UNIVERSITATEA ,,ALEXANDRU IOAN CUZA” DIN IASI
FACULTATEA DE BIOLOGIE
SCOALA DOCTORALA DE BIOLOGIE

Filogenia multilocus a tribului Dorcadionini (Coleoptera,
Cerambycidae): o reevaluare taxonomica si implicatii pentru

biogeografie si diversitatea specifica

REZUMATUL TEZEI DE DOCTORAT

Conducator de doctorat:
Conf. dr. habil. Mircea Dan MITROIU
Student-doctorand:

Florina Georgiana CABA

Iasi

2025



CUPRINS

INTRODUCERE .........oooiiiiii e nee e 4
1. GRUPUL STUDIAT SI ASPECTE PRIVIND TAXONOMIA MOLECULARA ..... 5
1.1. Tribul Dorcadionini ............cocoooiiiiiiiiii 5

Istoria taxonomiei si sistematicii tribului Dorcadioning .........cceoviiiiiiiiiiiiiicii e 5

1.2.1. DNA barcoding — coduri de bare ADN .............ccocoiiiiiiiiii 5

1.2.2. Delimitarea speciilor pe baza unui singur 1ocus ... 6

1.3. Hibridizarea ca antagonist si promotor al speciatiei ...................cccooniininininns 6

1.4. Studii de filogenie moleculari in subfamilia Lamiinae si tribul Dorcadionini.......... 6

1.5. Markeri moleculari utilizati si justificarea acestora.....................cccoo s 7

2. MATERIALE SIMETODE ..ot 8
Esantionarea §i SpeCcimenele analiZate...........cuoieiiiririiiiiie ettt bbbt 8

EXIractia ADN-UIUL.....coiiiiiiiiiiee et b bbbt b e bt e b e nre e 8
Amplificarea markerilor prin PCR ... 8

Purificarea produsilor de PCR ..ot 9

Secventierea si verificarea SECVENLEIOr .........coiiiiiiiiiiiii 9

Analizele filogenetice si reconstructia retelelor de haplotipuri ........cccvvveieiiiiiiiiiiie e 9

Calibrarea ceasului molecular pentru obtinerea arborelui Utrametric...........cooveeveivrvniinininineieeesese e 10

Delimitarea speciilor pe baza unui singur locus (COI, fragmentul standard pentru DNA-barcoding).......... 10

3. REZULTATE SIDISCUTII ..o 11

3.1. Obtinerea si analiza codurilor de bare ADN la speciile de Dorcadionini din Roménia

si din tarile INVECINALE .............coooiiiiii 11
3. REZUIALE ... 1
ATNIAMENTELE. ...ttt r R ettt e bR s e r e e et e bt r e e e enn 11
ANALIZA FIOZENMETICA ... ettt bbb b e s e bt e b e ke s bt e e b e e e b e e s are s 12
Partajarea de haplotiPULT ........coiiveieiiiiiee et 13
Divergenta $1,,barCOING AP .. .cviiieiiiieeieii ettt bbb e re s 13
Abordari pentru delimitarea SPECIILOT ........ivvirviiiiiiiiiise e 14
32  DESCURIL. ...ttt 15
Reconstructia filogenetica utilizdnd un singur locus (gena mitocondriald COI)...........ccocoevericieieiciniininnnennns 15
Hibridizarea si partajarea haplotipUurilor .........cccooviiiiiiniiiicreee e 16
Problema valorilor mici ale distantelor INterSPECITICE .........ueiiverieiiiiieie e 16



Diferentierea genetica a SUDSPECIIIOT .......uiiviiriiiiiiiiie st 17

Analiza detaliata a cazurilor de discordantd mitocondriala-morfologica ..o 18
Dorcadion aethiops $1 D. fUIVUIM..............cccooiiiiiiiiiiiiiiiii s 18
Dorcadion axillare, D. murrayi $1. D. PUSIITUR ..............c..ccoiiiiiiiiiiieiii e 18
DOrcadion dECIPIENS ...........cccciiviiiiiiiiiiii s 21
DOFCATION @QUESITE ...ttt ettt a e se et e renreane 22
Dorcadion lugubre $1 D. liR@AIOCOIe..............c.cccooiiiiiiiiiiiiiiiiii s 23
3210 ReZUIALE ... 23
Aliniamentele §i retelele de NAPLOtIPULT ......ocveveiiiiiiiieier e 23
ANALIZa fIIOZENELICA .......eiviiviieieee et sttt ne et 24
DISTANTE GENELICE. .. uiiiviiiiiiiiiiii s 25
3220 DESCULIL. ... 25
TaXOMIT PATEIIEALL ....veveeieieie ettt b e r e et b bt r e et 25
Date genetice ale NIDTIAUITL .......eiviiiiiiiicce bbb e e 26
Taxonomia lui Dorcadion Iugubre IUGUDBTe ................c.ccooviiiiiiiiiiiii e 26
Evolutia reticulatd In tribul DOrcadionini.........ccoieiriiiiiiieiieiieie e 27

3.3. Reconstructia filogeniei tribului Dorcadionini utilizind mai multi loci mitocondriali

I 111 T U ) o RO P P PTRRURRTPPRN 28
331 REZUILALE ...ttt e bt e et et e e e nnre e 28
Aliniamente utilizate pentru testarea monofiliei triburilor Dorcadionini, Lamiini i Monochamini............. 28

Aliniamente utilizate pentru analiza relatiilor filogenetice in interiorul tribului Dorcadionini ..................... 29

Gradul de exhaustivitate a setului de date...........cccoviiiiiiiiiiii 30

Analiza filogenetica individuala a markerilor MOleCUlar ..........ccveiviiiirinciecc e 31

Testarea monofiliei triburilor Dorcadionini, Lamiini $1 Monochamini ..........cccoccverveviveineesiieennesneeseesnenens 33

Filogenia tribului Dorcadionini: mitocondrial VS NUCIEAT ............coviiiiriiiiiiiiiccncei e 34

Filogenia tribului Dorcadionini: date CONCALENALE ...........cervervireeiiriiiire e e 36

33020 DESCULIL. ...t 37

Triburile Dorcadionini, Lamiini $i Monochamini nu sunt monofiletiCe.........covvriiieiiniiiniiniinesienese s 37

Filogenia tribului Dorcadionini: genomul mitocondrial si nuclear sunt concordante............cccevvevereriernens 39

Clasificarea generica si subgenerica a tribului Dorcadionini pe baza filogeniei multilocus............cc.ccoennee. 40
CONCLUZIL ...ttt ettt e e bt e e bb e e e bb e e esbb e e e be e e ebeeeaneeas 42
BIBLIOGRAFIE ........oooiiiiiiii et 45



INTRODUCERE

Ordinul Coleoptera din care face parte si familia Cerambycidae este unul dintre cele
mai diverse grupuri taxonomice avand peste 390000 de specii descrise, insa numarul real
este foarte greu de estimat (Bouchard et al. 2017). Familia Cerambycidae este una din cele
mai mari familii din ordin — estimarile fiind intre 4000 si 5000 de genuri (Wang, 2017).
Cerambicidele sunt separate in 9 subfamilii, iar ~90% din specii sunt clasificate in
subfamiliile Lamiinae si Cerambycinae (Rossa & Goczal, 2021).

Majoritatea taxonilor din familia Cerambycidae sunt concentrati in doud subfamilii:
Lamiinae cu peste 20000 de specii si Cerambycinae cu peste 11000 de specii, cele doud
subfamilii acoperind peste 90,5% din diversitatea familiei. Cele mai bogate in specii sunt 5
genuri din subfamilia Lamiinae: Pterolophia Newman; Glenea Newman; Sybra Pascoe;
Dorcadion Dalman si Exocentrus Dejean (Rossa & Goczat, 2021).

Tribul Dorcadionini este un grup hiperdivers, reprezentand aproape 40% din
cerambicidele din Europa (Sama, Dascédlu & Pessarini, 2010), iar In Romania membrii
grupului sunt bioindicatori pentru habitate de stepe ponto-sarmatice nealterate antropic,
acesta fiind la nivelul Uniunii Europene un habitat prioritar, ce se intalneste aproape exclusiv
in Romania (Kirschner et al., 2020; Tordk et al., 2016), de aceea studierea acestor insecte
este importanta.

Filogenia acestui grup este putin studiatd — principalele aspecte abordate fiind de
caracterizare atat din punct de vedere morfologic cat si genetic a grupurilor superioare
tribului Dorcadionini, fara detalii in interiorul sau (de Santana Souza et al., 2020; Farrell,
1998; Giannoulis et al., 2020; Hendrich et al., 2015; Soydabas-Ayoub & Uckan, 2024). O
altd problema ce necesita atentie este existenta unor incertitudini in privinta monofiliei
grupului (tribul Dorcadionini ar putea fi o grupare artificiald, bazata pe morfologie
convergenta datorata ecologiei similare si pierderii capacitatii de zbor).

Teza are ca scop principal reconstructia filogeniei tribului Dorcadionini, pentru a
avea o intelegere cat mai completd asupra relatiilor interspecifice si evolutiei grupului.
Aceasta ne poate arata daca istoria evolutiva se reflecta sau nu in clasificarea actuala care
are o istorie destul de sinuoasa. Clasificarea taxonilor inferiori tribului a suferit foarte multe
modificari bazate predomimnant pe similaritate morfologica, dar fard analize filogenetice

(bazate fie pe morfologie, fie pe ADN).



1. GRUPUL STUDIAT SI ASPECTE PRIVIND TAXONOMIA

MOLECULARA

1.1. Tribul Dorcadionini

Grupul luat in studiu face parte din subfamilia Lamiinae din familia Cerambycidae a
ordinului Coleoptera; Lamiinele reprezintd diviziunea cea mai bogata in specii in cadrul
familiei Cerambycidae, cu peste 21000 de specii cunoscute (Giannoulis ef al., 2020) diverse
atat morfologic cat si coloristic. Dorcadionini este un trib care cuprinde aproximativ 915 de
taxoni (specii si subspecii) (Danilevsky & Lazarev, 2025) si este larg raspandit in sudul
regiunii Palearctice, Incepand cu Peninsula Iberica (genul /berodorcadion Breuning) pana in
Peninsula Koreana (genul Eodorcadion Breuning). Reprezentantii grupului sunt adaptati la
habitate deschise precum golurile din zona alpind, zonele de stepa si silvostepa. Adultii se
hranesc cu frunze de graminee (Poaceae), iar larvele traiesc in sol si manancd radacini de

graminee. Sunt specii de dimensiuni relativ mici, incepand de la 8 mm péna la 31 mm.

Istoria taxonomiei si sistematicii tribului Dorcadionini

In prezent, taxonomia tribului Dorcadionini este stabildi nemaifiind propuse
modificari majore din 2005 si 2007 cand in doud lucrari consecutive, Danilevsky, Kasatkin
& Rubenyan (2005) si Danilevsky & Kasatkin (2007), pe baza structurii endofalusului la
aproximativ 130 de taxoni descriu subgenuri noi, propun sinonimii, introduc un nou gen in
trib si fac modificari de rang taxonomic. Tribul Dorcadionini actualmente include 6 genuri

si 12 subgenuri dupa Danilevsky & Lazarev (2025).
1.2.1. DNA barcoding — coduri de bare ADN

Premisa de baza a DNA barcoding-ului este ca putem diferentia speciile dupd o
secventa de ADN scurtd, deoarece variatia geneticd interspecificd este mai mare decat
variatia geneticd intraspecifica (Hebert et al., 2003), iar pentru analizarea datelor, se
utilizeazd metode de grupare (clustering) si evaluarea distantelor intra- si interspecifice
(Hajibabaei et al., 2007). Diferenta dintre cea mai mica distantd interspecificd si cea mai
mare distanta intraspecificd se numeste “barcoding gap” si se situeaza, de obicei, in jurul
valorii de 2-3% (Hebert, Ratnasingham & De Waard, 2003). Lipsa acestei diferente poate fi
cauzata de mai multe fenomene: prezenta hibridizarii si a introgresiei in lotul analizat — fiind
nevoie de analize suplimentare (Hebert et al, 2003), prezenta speciilor criptice, specii

incipiente, erori de identificare a specimenelor sau lipsa unei baze de date exhaustive.



