SLPWSCKPKMESNRPP*DS*KK LLLHHQHPKL*FFLNYSLTPLHSYIESPLLCYVSIS**TL
LPSPMYVVH*WFAPCM*ACT*YYILT*DMLTQSHNSLIYQQ*SNAYHLVQ* GLNHHAS*NHQPLLVMSLFSLRAHTNVGVTIMKLY
LASGSYF*AMTLFTPILLILANGTSRWTND*SAHDHT*LWCHASGIF*FLG GESAITHLRPQRH*L*LIFCSQGMCPSRP*RSQMTCSW
TYSLSFINSRMKS*

Secvema aminoacidici corespunzitoare secvepei de ADNmt a unui individ Ciobinesc Carpatin
RTVASSYISPSYWS*YQQLALSKTTF*NEESL*YNHYLGLVNQKW*VTALP KTQG*SSCSTISTQSWDSS*TIPWHPYIHMLNHPYCA
MLVSPGKPFSPPLCTSCINGLPHAYKHVHNIMSLH*TY*LNLMVHWSINSNRMHIT*SNKGLITMPRETINPCS*CPSSRSGPMLTWG
LLSWNYTWHLVLTSGP*LYLLQSY*FSQMGHLDGLMTNQPMITHNCGVMHL VSFNF*GGNLLSLTYDRNGTNSNLSSAL*EYARR
GPNAVK*LVAGLIHYHLST

Secvema aminoacidici corespunzitoare secvegei de ADNmt a unui individ Ciobiinesc Mioritic
LSDSRFILYFTILLILMPTVSVIENNLLKW*VFVV*SLPWSCKPKMESNRPP*DS*KKLLLHHQHPKLKFFLNYSLTPPTFMYWITPTV
LCQYLQVNPSSLPYVRRALMVCPMHMSMYMMLYPYMGHINSIS*FIDLSAVIKCMSLSPM*A*SPCLEKPSTLARNVPLLAPGPY*R
GGYYHETMPGIWFLPQGHNSIYSNPTNSRKWDISMD*WLISPWSHMTVVSIVY LLIF*GGICYHSSTTATALTLTYLLLSGDMPVA
ALMQSNNL*LDLFIIIY

Secvema aminoacidici corespunzitoare secvegei de ADNmt a unui individ Ciobinesc Corb
SLQSYISPSYWS*YQQLALSKTTF*NEESL*YNHYLGLYNQKW*VTALPKT QG*SSCSTISTQSWDSS*TIPWHPYIHMLNHPYCAMS
VSPGKPFSPPLCTSCINGLPHAYKHVHNIMSLH*TY*LNLMVHWSINSNRMHIT*SNKGLITMPRETINPCS*CPSSRSGPMLTWGLLS
WNYTWHLVLTSGP*LYLLQSY*FSQMGHLDGLMTNQPMITHNCGVMHLVSFNF*GGNLLSLTYDRNGTNSNLSSAL*EYARRGPN
AV*VAGLIHYHLSTHA
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Concluzii

Din analiza dendrogramelor corespétaare celor patru rase de cholesti romanati
se obser¥ ci fiecare ras prezint afinitati genetice diferite la compararea cu alte rase de
caini.

Ciobanescul de Bucoving Ciobanescul Corb au prezentat cea mai mare apropiere de
rasele sttine de caini luate n studiu. Rlese pot observa as@miri fenotipice intre rasele
Ciobianesc Corlyi Terra Nova, in urma analizei BLAST de aliniersexverelor de ADNmt,

a rezultat & Ciobianescul Corb este mult mai asamtor din punct de vedere genetic cu rase
de caini cu un aspect fizic complet diferit (de rapéu: Pitbull Terrier, Cocker Spaniel, Black
Russian Terrier, etc.).

Ciobanescul de Bucovina a manifestat o apropiere geneta mare fg de Terra
Nova decat Cioinescul Corb. D@ se presupuneacar exista aseamari mai mari ntre
Ciobanescul de Bucovingi Saint Bernard, secverle nucleotidice ale celor déu rase
prezin& un nivel mai mare de diverggincomparativ cu cele dintre Ciatrescul de Bucovina
si Terra Nova.

Secverele de ADN mitocondrial de la rasa Ciolesc Mioritic urmate de cele de la
rasa Ciobnesc Carpatin au prezentat cea mai mare divagrgancleotidié fata de
secevetele analizate. Cialmescul Mioritic este diferit din punct de vederengiic faa de
rasa Bobtail (Old English Sheepdog}afde care preziataseninari fizice notabile.

Desi se presupuneacar exista o legfura intre rasa Cicinesc Carpatirsi rasele
Ciobianesc de Kargli Sarplaninac pe laragaseninarile fenotipice, aceastipotez nu a putut
fi testai deoarece asupra acestor #laase nu s-au realizat ceraetla nivel de ADN
mitocondrial paa in momentul de &.

Desi intre cele patru rase de caini cioksti roméanati existi un schimb de gene
continuu, fapt observat din alinierea secvealor nucleotidice, analizele filogenetice pe baza
secvemierii ADN-ului mitocondrial ne aratca avem de-a face cu patru rase de caini distincte,
care prezirit caracteristici specifice, gieselegia intensi conform standardelor a inceput

doar acum 20-30 de ani.