1.2.2. Delimitarea speciilor pe baza unui singur locus

Metodele de delimitare a speciilor utilizind o singurd gena pot fi Tmpartite in trei
categorii mari (Flot, 2015) in functie de criteriul pe care il utilizeaza pentru a identifica
speciile: metode care se bazeaza pe distante interspecifice - ABGD (Automatic Barcode Gap
Discovery, Puillandre et al., 2012) si ASAP (Assemble Species by Automatic Partitioning,
Puillandre, Brouillet & Achaz, 2021); metode care se bazeaza pe existenta alelelor comune
— retelele de haplotipuri (haplowebs, Flot, Couloux & Tillier, 2010) si metode bazate pe
arbori filogenetici — GMYC (generalized mixed Yule-coalescent, Pons et al., 2006 si
Fontaneto et al., 2007) si PTP (Poisson tree processes, Zhang et al., 2013) (Dellicour & Flot,
2018).

1.3. Hibridizarea ca antagonist si promotor al speciatiei

In sens larg, hibridizarea naturald este reproducerea dintre indivizi ce provin din
populatii distincte din punct de vedere genetic, rezultdnd o singurd generatie sau mai multe
generatii de hibrizi. Din punct de vedere taxonomic, aceste populatii pot apartine la specii
diferite (hibridizare interspecifica) sau pot fi din aceeasi specie (hibridizare intraspecificd)
daca aceste populatii sunt descrise si denumite ca subspecii (Chan, Hoffmann & van Oppen,
2019). In cele mai recente studii despre hibridizare in Coleoptera, s-au observat cazuri de
introgresie, detectate pe baza discordantei dintre fenotip si markerii genetici (mitocondriali
si/sau nucleari). In cadrul tribului Dorcadionini, au fost raportati cativa indivizi hibrizi
descrisi pe bazd de caractere morfologice. Pentru acest trib, se pare ca hibridizarea este

posibila si intre specii mai indepartate filogenetic.
1.4. Studii de filogenie moleculara in subfamilia Lamiinae si tribul

Dorcadionini

Primul studiu ce analizeaza filogenia subfamiliei Lamiinae din punct de vedere
molecular cu o abordare multilocus este publicat de catre de Santana-Souza et al. (2020).
Ulterior, Ashman ef al. (2022) publica prima analiza filogenetica a lamiinelor din Australia
s1 Asia. Mai apoi, Soydabas-Ayoub & Ugkan (2024) publica o analiza filogenetica multilocus
a lamiinelor din estul bazinului marii Marmara, Turcia. Monofilia subfamiliei Lamiinae si a
triburilor din acest grup este analizata de citre Li er al. (2024) utilizdnd 158 genoame
mitocondriale de la 11 subfamilii de cerambicidae. Cel mai recent, Song et al. (2025) publica
o analiza bazata pe date filogenomice, unde au inclus Lamiinae din 12 triburi. Acest articol
precum cele din urma, confirma rezultatele lui de Santana-Souza ef al. (2020) si sugereaza

sinonimizarea tribului Monochamini cu tribul Lamiini.



1.5. Markeri moleculari utilizati si justificarea acestora

Pentru a avea o imagine cat mai clara si detaliatd a evolutiei acestui grup, am utilizat
pentru reconstructia filogeneticd markeri moleculari cu evolutie rapida pentru a delimita
specii recente si pentru a surprinde evenimente relativ noi din punct de vedere evolutiv, dar
st markeri cu evolutie lentd pentru a reconstrui evenimente filogenetice vechi si pentru a
verifica relatiile dintre taxonii supraspecifici (subgenuri si genuri). Fragmentele de gene
mitocondriale (COI si Cytb) si Spatiatorul Intern Transcris 2 (/7S52) ce este un fragment de
ADN ribosomal noncodant sunt markeri moleculari cu evolutie rapida, iar markerii nucleari
in copie unicd — din cauza faptului cd sunt fragmente de gene codificatoare — Wingless,
Histona 3 si Elongation Factor 1o sunt markeri moleculari cu evolutie lenta, de asemenea si

fragmentele de gene ribosomale /85 si 28S au tot o evolutie lenta.



2. MATERIALE SI METODE

Esantionarea si specimenele analizate

Materialul utilizat in acest studiu a fost adunat incepand din 2007, majoritar de catre
cercetator dr. M.-M. Dascalu dar si alti colaboratori, din Ucraina, Ungaria, Republica
Moldova, Bulgaria, Grecia, Cehia, Azerbaidjan, China, Kazahstan, Iran, Georgia, Armenia,
Turcia, Rusia si Croatia. Lista completa cu cele 263 specimene este prezentata in Tabelul 2.1
din teza, iar 17 dintre aceste specimene au fost eliminate din analiza deoarece nu au putut fi

amplificate si analizate.

Extractia ADN-ului

Atunci cand s-a lucrat cu tesut muscular si gonade ce au fost pastrate in etanol 96%
ADN-ul a fost extras utilizand rasina chelatoare Chelex® 100 (Bio-Rad Laboratories) dupa
metoda descrisd in Fusu & Ribes (2017). ADN-ul a fost extras si din specimenele uscate
dintr-un picior disecat de la specimen cu tot cu coxa, utilizand o metoda nedistructiva bazata
pe protocolul kit-ului de la Qiagen — DNeasy Blood & Tissue dupa descrierea din Cruaud et

al. (2019). Piciorul utilizat este apoi lipit inapoi pe specimenul voucher corespunzator.

Amplificarea markerilor prin PCR

Probele au fost amplificate utilizand reactii standard de 25 pl cu perechile de primeri
din Tabelul 2.2 din teza. In functie de calitatea tesutului unele probe au fost amplificate din
nou cu o cantitate diferitd de solutie de ADN (intre 1 s1 6 pl), sau am adaugat in reactie 6,25
ul per proba de trehaloza 25% pentru imbunatatirea reactiei, iar pentru unele probe ce aveau
ADN-ul degradat am utilizat LongAmp ® Taq 2x Master Mix de la NEB pentru a asigura o
reactie mai eficientd. Am realizat si reactii de amplificare de tip semi-nested PCR pentru a
obtine ampliconi scurti de 28S si COI. De asemenea, am realizat si reactii de amplificare de
tip nested pentru a obtine secvente mai scurte de /752, utilizand doi primeri originali pentru
o serie de probe. In urma reactiilor de amplificare, au fost efectuate electroforeze de
verificare, unde am observat ca, pentru o parte dintre probe s-au amplificat si pseudogene
care dupd migrarea in gel de agaroza 1% apar ca benzi duble. Pentru aceste probe am efectuat
extractia ampliconilor din gel cu ajutorul unui kit de extractie din gel de agaroza
(Zymoclean™ Gel DNA Recovery Kit de la Zymo Research). Dupa utilizarea kitului am
reamplificat probele utilizand o reactie PCR standard, 8 pl din apliconii purificati din gel ca
matritd de asemenea, am scdzut si numarul de cicluri ale reactiei de amplificare de la 40 la

15 sau 20 de cicluri.



Purificarea produsilor de PCR

Inainte de secventiere, ampliconii trebuie sa fie purificati, pentru asta, am folosit un
protocol de purificare ce utilizeaza PEG (polietilenglicol) optimizat dupa Paithankar &
Prasad (1991). Pentru a mari eficienta protocolului am adaugat 1 pl de LPA (poliacrilamida
liniara, 5 pg/ul) pentru probele mai slabe, pentru a méri masa ampliconilor care astfel vor

precipita mai usor.
Secventierea si verificarea secventelor

Secventierea (Sanger) a fost efectuatd la laboratoarele Macrogen FEurope
(Amsterdam, Olanda). Fluorogramele secventelor au fost corectate cu programele PreGap si
Gap din pachetul Staden (Bonfield, Smith & Staden, 1995), iar secventele de /752 ce au
prezentat pozitii cu varfuri duble in fluorograme, caracteristice indelurilor heterozigote au
fost corectate si reconstruite manual, prin comparatie cu alte secvente homozigote si
utilizand Indelligent v.1.2 (Dmitriev & Rakitov, 2008) pentru pozitiile ambigue. Alinierea
seturilor de secvente a fost efectuatd cu algoritmul Clustal W integrat in MEGA v.7 si MEGA
X (Kumar et al., 2018) si cu MAFFT v.7 (Katoh & Standley, 2013) pentru secventele de
ITS2 din cauza prezentei indelurilor caracteristice acestui marker. In cazul /752 a urmat si o
verificare manuala a aliniamentului.

Pentru setul de secvente de COI am calculat distantele intra- si inter- specifice cu
MEGA utilizand atat modelul Kimura cu 2 parametrii (K2P distances) cét si distanta-p (p-
distances) dupa recomandarile autorilor Srivathsan & Meier (2012).

Codurile secventelor si aliniamentele au fost verificate mai intai cu SequenceMatrix
(Vaidya, Lohman & Meier, 2011) si apoi am asamblat matrici de nuclotide concatenate

utilizdnd Mesquite v.3.70 (Maddison & Maddison, 2021).

Analizele filogenetice si reconstructia retelelor de haplotipuri

Pentru setul de date COI, anterior analizelor filogenetice gradul de saturatie al
substitutiilor a fost determinat cu programul DAMBE v.7 (Xia, 2018). Anterior analizelor
filogenetice aliniamentul a fost delimitat dupa pozitia codonilor iar cel mai potrivit model
de substitutie si cea mai bund varianta de partitionare au fost identificate folosind Partition
Finder 2 (Lanfear ef al., 2016)

Analizele filogenetice Maximum Likelihood au fost efectuate utilizand programele
RAXML-NG v.0.9.0 (Kozlov et al., 2019) si IQTree (Minh et al., 2020). Suportul pentru
noduri a fost estimat pe bazd de pseudo-replicari bootstrap (BP) cu un criteriu automat de

bootstop. Pentru analiza BI am utilizat BEAST v.1.10.4 (Suchard et al., 2018) si MrBayes



v.3.2.6 (Ronquist & Huelsenbeck, 2003). Convergenta parametrilor u fost evaluata cu Tracer
v.1.7.1 (Rambaut et al., 2018). Arborii filogenetici rezultati au fost importati in FigTree
v.1.4.4 (A. Rambaut, http://tree.bio.ed. ac.uk/software/figtree/) si TreeViewer (Bianchini &
Sanchez-Baracaldo, 2024) apoi editati cu Adobe Illustrator, Inkscape si Adobe Photoshop.
Am reconstruit retelele de haplotipuri pentru markerii moleculari cu PopART v.1.7
(Leigh & Bryant, 2015) utilizand metoda de parcimonie statistici maxima (metoda TCS)
(Clement, Posada & Crandall, 2000). Cand au existat indeluri informative intr-un aliniament
ITS?2 au fost codate drept caractere aditionale (prezent, absent sau necunoscut) in FastGap
v.1.2 (Borchsenius, 2009) utilizand sistemul de codificare propus de Simmons & Ochoterena

(2000).
Calibrarea ceasului molecular pentru obtinerea arborelui ultrametric

Estimarea perioadei in care a avut loc diversificarea tribului Dorcadionini, a fost
efectuata utilizind BEAST v.1.10.4. Modelul folosit pentru a determina modului de
ramificare a fost modelul Yule si un model coalescent cu marimea populatiei constanta
aplicat setului complet de date.

Valoarea prealabila (eng. prior) a mediei ucld (ucld.mean) a distributiei logaritmice
normale a fost setatd in timp real la 0.011 situsuri substituite la un milion de ani per linie de
descendentd, cu o deviatie standard de 0.003, pentru a obtine o distributie cu un interval de
confidenta 95% de 0.006-0.018. Mediana distributiei este foarte apropiata de valoarea ratei
de divergenta raportata de Brower (1994) de 2,3% la un milion de ani (adica 0,0115 situsuri
sustituite per linie de descendentd). Aceasta abordare a fost utilizatd de Marshall ef a/. (2016)
pentru a calibra ceasul molecular pentru cicade deoarece nu existau estimari publicate ale

ceasului molecular pentru acestea.

Delimitarea speciilor pe baza unui singur locus (COI, fragmentul standard pentru
DNA-barcoding)

Am utilizat doua metode de delimitare a speciilor pe baza unui singur locus, mai
exact, General Mixed Yule Coalescent (GMYC) (Fontaneto et al., 2007) si Poisson Tree
Processes (PTP) (Zhang et al., 2013). Pentru GMYC, am folosit implementarea din R
(Ezard, Fujisawa & Barraclough, 2014) pe arborele ultrametric obtinut in BEAST utilizdnd
modelul coalescent cu dimensiunea populatiei constante pentru tot setul de date. Pentru PTP,
am folosit serverele oferite de catre autori (disponibile la https://species.h-its.org/ si
https://mptp.hits.org/#/ ) pe arborele obtinut cu RAXML-NG (PTP nu are nevoie de un arbore

ultrametric).
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3. REZULTATE SI DISCUTII

3.1. Obtinerea si analiza codurilor de bare ADN la speciile de
Dorcadionini din Roménia si din tirile invecinate
Datele prezentate in acest capitol au fost publicate in Dascalu, Caba & Fusu (2022).

La acea data aproape nici o specie a tribului Dorcadionini nu avea codul de bare ADN
publicat si disponibil public, cu exceptia speciei lberodorcadion fuliginator (Linnaeus).
Aceasta a fost secventiata in timpul proiectelor BFB si GBOL (Hendrich et al., 2015; Rulik
etal., 2017).

Mai multe specii sunt reprezentate de mai mult de o singurad subspecie, permitand
verificarea utilitagii DNA barcoding la un nivel subspecific. Fiind incapabile de zbor aceste
specii au capacitati scdzute de dispersie (Baur et al., 2005; 2020) si prin urmare, sunt
predispuse la a prezenta o structurd filogeografica, ceea ce ar putea fi o problema pentru
tehnicile de delimitare moleculara (Moritz & Cicero, 2004; Mutanen et al., 2012; Sukumaran
& Knowles, 2017). In concluzie, Dorcadionini sunt un bun model pentru testarea succesului

codurilor de bare ADN si delimitarea speciilor pe baze moleculare.

3.1.1. Rezultate

Aliniamentele

Pentru analiza eficientei codurilor de bare ADN (DNA-barcoding) am obtinut 152 de
secvente de la 24 de specii de Dorcadionini. Pentru 6 specii politipice, am obtinut coduri de
bare ADN de la 2 sau 3 subspecii diferite (Tabel 2.1 din teza), prin urmare, setul nostru de
date acopera 33 de taxoni ai caror coduri de bare ADN au fost generate pentru prima data si
doua secvente care au fost minate din GenBank. Secventele obtinute, mai putin 4 dintre ele,
au lungimea completa de 658 de pb (secventele incomplete au intre 629 si 654 pb).
Aliniamentul are 249 de situsuri variabile si 229 de situsuri informative pentru parcimonie.
Analiza saturatiei substitutiilor a aratat o valoare mica a saturatiei (p<0,00001 pentru 32 de
taxoni atat pentru arbori simetrici cat si asimetrici).

Pentru 28S (care a fost secventiat selectiv, acolo unde s-a observat discordanta
mitocondriala-morfologica), aliniamentul este format din 29 de secvente, cu o lungime care
variaza de la 783 pb péana la 842 pb si cu un indel de 1 sau 2 nucleotide la speciile folosite
ca outgroup. Exista 20 de situsuri variabile si 8 situsuri informative pentru parcimonie.
Pentru I7S2 (de asemenea secventiat selectiv), aliniamentul are 31 de secvente cu o lungime

de 636 pb cu indelurile incluse, iar secventele variaza de la 507 pb la 523 pb. Acest

11



aliniament contine 3 specimene heterozigote reprezentate de 2 haplotipuri fiecare, avand
astfel mai multe secvente decat cel pentru 28S. Acest set de date este mult mai informativ
decat cel ce contine secventele pentru 288, cu 112 situsuri variabile si 78 informative pentru

parcimonie.

Analiza filogenetica

Ambii arbori filogenetici, atat BI cat si ML, bazati pe COI au topologii similare, cu
cateva exceptii notabile (Figurile 3.1., si 3.2. din tezi). In arborele BI, D. decipiens (Germar)
este specie sora pentru cladul ce contine D. pusillum Kiister nominotipic in timp ce in
arborele ML, D. decipiens se afla in interiorul acestui clad. Cladul sord pentru cladul D.
decipiens + D. murrayi + D. pusillum este cel cu D. axillare axillare Kiister in arborele ML,
iar in arborele BI este cel cu D. scopolii (Herbst). Pozitia speciei D. tuleskovi Heyrovsky
variaza foarte mult in cei doi arbori.

Majoritatea speciilor sunt monofiletice, cu citeva exceptii. In arborele BI, toate
secventele de D. pusillum pusillum Kiister sunt 1n acelasi clad (cu toate ca acesta include si
o secventd de D. pusillum ochrolineatum Dascalu si 3 de Dorcadion axillare moldavicum
Dascdlu & Fusu), iar D. pusillum vasiliscus Dascalu si celelalte secvente de D. pusillum
ochrolineatum sunt incluse intr-un clad cu D. murrayi Kiister. In arborele ML, D. pusillum
pusillum nu este monofiletic, specimenele din Ucraina (Od14 si Od09) fiind reprezentate ca
o linie bazala distincta si specia este parafiletica in relatie cu D. murrayi si D. decipiens.

Dorcadion axillare axillare este monofiletic in ambii arbori, cu toate ca D. axillare
moldavicum este polifiletic fiind inclus in D. murrayi si D. pusillum pusillum. Un specimen,
care a fost identificat initial ca D. lineatocolle Kraatz si mai apoi ca D. lugubre Kraatz
(linPro1001), este grupat cu D. lineatocolle in loc de D. lugubre lugubre.

Ambii arbori au 3 claduri cu suport statistic ridicat (notate cu 1, 2 si 3 in Fig. 3.1. si
3.2. din teza) chiar dacd relatiile dintre speciile din aceste claduri variaza in cele doua
variante de arbori (ML si1 BI). Primul clad are o probabilitate posterioara egald cu 1 si un
suport bootstrap de 95%, al doilea clad are de asemenea o probabilitate posterioara egala cu
1 si cu un suport bootstrap de 100%, iar al treilea clad are o probabilitate posterioara de 0,97
dar un suport bootstrap de 50%.

In arborele filogenetic construit cu secvente de 285 este prezent doar al doilea grup
(Fig. 3.1. din tezi) insd aliniamentul are putine situsuri variabile. In arborele nuclear
concatenat (Fig. 3.1. din teza) sunt reprezentate ambele grupuri cu suport statistic ridicat

macar pe unul dintre arbori. Nici o specie din al treilea grup nu a fost secventiatd pentru
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markeri nucleari, deoarece acestea nu au fost implicate in cazuri de discordantd
mitocondriala-morfologicd. Similar cu cazul arborilor COI, membrii subgenului
Carinatodorcadion sunt asezati 1n interiorul subgenului Cribridorcadion cu suport bootstrap
de 99% si o probabilitate posterioard de 1, insa speciile care erau reprezentate ca polifiletice
sau parafiletice in arborele COI, in arborele nuclear concatenat sunt monofiletice (Fig. 3.1.
din tezd). O exceptie o reprezintd specia D. etruscum (Rossi) [sensu Pesarini & Sabbadini
(2007)], care este distincta in arborele COI dar apare conspecific cu D. lugubre in arborii
nucleari. In plus, specimenul de D. lugubre - linProl1001 ce este reprezentat in acelasi clad
cu D. lineatocolle in arborele COI, este heterozigot pentru /752 si este reprezentat de doua
ori in arbore, o aleld grupandu-se cu D. lugubre, iar alta cu D. lineatocolle (Fig. 3.1. din

teza).
Partajarea de haplotipuri

In arborii filogenetici COI (Figura 3.1. si 3.2. din tezd) D. murrayi, D. pusillum si D.
axillare au haplotipuri comune, doar trei subspecii fiind insa implicate in acest fenomen: D.
pusillum ochrolineatum, D. pusillum vasiliscus si D. axillare moldavicum.

In reteaua de haplotipuri (Figura 3.3. din tezd), D. murrayi este despartit de D.
pusillum pusillum prin doar 4 substitutii, iar celelalte 2 specii sunt mai divergente: minim 19
substitutii separa D. axillare axillare atat de D. murrayi cat si de D. pusillum pussilum, pe
cand D. decipiens se afld la 12 substitutii distanta de D. pusillum pusillum. Cinci specimene
de D. pusillum ochrolineatum si D. pusillum vasiliscus au mitocondrii din acelasi haplogrup
ca st D. murrayi. La specimenele de D. pusillum vasiliscus am detectat doar mitocondrii de
D. murrayi, pe cand unul din specimenele de D. pusillum ochrolineatum — puSGO03, are
acelasi haplotip ca cel al subspeciei nominotipice. Toate cele 16 specimene de D. axillare
moldavicum analizate au mitocondrii capturate de la alte specii: de la D. murrayi (majoritatea
populatiilor, 13 specimene) sau de la D. pusillum pusillum (populatia de la Chircesti,
specimenele axCh1201, axCh1202, axCh1203). in ambele cazuri acestea prezinti cel mai

comun haplotip al speciei donatoare de mitocondrii.
Divergenta si ,,barcoding gap”

Distantele medii intraspecifice K2P (Kimura cu 2 parametri) bazate pe COI variaza
intre 0,04% la D. aethiops pana la 1,61% la D. equestre, urmate de 1,53% la D. lugubre si
1,34% pentru D. axillare (Tabel 3.1 si1 3.3). Distanta medie interspecificd variaza de 1a 0,62%

intre D. pusillum si D. murrayi, pana la 16,85% intre D. holosericeum si I. fuliginator (Tabel
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3.1.s1 3.3. din tezd). Suprapunerea dintre aceste valori aratd cd nu exista barcoding gap — un
interval liber intre distantele medii intraspecifice si interspecifice (Figura 3.5. din tezd).

Suprapunerea este si mai mare dacad comparam distanta maxima intraspecifica, ce
poate avea o valoare de 5,8% la D. equestre, 3,65% la D. axillare, 2,79% la D. lugubre,
2,17% la D. pedestre si 1,38% la D. aethiops (Tabel 3.5. si 3.6. din tezd). Valoare maxima
are o mai mare importantd pentru delimitarea moleculara a speciilor decét valoare medie, ce
poate fi influentata (micsoratd) de includerea in analizd a mai multor secvente identice sau
foarte similare. O problema similard, ce mareste artificial barcoding gap, este utilizarea
distantelor medii interspecifice in loc de cele minime (Meier, Zhang & Ali, 2008).

Cand taxonii ce au haplotipuri capturate ca urmare a hibridizarii sunt scosi din
analizd, cea mai micd si cea mai mare valoare a distantei medii intraspecifice rdman
neschimbate, Tnsa variabilitatea moleculara scade semnificativ pentru D. lugubre la 0,36%
si pentru D. axillare 1a 0,40%. Valoarea pentru cea mai mica distantd medie interspecifica
(cea dintre D. pusillum pusillum si D. murrayi) creste la 0,77%, dar ramane tot foarte mica
si comparabild cu valoarea unei distante intraspecifice; urmatoarea valoare mica
interspecifica (cea dintre D. murrayi si D. axillare) creste semnificativ de la 0,9% la 3,2%
(Tabel 3.2. si 3.4. din tezd). Prin urmare, dupd ce am eliminat introgresia din analiza,
intervalul unde valorile distantelor intraspecifice si interspecifice se suprapun este mai mic,
cu numarul cazurilor incerte scazand de la 16 la 4 (patratele albastre si rosii de pe zona gri

din Figura 3.5. din teza).

Abordari pentru delimitarea speciilor

Cand comparam diferitele modele folosite pentru delimitarea speciilor cu morfologia
si taxonomia curentd (Figura 3.2. din tezd), se pare ca dintre cele doua abordari, PTP
grupeaza secventele mai des, de multe ori nejustificat dar uneori corect: Dorcadion equestre
este recunoscut cu aceasta analiza ca o singura specie, cu exceptia secventelor de D. equestre
reclinatum. Dorcadion murrayi si subspecia nominotipica de D. pusillum sunt considerate
ca fiind aceeasi specie de modelul PTP, iar D. decipiens este considerat si el aceeasi specie
cu cele doud in modelul mPTP. Grupul D. aethiops, D, etruscum, D. pedestre si D. kozanii
dupa mPTP este considerat o singura specie. Metoda PTP originala a supradivizat nejustificat
datele analizate intr-un singur caz, Intr-o situatie in care toate celelalte metode au delimitat
secventele ca pe o singura specie in mod corect (conform morfologiei): PTP a delimitat o
pereche de secvente bazale colectate din mijlocul arealului de distributie a speciei D.

tauricum ca pe o altd specie potential distincta.
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in mod contrar, metoda GMYC a supradivizat nejustificat datele, mai ales varianta
cu praguri multiple, care a identificat ca o specie diferitd cateva secvente bazale dar nu in
mod deosebit divergente de D. pusillumm ochrolineatum, D. scopolii, D. equestre equestre
si N. exornatum (Fig 3.2., GMYCm din tezi). In mod inexplicabil, metoda cu praguri
multiple a dat rezultate mai bune decat metoda cu prag unic, identificand corect o secventa
bazala de D. fulvum ca fiind conspecifica cu celelalte (Fig. 3.2., GMYCs si GMYCm din
teza).
3.1.2. Discutii

Reconstructia filogenetica utilizind un singur locus (gena mitocondriala COI)

Analiza saturatiei cu substitutii a secventelor de COI indica o saturatie limitatd
indicand ca aliniamentul este informativ si ca arborii filogenetici rezultati au un grad ridicat
de confidentd. Un alt indiciu ca reconstructiile filogenetice reflectd evolutia grupului este
buna corelatie intre arborii reconstruiti si o parte din grupurile de specii deja recunoscute pe
baze morfologice. Se poate deci afirma ca utilizarea secventelor COI! este adecvatd pentru
reconstructii filogenetice in cadrul tribului Dorcadionini. In functie de tipul de analiza BI
utilizatd (MrBayes sau BEAST), Iberodorcadion si Dorcadion sunt claduri surori, iar
Neodorcadion este un clad separat (Figura 3.2) sau Iberodorcadion si Neodorcadion sunt
claduri surori. Membrii subgenului Cribridorcadion sunt impartiti in 3 claduri indiferent de

metoda de reconstructie filogenetica aplicata (BI sau ML).

Primul clad cuprinde doar specii incluse de catre Pesarini & Sabbadini (2007) in
grupul de specii Dorcadion minutum sau specii asemanatoare morfologic (D. axillare, D.
decipiens, D. litigiosum, D. murrayi, D. pusillum). Rezolutia este slaba pentru cele trei specii
implicate in schimbul de haplotipuri (D. axillare, D. murrayi, D. pusillum). Grupul a fost
identificat si in arborele /752 si in cel concatenat nuclear, cu toate ca am folosit mai putine

specii §i specimene pentru acesti arbori decat pentru arborele COI.

Al doilea clad este format din specii la care cel putin masculii sunt caracterizati de
lipsa pubescentei dense de pe elitre si care fac parte din grupurile de specii D. etruscum, D.
kozanii si D. pedestre propuse de Pesarini & Sabbadini (2007, 2010). Surprinzator, dar in
acest clad sunt incluse si ambele specii ale subgenului Carinatodorcadion prezente in acest
set de date: D. fulvum si D. aethiops, secventele acestora fiind astfel asezate in interiorul
subgenului Cribridorcadion. Aceste specii nu formeaza un grup monofiletic, ci D. aethiops
este mai apropiat de D. pedestre, D. etruscum si D. kozanii, iar D. fulvum este separat (Figura

3.1. 51 3.2. din teza). Distanta medie interspecifica dintre D. aethiops si D. etruscum este de
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3,43% iar dintre D. aethips si D. kozanii este de 2,66% (Tabel 3.1. din tezd). Aceasta valoare
este semnificativ mai mica decat valoarea distantei maxime intraspecifice de la D. equestre
(5,8%) si apropiati de cea de la D. pedestre (2,77%) (Tabel 3.5. si 3.6). In arborele bazat pe
gena 28S, D. aethiops, D. fulvum, D. etruscum, D. lineatocolle si D. lugubre formeazad o
politomie. Arborele nu are rezolutie deoarece, contrar asteptarilor acest marker molecular
este prea conservat. In arborele nuclear concatenat, D. aethiops este sord cu D. fulvum,
conform morfologiei lor cat si a clasificarii lor n acelasi subgen, indicand originea hibrida

a speciei D. aethiops.

In al treilea clad din arborele COI sunt reprezentate celelalte specii din subgenul
Cribridorcadion din acest studiu, insa acest grup este foarte heterogen, deoarece este format
din putine specimene din multe grupuri de specii. De exemplu, pozitia speciei D. tuleskovi

(grupul de specii Dorcadion peloponesium) variaza foarte mult intre arborele ML si BI.
Hibridizarea si partajarea haplotipurilor

Existenta haplotipurilor comune pentru mai multe specii poate avea mai multe
explicatii. Acest fenomen poate fi rezultatul unui eveniment de speciatie recenta, separarea
incompletd a liniilor filetice (eng. incomplete lineage sorting) sau rezultatul unei hibridizari
introgresive (Funk & Omland, 2003; Sloan, Havird & Sharbrough, 2017; Toews & Brelsford,
2012; Wirtz, 1999). Pentru speciile D. murrayi, D. pusillum si D. axillare, discordanta dintre
morfologie si informatia genetica mitocondriala este prezenta doar in zone unde arealele lor
se suprapun (Fig. 3.6). Specimenele de D. pusillum si D. axillare, din populatii din zone ce
se afla in afara arealului de distributie a speciei D. murrayi (D. pusillum pusillum din
Republica Moldova si Ucraina si D. axillare axillare din Bulgaria) sunt genetic distincte;
specimenele din Romania (unde arealele celor 3 specii se suprapun) au aceleasi haplotipuri
ca D. murrayi. Existenta unei corelatii biogeografice pentru aceste discordante demonstreaza
ca ele sunt rezultate in urma unei diferentieri in izolare urmatd de contact secundar si
hibridizare si nu separarii incomplete a liniilor filetice (Toews & Brelsford, 2012). Din acest
motiv, atribuim modelul de distributie a variabilitatii genetice fenomenului de hibridizare

intre trei specii initial alopatrice.
Problema valorilor mici ale distantelor interspecifice

Introgresia este doar unul dintre factorii care complica identificarea moleculara sau
stabilirea relatiilor taxonomice in tribul Dorcadionini. Chiar daca introgresia urmata de
capturd mitocondriald este eliminata din analizd (Tabel 3.2. si 3.4. din tezd) nu putem

discerne intre structurarea geografica a speciilor sau prezenta unor specii distincte folosind
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doar moleculele pentru ca unele perechi de specii au distante interspecifice foarte mici. Un
prag de 2—3% a fost sugerat ca o valoare ce indica o divergentd de nivel specific (Mutanen
et al., 2012; Ratnasingham & Hebert, 2007, 2013; Smith, Fisher & Hebert, 2005). In studiul
nostru, anumite secvente de la specii bine cunoscute si clar diferentiate morfologic nu sunt
suficient de distincte genetic conform pragului mentionat anterior. Valorile distantei dintre
specii sunt relativ mici pentru grupul D. aethiops, D. pedestre si D. kozanii (2,66 — 2,88%)
si chiar mult mai mici pentru D. murrayi, D. pusillum pusillum si D. decipiens (0,77 —
2,38%). Aceste distante sunt comparabile sau chiar mai mici decat cele mai mari distante
intraspecifice pentru unele specii: D. equestre (5,8%) si D. pedestre (2,17%) (Tabel 3.1, 3.5
si 3.6. din teza).

Diferentierea genetica a subspeciilor

Cu privire la posibilitatea de a distinge subspeciile cu ajutorul codurile de bare ADN,
am observat atat cazuri in care subspecii sunt distincte genetic dar si cazuri in care acestea
sunt identice. Dorcadion equestre are o substructurd genetica pronuntatd ce urmeaza aceeasi
structura ca subspeciile acceptate; pentru speciile D. axillare si D. pusillum, chiar daca
subspeciile sunt diferite din punct de vedere genetic de subspeciile nominotipice,
diferentierea nu este din cauza divergentei genetice ci din cauza faptului ca s-au format prin

introgresie.

Celelalte 3 specii la care am analizat mai mult de o subspecie nu au avut practic nici
o diferenta intre secventele subspeciilor. Pentru D. fulvum, am analizat indivizi din 5 tari, cu
reprezentanti pentru trei subspecii, dar nu am gasit nici o substructurd geografica. O situatie
similara este si in cazul speciei D. aethiops, la care specimene colectate din zone indepartate
(Romania si Grecia) ce acopera 3 subspecii sunt identice genetic. Pentru Iberodorcadion
perezi am inclus doar cate un specimen per subspecie, ele fiind colectate dintr-o zona de
contact. Diferentele morfologice in acest din urma caz sunt mult mai pronuntate decat cele
dintre subspeciile de D. fulvum sau D. aethiops, iar ele sunt considerate specii distincte sau
subspecii, 1n functie de autor (Hernandez, 2000; Tomé¢, 2004, 2012), insa secventele COI
sunt aproape identice. Divergente genetice mici Intre secventele COIl a unor taxoni nu
mitocondriale) si am considerat 1. perezi hispanicum $i I. perezi ghilianii ca subspecii in mod
arbitrar folosind clasificarea lui Danilevsky & Lazarev (2025). Daca le-am considera specii
separate, am avea incd un caz de hibridizare introgresiva si discordantd intre informatia

mitocondriala si cea morfologica.
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Analiza detaliata a cazurilor de discordanta mitocondriala-morfologica

Dorcadion aethiops si D. fulvum

Dorcadion aethiops face parte din subgenul Carinatodorcadion, insa are ADN-ul
mitocondrial mai apropiat de o specie inca necunoscuta din subgenul Cribridorcadion decat
de D. (Carinatodorcadion) fulvum, ce face parte din acelasi subgen. Pana la Pesarini &
Sabbadini (2007), populatiile de D. aethiops din Grecia au fost considerate specii distincte:
Dorcadion propinquum Breuning (descrisda din apropierea orasului Kozani) si Dorcadion
majoripenne Pic, cu localitatea tip in apropierea Salonicului (Breuning, 1962). Conform lui
Danilevsky (2014), ambii taxoni sunt subspecii valide, iar o a treia subspecie, D. aethiops

strumense Danilevsky, a fost descrisa din sudul Bulgariei.

Astfel, conform distributiei geografice acceptate a subspeciilor, specimenele
analizate sunt D. aethiops propinquum (aeVe01l din muntii Vermion), D. aethiops strumense
din muntii Kerkini (aeKeO1 si aeKe02 ce au fost colectati de la aproximativ 10 km de
localitatea tip din sudul Bulgariei) si subspecia nominotipica D. aethiops aethiops ce a fost
colectatd din Romania (Tabelul 2.1. din tezd). Datele noastre moleculare sustin tratarea D.
propinquum ca subspecie de D. aethiops si nu ca o specie distincta (secvente COI identice).
Codurile de bare ADN pentru toate cele 3 subspecii colectate de pe o arie geografica intinsa,
discrepanta dintre genitalia masculd si secventele /752 ce plaseazd D. aethiops intr-un
subgen si secventele COI care pozitioneazd D. aethiops 1n alt subgen, pot fi explicate cel
mai bine de captura mitocondriald de la o specie necunoscutd din subgenul Cribridorcadion.
Morfologia corpului este si ea asemdnatoare cu unele specii din subgenul Cribridorcadion

care nu prezinta pubescenta elitrala.

Dorcadion fulvum distribuit pe un areal comparabil cu D. aethiops, este mult mai
variat genetic. Cele trei subspecii analizate nu pot fi totusi diferentiate utilizdnd codurile de
bare ADN intrucat nu sunt suficient de divergente. Confirmam astfel prezenta subspeciei
nominotipice In Romania, la vest de Carpati, bazandu-ne doar pe morfologie. Prezenta

subspeciei la noi in tara a fost citata de Zamoroka (2019a) pe baza datelor de distributie.
Dorcadion axillare, D. murrayi si D. pusillum

Dorcadion axillare, D. murrayi si D. pusillum reprezintd un caz interesant de
hibridizare urmat de capturd mitocondriala. ADN-ul mitocondrial a introgresat foarte mult
in cele 3 specii, chiar daci fluxul de gene nucleare rimane relativ restrictionat. In absenta
unor date genomice extensive, ne bazam concluziile pe diferentele morfologice clare dintre

cele 3 specii (ceea ce indica un flux orizontal restrans de alele nucleare). Acest lucru este
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confirmat si de arborele nuclear concatenat (28S+17S2) si cel COI ce arata o discrepantd
citoplasmatico-nucleard. Secventele de 28S si ITS2 sunt diferite intre D. murrayi si D.
axillare axillare, cele de D. axillare moldavicum fiind grupate impreund cu secventele
subspeciei nominotipice, spre deosebire de secventele CO! (figurile 3.1. si 3.2. din teza).
Secventele de 28S sunt identice pentru subspecia nominotipica de D. pusillum si D. murrayi,
cea mai probabila explicatie fiind separarea recenta a celor doua specii. Secventele de /752
sunt identice sau foarte asemdndtoare pentru subspeciile de D. pusillum si distincte de
secventele de D. murrayi. Atat morfologia, cét si analiza genelor nucleare (Figura 3.1. din
tezd) confirmd ca D. axillare moldavicum, D. pusillum ochrolineatum si D. pusillum
vasiliscus sunt intr-adevar subspecii ale speciilor D. axillare si D. pusillum cum au fost

descrise original si nu subspecii de D. murrayi.

Aria de distributie a speciei D. axillare se extinde din Bulgaria spre sudul Romaniei
si continud in nord-estul Romaniei, unde a fost descrisa o subspecie separatd, D. axillare
moldavicum (Dascilu & Fusu, 2012) (Figura 3.6. din tez). In arborii COI din acest studiu,
populatiile celor doua subspecii nu sunt grupate impreuna: D. axillare axillare formeaza un
grup distinct, iar D. axillare moldavicum este plasat intre secventele de D. murrayi si D.
pusillum. Majoritatea populatiilor au mitocondrii de D. murrayi, in afara de populatia de la
Chircesti ce are mitocondrii de D. pusillum pusillum (Figura 3.3. dinn tezd). Aceasta
populatie a fost considerati tranzitionala de catre Dascilu & Fusu (2012). In toate localitatile
in care este prezenta subspecia D. axillare moldavicum, inclusiv in localitatea tip, D. murrayi
nu este prezent. Podisul Barladului, o zona compact impadurita pana nu demult (Figura 3.6.
din teza), functioneaza ca o bariera geografica care impiedica raspandirea speciei D. murrayi
spre nord (D. axillare a traversat totusi cumva spre nord). In acest context, probabilitatea ca
D. axillare moldavicum sa fie un hibrid de prima generatie este zero. Informatiile noi
dobandite despre introgresie, explica originea caracterelor folosite de catre Dascalu & Fusu
(2012) pentru a diferentia D. axillare moldavicum de subspecia nominotipica. Corpul mai
mare si mai alungit si spinii de pe pronot mai lungi sunt caractere ce provin cel mai probabil
de la D. murrayi. Deoarece subspecia are o origine hibridogena, preferam sa consideram
acest taxon ca o subspecie si nu ca o specie diferitd (Dorcadion moldavicum) conform

Danilevsky & Lazareav (2025).

La majoritatea speciilor animale, mitocondriile sunt transmise urmatoarei generatii
de catre femele. O posibila explicatie a transferului mitocondrial unidirectional este

capacitatea de mobilitate diferitd a celor doua sexe in Dorcadionini. Masculii sunt mai mobili
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decat femelele, cum a fost ardtat pentru Iberodorcadion fuliginator de catre Baur et al.
(2005), astfel posibilitatea ca acestia sa traverseze o barierd geograficd cum este fluviul
Dunadrea este mai mare. Ipoteza noastra este ca masculi izolati de D. axillare axillare ce au
migrat din teritoriul unde este astdazi Bulgaria, s-au intalnit si s-au imperecheat cu femele de
D. murrayi, o specie ce se Intalneste la nord de Dunare. Chiar daca cateva femele de D.
axillare axillare au migrat si ele spre nord, mitocondriile transmise urmatoarei generatii au
fost pierdute cel mai probabil din cauza derivei genetice sau sunt rare si deci greu de detectat.
Cele mai multe cazuri documentate de hibridizare la animale sunt explicate de catre
principiul lui Hubbs, ce postuleaza ca rata de acceptare a partenerilor din altd specie este
corelata cu raritatea indivizilor conspecifici (Willis, 2013). In plus, dupd cum a demonstrat
Richmond (2014) pentru Drosophila, este posibil ca imperecheri intre femele de D. axillare
axillare si masculi de D. murrayi sd nu fie posibile din cauza diferentei de marime a

genitaliilor, D. axillare axillare fiind o specie mult mai mica.

In contrast cu D. axillare, cele doua subspecii de D. pusillum endemice pentru
Romania au arealul de distributie suprapus complet cu cel al D. murrayi (Figura 3.6); cu
toate acestea destul de frecvent populatiile sunt separate (nu se gasesc ambele specii in
acelasi loc), deoarece Dorcadion pusillum prefera pajistile cu soluri saraturate din lungul
raurilor mici, pe cand D. murrayi preferd un habitat stepic si deluros (Dascalu, 2018 si
Dascalu comunicare personalda). Din acest motiv, in localitatea tip pentru D. pusillum
ochrolineatum, nu a fost gasita si specia D. murrayi, iar in localitatea tip pentru D. pusillum
vasiliscus, D. murrayi este prezent, insa nu exact in aceiasi suprafatd de teren (Dascalu, 2018
si Dascilu comunicare personald). In Padurea Spitaru, ambele specii se gisesc in acelasi
habitat si populatiile de aici reprezinta un grup hibrid, unde introgresia este un fenomen care
are loc in mod activ. Hibridizarea a fost probabil acceleratd de antropizarea habitatelor si

micsorarea acestora.

Similar cu subspecia D. axillare moldavicum, caracterele morfologice folosite de
Dascélu (2018) pentru a diferentia subspeciile D. pusillum vasiliscus si D. pusillum
ochrolineatum de subspecia nominotipica sunt cel mai probabil derivate de la D. murrayi:
reducerea liniilor dorsale si humeral elitrale si a petelor negre dar si antene mai inchise la

culoare.

Speciile D. murrayi si D. pusillum pusillum ce au generat taxonii hibridogenici D.
pusillum vasiliscus si D. pusillum ochrolineatum, sunt foarte apropiate din punct de vedere

genetic. Distanta dintre D. murrayi si D. pusillum pusillum este de doar 0,77% fiind cea mai
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micd dintre toate speciile analizate. Totusi, aceste specii nu sunt asemanatoare morfologic si
din acest motiv suspectim ca un alt eveniment de hibridizare a avut loc in trecut, ducand
astfel la o similaritate atat de mare a secventelor de ADN a celor doua specii. Pe durata
oscilatiilor climatice din Pleistocen cel mai probabil s-a ajuns la o expansiune considerabila
a arealului acestor specii urmat de o micsorare a arealului. In timpul simpatriei o specie a
capturat mitocondriile celeilalte specii, iar mai apoi ele au devenit alopatrice si s-au
diferentiat genetic, pana cand s-au reintalnit in perioada interglaciala prezentd cand au

hibridizat din nou.

Dat fiind usurinta cu care aceste specii pot hibridiza, ne putem intreba daca sunt intr-
adevar specii distincte. Un argument 1n favoarea considerarii lor ca specii diferite este forma
endofalusului, cu caracteristici distincte pentru fiecare specie (Dascalu, 2018; Dascilu &
Fusu, 2012); un alt argument este diferenta de habitus si culoare dintre acesti taxoni. Bazat
pe datele biogeografice, D. axillare este o specie balcanica (Dascalu & Fusu, 2012), arealul
de distributie al speciei D. pusillum coincide cu stepa Ponto-Caspica (Dascalu, 2018), iar D.
murrayi este Intilnit aproape exclusiv pe teritoriul Romaniei (Figura 3.6). Prin urmare, este
foarte posibil ca cele 3 specii sa fi evoluat in alopatrie, iar suprapunerea arealelor de
distributie este recentd, cauzatd de colonizarea unor noi areale dupa sfarsitul ultimei
Glaciatiuni (Taberlet et al., 1998). Deoarece erau populatii alopatrice initial, mecanisme care
sa opreasca hibridizarea nu au evoluat, dar ar putea aparea (Mallet, 2005) acum ca ele sunt
partial simpatrice. Introgresia continua dintre cele trei specii este Intirziatd de catre doua
bariere geografice: raul Prut si fluviul Dunarea. Chiar daca D. pusillum si D. axillare le-au
traversat, a treia specie, D. murrayi, nu a putut trece de aceste bariere decat foarte rar si nu
a colonizat zonele la sud si est de Romania. Singura localitate din afara teritoriului Romaniei
unde D. murrayi a fost semnalat este o localitate din Serbia, aproape de Dunare (Ili¢ &

Cur¢ié, 2015) (Figura 3.6. din teza).
Dorcadion decipiens

Statutul taxonomic al speciei D. decipiens bazat pe date moleculare este neclar. Am
inclus un singur specimen in aceasta analiza, el fiind plasat ca specie sord cu D. pusillum
pusillum doar in analizele BI (Figura 3.2. din tezi). In analizele ML (Figura 3.1. din tezi),
secventa de D. decipiens este asezata intre secventele de D. pusillum, dar pe un ram lung.
Probabil din aceasta cauza, in analiza PTP secventele de D. pusillum nominotipic din Ucraina
st D. decipiens sunt clar doud specii distincte; analiza mPTP include D. pusillum, D.

decipiens s1 D. murrayi in aceeasi specie. In analiza GMYC, D. decipiens este mereu inclus
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printre secventele de D. pusillum nominotipic; chiar daca pe arborele filogenetic speciile
sunt reciproc monofiletice (Figura 3.2. din teza) si sunt separate de 12 substitutii, de 3 ori
mai multe decét intre D. murrayi si D. pusillum pusillum (Figura 3.3. din tezd). Din punct de
vedere morfologic, D. decipiens are un model de pubescentd similar cu cel al subspeciei
nominotipice de D. pusillum, dar este mult mai mare ca dimensiune si mai alungit, similar
cu D. murrayi. Distantele medii interspecifice dintre D. decipiens si aceste doua specii este
intre 2—3% (Tabel 3.2 si 3.4. din tezd), adica la pragul dintre variabilitatea intraspecifica si

distantele interspecifice.

Dorcadion equestre

Nu am putut include in analiza moleculara specimene din localitatea tip a speciei D.
equestre (specimenele aveau ADN-ul degradat). Specia a fost descrisa din ’sudul Rusiei,,
care la sfargitul secolului 18 putea fi si Ucraina din prezent, unde specia este destul de
raspandita (Zagaykevich & Puchkov, 2009), insd aceasta specie este prezentd si in sudul
Rusiei europene din prezent (Plavilstshikov, 1958). Nu existd intreruperi in distributia
speciei in Ucraina, NE Romaéniei si Republica Moldova, dar exista o discontinuitate intre
zona mentionata anterior si populatiile din Campia Romand (Valahia) si Transilvania,
localitatea tip pentru D. equestre transsilvanicum (Figura 3.7. din tezd). Intreruperea in
distributie, de-a lungul coastei lasilor a fost generata cel mai probabil de Podisul Barladului,
aceasta fiind o zona puternic impadurita, mai ales 1n trecut. Din cauza divergentei genetice
foarte mari intre specimenele din aceste doua areale, am inclus specimenele din NE
Romaniei si Republica Moldova in subspecia nominotipicd si nu in D. equestre
transsilvanicum asa cum este propus de Danilevsky & Lazarev (2025) dar si de Pesarini &
Sabbadini (2010). La aceste specimene, caracterele de diferentiere pentru cele doua
subspecii — carena dorsald si prezenta petelor negre in pubescenta de fond (Pesarini &
Sabbadini, 2013) — sunt mai similare cu specimenele din Ucraina (afirmatie bazatd pe 9

specimene din colectia M.M Dascalu) decét cu cele din sudul Romaniei.

Cand am utilizat GMYC pentru delimitarea speciilor, D. equestre transsilvanicum
este considerat specie distincta de specimenele pe care le-am identificat ca facand parte din
subspecia nominotipicd. Cele doud grupuri (D. equestre transsilvanicum $i subspecia
nominotipici) sunt separate de minim 7 substitutii (Fig. 3.3. din tezd). In analiza am inclus
si un specimen din Dobrogea, dintr-o zona la sud de Dundre. Acest specimen este considerat
doar de analiza GMYC cu praguri multiple ca fiind o specie separata si ca facand parte din

D. equestre equestre dupa analiza GMYC cu un singur prag (Figura 3.2., GMYCs si
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GMYCm din tezd). Analiza PTP nu delimiteaza D. equestre transsilvanicum si subspecia
nominotipica ca doua specii diferite (fig 3.2, PTP si mPTP din teza). Un rezultat comun al
tuturor metodelor este delimitarea D. equestre reclinatum ca o specie distinctd, deoarece este
la fel de divergentd fatd de subspecia nominotipica ca D. aethiops fata de D. fulvum de
exemplu. Deoarece pentru aceasta analiza am avut doar un individ din aceasta subspecie cu
o secventa provenita din alt studiu (Giannoulis et al., 2020), o analizd in care sunt inclusi
mai multi indivizi ar putea micsora diferenta dintre subspecii. O valoare a distantei
intraspecifice mare a fost observata si la alte 16 specii de cerambicide europene (Hendrich

et al., 2015; Rougerie et al., 2015).
Dorcadion lugubre si D. lineatocolle

Secventele de COI a speciei D. lugubre sunt impartite in doud claduri, cu o secventa
grupatd cu D. lineatocolle. Specimenul pozitionat gresit este mai mic decat dimensiunea
caracteristica speciei, avand o dimensiunea mai apropiata de D. lineatocolle (Figura 3.8. din
tezd). Acest specimen este heterozigot pentru markerul /752, avand un haplotip care se
grupeaza cu D. lugubre si unul care se grupeaza cu D. lineatocolle (Figura 3.1). Conform lui
Danilevsky (2014), specimenele de D. lugubre din Valea Struma din Bulgaria sunt atribuite
subspeciei D. lugubre minkovae. Individul de D. lugubre cu haplotip mitocondrial de D.
lineatocolle si secvente de ITS2 ce corespund cu ambele specii (D. lugubre si D. lineatocolle)
provine exact din acea zona (satul Promachonas din Grecia, din zona unde raul Struma intra
in defileul Roupel). Dupa analizele moleculare si morfologie, considerdm ca specimenul
linPro1001 este un hibrid dintre D. lugubre Ilugubre sau D. lugubre minkovae si D.

lineatocolle, specie prezentd in zona de unde specimenul a fost colectat (Minkova, 1961).

3.2.1. Rezultate

Aliniamentele si retelele de haplotipuri

Pentru cele 15 specimene de Dorcadion lineatocolle, ambele subspecii de D. lugubre
si individul hibrid au fost obtinute seturi complete de cate sapte secvente pentru fiecare
specimen.

Aliniamentul de /752 are 521 de pozitii din care 23 dintre acestea sunt variabile, una
singurd din ele nefiind informativa. Din cauza indelurilor lungimea secventelor variaza intre
508 si 512 nucleotide. Am observant patru indeluri de o singura nucleotide, un indel de doua
nucleotide si patru indeluri de trei nucleotide. Doud indeluri de o singura nucleotida sunt

suprapuse cu doua indeluri de trei nucleotide. Dorcadion lugubre minkovae este separat de
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doua substitutii de D. lugubre lugubre, iar ambele subspecii sunt foarte divergente de D.
lineatoacolle. Hibridul este heterozogot, cu cate o alela de la fiecare din speciile parentale.

In aliniamentul Wingless exista 469 de pozitii, cu 12 pozitii variabile din care 11 sunt
informative. Cei 3 taxoni sunt distincti insa D. lugubre minkovae apare mai apropiat de D.
lineatocolle decat de D. lugubre lugubre (4 mutatii comparativ cu 7 mutatii). Individul hibrid
este heterozigot pe unele pozitii variabile ale acestui marker molecular, avand o alela de D.
lugubre minkovae si o alela de D. lineatocolle.

Aliniamentul Elongation Factor-1a are 348 de pozitii iar 4 dintre ele sunt variabile
si informative. Dorcadion lugubre minkovae este mai apropiat de D. lineatocolle (0 mutatie)
decat de D. lugubre lugubre (doud mutatii). In plus, cele doud subspecii de D. lugubre au si
haplotipuri comune, iar individul hibrid este homozigot cu ambele alele de la D. lineatocolle.

Exista 328 de pozitii in aliniamentul de Histona 3 cu o singurd pozitie variabila si
informativa. Cele doud subspecii de D. lugubre au acelasi haplotip si sunt separate de D.
lineatocolle de o singurd substitutie. Hibridul este heterozigot cu cate o aleld de la ambii
taxoni parentali.

In aliniamentul 28S exista 842 de pozitii din care 3 sunt variabile dar noninformative.
Majoritatea specimenelor au acelasi haplotip comun, insd mai existd alte 4 haplotipuri
reprezentate de 1-2 indivizi separate de cate o mutatie. Individul hibrid este homozigot si
apartine haplotipului cel mai comun.

Markerii moleculari mitocondriali amplificati sunt relativ similari din punct de
vedere informativ. Aliniamentul COI are 658 de pozitii, din care 67 sunt variabile, cu doar
una din acestea noninformativa. Aliniamentul Cytochrom b are 433 de pozitii, din care 43
variabile, cu doar doud dintre ele noninformative. Datoritd numarului mare de substitutii din
aceste aliniamente, cele doud gene mitocondriale nu au fost utilizate pentru a reconstrui

retele de haplotipuri ci au fost analizate doar din punct de vedere filogenetic.

Analiza filogenetica

Arborii filogenetici mitocondriali (ML si BI) — Fig. 3.10 si Fig. 3.11. (din teza)
reconstruiti utilizdnd secventele concatenate ale markerilor COI si Cytb au topologii
similare, unde secventele de D. lugubre minkovae sunt separate Intr-un clad distinct si foarte
divergent cu valoarea probabilitatii posterioare (PP) de 1 si suport bootstrap (BP) de 100%.
Dorcadion Ilugubre si Dorcadion lineatocolle sunt pozitionate in doud claduri surori
distincte, iar hibridul este inclus 1n cladul ce grupeaza toate secventele de D. lineatocolle.

Specimenele de D. lugubre lugubre sunt foarte similare din punct de vedere genetic, iar
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specimenele de D. lineatocolle prezinti variabilitate mare. In arborele ML suportul pentru
nodurile D. lineatocolle si D. lugubre lugubre este dat de valoarea BP egala cu 72% pentru
ambele, iar pentru arborele BI nodurile au valorile PP de 0,74 si 1. Singura diferentd dintre
arborii ML si BI este in interiorul cladului D. lineatocolle, insd acestea sunt secvente pe
ramuri foarte scurte. Cei trei taxoni sunt monofiletici In ambele variante de arbori
filogenetici, iar D. lugubre lugubre este mai similar din punct de vedere genetic cu D.
lineatocolle decat cu D. lugubre minkovae.

In arborii filogenetici nucleari concatenati (ML si BI) Fig. 3.10 si 3.11. (din teza)
reconstruiti utilizand cei 5 markeri moleculari, taxonii parentali sunt grupati in doua clade
distincte. Dorcadion lugubre si D. lineatocolle sunt monofiletici, unde D. lugubre lugubre
si D. lugubre minkovae sunt plasati in acelasi clad in concordanta cu taxonomia bazata pe
morfologie. Cele doua claduri, atat in arborele ML cat si in cel BI, sunt sustinute de valori
bootstrap de 100% si respectiv valori PP egale cu 1. Individul hibrid apare in ambele claduri
in arborii filogenetici deoarece este heterozigot pentru toti markerii moleculari nucleari cu
exceptia EF-1a. Topologiile arborilor filogenetici ML si BI sunt foarte similare, D. lugubre

lugubre este monofiletic (BP=100, PP=1), iar D. lugubre minkovae apare ca parafiletic.

Distante genetice

Distantele genetice intraspecifice bazate pe COI pentru specimenele de D.
lineatocolle variaza intre 0 si 1,82% (Tabel 3.7., Tabel 3.8. din tezd), avand o variabilitate
relativ mare intre specimenele din localitati diferite (Tabel 3.8. din teza). Pentru taxonul D.
lugubre lugubre distantele intraspecifice sunt foarte mici, intre 0 si 0,46%, cel mai probabil
deoarece toti indivizii au fost colectati din aceeasi zond si fac parte din aceeasi
metapopulatie. Cele doud specimene de D. lugubre minkovae au acelasi haplotip si distanta
geneticd dintre acestea si D. lugubre lugubre este de 7,3%, valoare relativ mare. Conform
rezultatelor unei cdutari BLAST, cel mai apropiat taxon de D. lugubre minkovae este

Dorcadion aethiops (Tabel 3.7. din teza).
3.2.2. Discutii

Taxonii parentali

Arealul speciilor parentale ale hibridului este limitat la Peninsula Balcanica. Ambele
specii sunt prezente in Bulgaria, Grecia si Macedonia, dar D. lineatocolle are o distributie
mai largd, fiind prezent si In Albania si Serbia si Muntenegru (Danilevsky & Lazarev, 2025).
Conform autorilor Pesarini & Sabbadini (2010), D. lineatocolle este singura specie din

grupul lineatocolle, iar D. lugubre lugubre s1 D. lugubre minkovae fac parte din grupul
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etruscum, cu o distributie preponderent in Peninsula Balcanica. Aceeasi autori (Pesarini &
Sabbadini 2007, 2010) au facut schimbari in taxonomia si nomenclatura acestui grup de
specii (grupul efruscum), indeosebi sinonimizdnd mai multi taxoni si coborand rangul mai
multor specii la subspecii. Speciile Dorcadion parinfernale Breuning, D. minkovae, D.
thessalicum si D. lugubre (sensu Pesarini & Sabbadini, 2007, 2010), similare din punct de
vedere morfologic, sunt considerate de Danilevsky (2020) ca taxoni vicarianti fiind astfel
considerate subspecii de Dorcadion lugubre. In acest studiu am utilizat taxonomia conform
cu Danilevsky (2020). Relativ recent, o alta varianta a taxonomiei grupui efruscum a fost
propusd de Lazarev (2023) dar nu am luat-o in considerare, deoarece mai multi taxoni
sinonimizati de catre acest autor sunt distincti din punct de vedere molecular (Dascalu, Caba

& Fusu, 2022; Caba & Dascalu, 2024; capitolul 3.3. al acestei teze).
Date genetice ale hibridului

Hibridul are haplotipul mitocondrial de D. lineatocolle, ceea ce indica identitatea
speciei materne, mai exact acest individ hibrid a rezultat din imperecherea unei femele de D.
lineatocolle cu un mascul de D. lugubre minkovae. Pentru aproape toti markerii moleculari
nucleari, hibridul este heterozigot (cu o singura exceptie — EF-1a), avand alele de la ambele
specii parentale (Fig 3.12. din tezi). In arborele filogenetic nuclear concatenat, individul
hibrid este pozitionat in mijlocul cladului D. lineatocolle, dar este bazal in cladul D. lugubre,
0 cauza probabila este faptul ca hibridul este homozigot pentru markerul molecular EF-1a,
ambele alele fiind de D. lineatocolle. Aceasta situatie sugereaza ca individul parental D.
lugubre minkovae prezenta urme de introgresie si astfel putem avea o posibila explicatie de

ce hibridul este mai similar cu D. lineatocolle.

Taxonomia lui Dorcadion lugubre lugubre

Abordarea integrativa in analiza acestui individ hibrid si a speciilor lui parentale a
dus la descoperirea unor noi perspective privind taxonomia speciei D. lugubre, care difera
in functie de autorii ce au abordat acest subiect (Danilevsky, 2020; Lazarev, 2023; Pesarini

& Sabbadini, 2007, 2010).

Dorcadion lugubre lugubre reprezintd Incd un caz de discordanta intre morfologie si
datele moleculare, situatii recent descoperite in tribul Dorcadionini (Dascalu, Caba & Fusu.,
2022 si capitolul 3.1; Karpinski, Gorring & Cognato, 2023). Arborele filogenetic nuclear
este in concordantd cu morfologia si taxonomia, cele doua subspecii de D. lugubre fiind
grupate, insd in arborele filogenetic mitocondrial, D. lugubre minkovae este separat de D.

lugubre lugubre, subspecia nominotipicd fiind grupatd cu D. lineatocolle iar distanta
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genetica dintre cei doi taxoni este mica (Fig 3.10. din teza). Rangul taxonomic de subspecie
pentru D. lugubre minkovae (dupa Danilevsky, 2020) este sustinut de genele nucleare — toate
specimenele de D. lugubre sunt plasate in acelasi clad cu divergentd minima. In plus,
structura endofalusului celor doud subspecii este identici. In retelele de haplotipuri
reconstruite pentru fiecare marker molecular, cele doud subspecii de D. lugubre sunt foarte
similare dar distincte in reteaua /752, iar in retelele H3 si EF-la au alele in comun. D.
lugubre minkovae este mai apropiat de D. lineatocolle (patru substitutii) decat de D. lugubre
Iugubre (sapte substitutii) in reteaua reconstruitd cu secventele Wg. In analiza markerilor
mitocondriali se poate observa ca D. lugubre lugubre este apropiat de D. lineatocolle chiar
daca sunt distincti, distanta minima dintre cei doi taxoni pe CO/ fiind de 2,58% (Fig 3.10.,
Tabel 3.7. din teza), valoare situatd la pragul dintre variabilitatea intraspecifica si cea
interspecifica. Comparativ, cea mai mare valoare intraspecifica dintre specimene de D.
lineatocolle este 1,82% (Fig 3.10., Tabel 3.7. din tezd). Aceste discrepante indica posibile
evenimente de hibridizare si evolutie reticulata in istoria acestor taxoni. Putem afirma
datorita divergentei mari de la nivelul ADN—ului mitocondrial ca introgresia 1n acest caz nu

este recenta sau in desfasurare.

In ciuda divergentei mari pentru markerul molecular COI, considerim [ugubre si
minkovae subspecii deoarece morfologia endofalusului este identicd pentru ambele si pentru
ca secventele markerilor moleculari nucleari sunt identice sau foarte similare. Morfologia si
ADN-ul nuclear au prioritate deoarece ADN—ul mitocondrial poate trece bariera dintre

specii si poate induce astfel in eroare cum am aratat aici si in capitolul anterior.
Evolutia reticulata in tribul Dorcadionini

Din punct de vedere mitocondrial, D. lugubre minkovae este foarte divergent fata de
subspecia nominotipica (7,1%) ceea ce inseamna ca ele ar reprezenta teoretic doua specii
foarte diferite si total distincte [dupa Hebert et al. (2003) conform cérora, valoarea distantei
genetice pentru COI intre douad specii este mai mare de 2-3%]. Astfel, am cautat In GenBank
secvente similare cu secventele noastre de D. lugubre minkovae, iar rezultatul cel mai
apropiat au fost secventele de D. aethiops discutate in capitolul anterior unde am postulat ca
D. aethiops a capturat mitocondrii de la un taxon necunoscut din subgenul Cribridorcadion,
dovada fiind pozitia acestora in arborele filogenetic COI. Inci nu puteam determina cu
exactitate taxonul de la care a capturat mitocondrii D. aethiops, insa putem confirma cd acest

taxon este din aceeasi linie mitocondriala ca si D. lugubre minkovae, deoarece D. aethiops
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si D. lugubre minkovae au o similaritate de 97,57% (2,43% divergentd) fiind taxoni sora in

arborele din Figura 3.13 (din tezd).

Cu toate ca Incd nu avem datele pentru a dovedi originea hibrida a genomului nuclear,
nu putem considera o simpla coincidenta faptul ca morfologia externa a celor doi taxoni este
atat de similard. O explicatie alternativa este ca D. aethiops este un taxon stabil ce a capturat
mitocondrii (Bonnet et al., 2017) dar aceastd ipoteza este incompleta deoarece nu clarifica
motivul asemanarii izbitoare a morfologiei externe cu Dorcadion lugubre minkovae care nu
poate fi explicata decat de introgresia si a unor gene nucleare. Chiar daca D. aethiops este o
specie hibridogena intersubgenetica, clasificarea taxonomicad a acestei specii este corecta
deoarece aceasta se bazeaza pe structura genitaliei mascule (Breuning, 1943b; Danilevsky,

Kasatkin & Rubenyan, 2005) care este tipica pentru subgenul Carinatodorcadion.

3.3. Reconstructia filogeniei tribului Dorcadionini utilizind mai multi loci
mitocondriali si nucleari.

3.3.1. Rezultate

Aliniamente utilizate pentru testarea monofiliei triburilor Dorcadionini, Lamiini si

Monochamini

Am construit o matrice multilocus pentru a determina monofilia tribului
Dorcadionini, unde am construit un aliniament cu 27 de secvente originale cu minim cate un
reprezentant din fiecare gen si subgen inclus in tribul Dorcadionini (au fost alese
specimenele cu cat mai multi markeri) si 40 de secvente importate din GenBank (Tabel 2.4.
din teza).

Aliniamentul Citocrom oxidaza subunitatea I are o lungime de 1548 pb (cele mai
scurte secvente au 418), fard insertii/deletii, cu 870 de situsuri conservate, 678 de situsuri
variabile s1 587 situsuri informative pentru parcimonie.

Aliniamentul Citocrom b are o lungime de 1143 pb farad insertii/deletii (cele mai
scurte secvente au 403 pb), cu 644 situsuri conservate, 496 situsuri variabile si 395 situsuri
informative pentru parcimonie.

Aliniamentul Elongation factor-l1a are o lungime de 1326 pb (cele mai scurte
secvente au 203 pb) cu 4 pana la 25 insertii/deletii (in intron), cu 980 situsuri conservate,

338 situsuri variabile si 202 situsuri informative pentru parcimonie.
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Aliniamentul Wingless are o lungime de 480 de pb (cele mai scurte secvente au 431
de pb), cu 6 sau 9 insertii/deletii (multiplu de 3, indicand ca se pastreaza cadrul de citire), cu

288 situsuri conservate, 184 situsuri variabile si 145 situsuri informative pentru parcimonie.

Aliniamentul Histona 3 are o lungime de 328 de pb (cele mai scurte secvente au 225
si 285 de pb), fara insertii/deletii, cu 210 situsuri conservate, 118 situsuri variabile si 95

situsuri informative pentru parcimonie.

Aliniamentul /752 are o lungime de 677 pb (cele mai scurte secvente au 512 pb), cu
116 — 235 insertii/deletii (cum este de asteptat de la o secventd non codantd), cu 264 de

situsuri conservate, 342 situsuri variabile si 215 situsuri informative pentru parcimonie.

Aliniamentul 28S are o lungime de 1445 pb (cele mai scurte secvente au 334 pb) cu
32 — 125 insertii/deletii, cu 1118 situsuri conservate, 273 situsuri variabile si 111 situsuri

informative pentru parcimonie.

Aliniamentul /8S are o lungime de 1361 pb (cele mai scurte secvente au 559 pb) cu
1 sau 2 insertii/deletii, cu 1348 situsuri conservate, 11 situsuri variabile si 3 situsuri

informative pentru parcimonie.

Aliniamente utilizate pentru analiza relatiilor filogenetice in interiorul tribului

Dorcadionini

Matricea este formatd din 2 aliniamente mitocondriale (Cifocrom c¢ oxidaza
subunitatea I si Citocrom b), 3 aliniamente nucleare in copie unica (Elongation factor la,
Wingless si Histona 3) si 3 aliniamente nucleare ribosomale (/752, 28S si 18S). Din aceasta
analiza multilocus am eliminat proba Al2101 (Acrocinus longimanus) intrucat este prea

distanta filogenetic; aceasta a fost utilizata doar in analizele de testare a monofiliei.

Dintre acestea, aliniamentele mitocondriale sunt aproape complete, COI are 112
secvente originale plus Incd 15 secvente descarcate din GenBank (Tabel 2.5. din teza), din
care 2 sunt foarte scurte de 261 s1 317 pb cu o insertie/deletie, 19 de secvente de 419 pb si o
insertie/deletie, 17 secvente cu lungimi cuprinse intre 452 s1 658 cu sau fard o insertie/deletie
si in final 75 secvente complete de 659 de pb si o insertie/deletie. Insertia/deletia este datd
de o secventa din GenBank. In acest aliniament sunt 343 situsuri conservate, 316 situsuri

variabile si 294 situsuri informative pentru parcimonie.

Aliniamentul Cyzb are 98 de secvente originale (o secventd de 405 pb si restul de 436
pb cu o insertie de 3 pb si aparent o deletie de 1 pb la un specimen), plus o secventa
descircatd din GenBank (Tabel 2.5. din tezd). In acest aliniament existi 186 situsuri

conservate, 247 situsuri variabile si 202 situsuri informative pentru parcimonie.
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Am obtinut 53 de secvente de Elongation Factor la, din care 3 incomplete de 248,
304 si 334 pb si 50 de secvente complete de 348 pb. In analiza multilocus am adaugat la
aliniamentul initial 4 secvente descarcate din GenBank (Tabel 2.5. din teza), rezultdnd un
aliniament cu 222 situsuri conservate, 126 situsuri variabile si 84 situsuri informative pentru

parcimonie.

Aliniamentul de Wingless are 64 de secvente originale cu lungimi intre 457 s1475 pb
cu sau farad 3 sau 6 insertii/deletii si 4 secvente importate din GenBank (Tabel 2.5. din teza)
rezultand un aliniament cu 326 de situsuri conservate, 143 situsuri variabile si 105 situsuri

informative pentru parcimonie.

Cele mai multe secvente obtinute pentru markerii nucleari sunt cele de Histona 3,
mai exact 102 cu lungimi intre 246 si 328 pb fira insertii/deletii. In analiza multilocus am
adaugat 5 secvente descarcate din GenBank (Tabel 2.5. din teza) rezultdnd un aliniament cu

214 situsuri conservate, 114 situsuri variabile si 99 situsuri informative pentru parcimonie.

Pe locul 3 ca dimensiune, se afla aliniamentul de /752 cu 102 de secvente cu lungimi
intre 485 pb si 831 pb si cu 195 pana la 430 insertii/deletii. In analiza multilocus am adaugat
2 secvente descarcate din GenBank (Tabel 2.5. din tezd), rezultand un aliniament cu 320 de

situsuri conservate, 410 situsuri variabile si 265 situsuri informative pentru parcimonie.

Am obtinut 84 de secvente de 288, din care 25 scurte cu lungimi intre 314 pb si 480
pb cu 13 pana la 22 de insertii/deletii, celelalte 60 de secvente au intre 798 pb si 862 pb cu
18-22 insertii/deletii. La aliniamentul analizat am adaugat 7 secvente minate din GenBank
(Tabel 2.5. din tezd) care au madrit aliniamentul la 1084 pb din care 948 sunt situsuri

conservate, 130 situsuri variabile si 64 de situsuri informative pentru parcimonie.

Cel mai mic aliniament este cel de /8S, cu 44 de secvente din care una scurta de 448
pb, iar restul de 43 sunt intre 874 pb si 1361 pb cu sau fira 2 insertii/deletii. In acest
aliniament nu au fost adaugate secvente din GenBank si exista 1345 situsuri conservate, 14

situsuri variabile si 4 situsuri informative pentru parcimonie.
Gradul de exhaustivitate a setului de date

Am obtinut si analizat secvente pentru 1 pand la 8 markeri moleculari de la 114
specimene. Astfel, dintre toate probele am reusit sa amplificam toti cei 8 markeri moleculari
pentru 32 de probe, 7 markeri moleculari pentru 18 probe, 6 markeri moleculari pentru 16
probe, 5 si 4 markeri moleculari pentru 18 probe diferite, pentru cite 4 probe am amplificat
2 sau 3 markeri moleculari si nu in ultimul rand, 4 probe au putut fi amplificate doar pentru

un singur marker molecular. Probele cu un singur marker au fost incluse in analiza datorita
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importantei in sistematica si taxonomia grupului. La acestea am mai adaugat inca 40

specimene cu secventele descarcate din GenBank (Tabel 2.4. dinn teza).
Analiza filogenetica individuala a markerilor moleculari

Primul pas 1n reconstructia multilocus a fost reconstructia arborilor filogenetici
pentru fiecare marker molecular in parte. Scopul este de a verifica daca existd contaminare
incrucisata sau secvente paraloage (pseudogene de exemplu). Aceasta poate fi detectatd daca
se observa identitate genetica intre specii neinrudite sau prin pozitionarea in filogenie a unei
specii in grupul de specii gresit. Pentru aceasta este necesara o buna cunoastere a taxonomiei

grupului. De asemenea, pot fi detectate secvente plasate pe ramuri lungi ce indica
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amplificarea de pseudogene. In ambele cazuri aceste secvente sunt eliminate. Daca se omite
aceastd etapd, aceste secvente nu mai pot fi detectate in analizele concatenate, dar pot duce
la o topologie gresita.
Testarea monofiliei triburilor Dorcadionini, Lamiini si Monochamini

Pentru a demonstra monofilia tribului Dorcadionini, au fost generati arbori
filogenetici multilocus ML (cu RAXML-NG si 1QTree) si Bl (cu MrBayes) — Figurile 3.22.
si 3.23. (din tezd) folosind un set de date restrans pentru Dorcadionini dar extins pentru

Lamiini si Monochamini. Topologia arborilor rezultati este foarte similara, oféfind mai multa
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Filogenia tribului Dorcadionini: mitocondrial vs nuclear

Topologia arborilor filogenetici obtinuti din seturile de date concatenate
mitocondriale si respectiv nucleare are acelasi aspect general ca topologia arborilor construiti
pentru testarea monofiliei triburilor. Cel mai bazal taxon in arborele mitocondrial este

Pf1801 (Paraglenaia), iar 1n cel nuclear este grupul Pfl1801 cu Pult1801

(Paraglenaia+Parmena).
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Arborii filogenetici realizati plecand de la aliniamentul concatenat nuclear plus
mitocondrial au topologie foarte similard indiferent de metoda utilizata: ML cu RAXML-NG

(Fig. 3.27) sau IQTree (Fig. 3.28 din tezd) pe de o parte si BI cu MrBayes (Fig. 3.29. din

tezd), pe de alta parte.

Reprezentantii tribului Dorcadionini sunt repartizati in doua claduri, unul ce contine

doar genul Eodorcadion ce este sord cu Lamia (genul tip al tribului Lamiini) si un alt clad
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3.3.2. Discutii
Triburile Dorcadionini, Lamiini si Monochamini nu sunt monofiletice

Din cele trei triburi analizate din punct de vedere filogenetic, numai Dorcadionini
sunt monofiletici (daca se exclude genul Eodorcadion). In arborii din figurile 3.22. si 3.23.
(din teza), in Dorcadionini sunt incluse si genurile Morimus si Herophila. Acest lucru se
intampld probabil pentru cd Dorcadionini au un esantionaj redus iar grupurile externe

(outgrupuri) au multi taxoni, dar cu putine gene, fiind preluati predominant din GenBank. i
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Figura 3.27. Arbore filogenetic multilocus ML (RAXML), cu setul de date complet pentru Dorcadionini si cu structura
taxonomicd subgenerica indicata (sunt notate inclusiv subgenuri considerate sinonime) si aliniamentul multilocus



in care esantionajul pe Dorcadionini este mare si se utilizeaza toate genele, Herophila
si Morimus (Lamiini) nu mai fac parte din trib, ci sunt grupul sora al Dorcadionini

Filogenia tribului Dorcadionini: genomul mitocondrial si nuclear sunt concordante

Compararea filogeniilor nucleara si mitocondriala releva o serie de cazuri potentiale
de introgresie mitocondriald. Daca cazurile discutate in capitolele 3.1. si 3.2. (Dorcadion
pusillum, Dorcadion axillare, Dorcadion aethiops, Dorcadion lugubre) pot fi confirmate

intrucat au fost analizate numeroase specimene, cele observate in aceastd analizd indica
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Clasificarea generica si subgenericd a tribului Dorcadionini pe baza filogeniei

multilocus
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CONCLUZII

Dorcadionini sunt un bun model pentru testarea succesului codurilor de bare ADN in
identificarea si delimitarea speciilor pe baze moleculare. Aceasta se datoreaza
numarului mare de specii si subspecii, care sunt cel mai probabil rezultatul speciatiei
alopatrice (aceste specii sunt incapabile de zbor), dar si a evolutiei reticulate. Avand
mobilitate redusa, structurarea filogeografica intraspecifica poate fi semnificativa,
adaugand la divergenta generata de speciatie si pe cea generatd de izolarea
geografica. Secventele publicate deja Tn GenBank in urma analizelor efectuate in
cadrul tezei, reprezinta 307 din totalul de 835 de secvente publice de Dorcadionini
din GenBank si BOLD.

La momentul publicarii secventelor de DNA barcoding (Dascalu, Caba & Fusu,
2022) acestea erau primele secvente ce deveneau publice, cu exceptia celor catorva
generate de proiectul German Barcoding of Life. Aceste secvente acopera toata fauna
de Dorcadionini din Romania cu secvente multiple per specie, cu exceptia a doua
specii foarte rare la care am generat cate o singura secventa.

Am generat aditional 659 de secvente ce urmeaza sa fie publicate, din care 112 sunt
secvente de COI — markerul standard pentru DNA barcoding.

Am creat §i testat un nou set de primeri specific pentru Dorcadionini ce genereaza un
”minibarcode”, compatibil cu cu cel standard, ce poate fi utilizat pentru specimene
cu ADN-ul degradat.

Am creat un set de primeri pentru a amplifica un fragment mai scurt de /752 de
Dorcadionini, cu ADN degradat — markerul ITS2 fiind foarte informativ. Acestia pot
fi utilizati §i atunci cand extrasele de ADN sunt contaminate cu ADN de fungi
(specimene din colectii).

Dorcadion axillare, D. murrayi si D. pusillum reprezintd un caz interesant de
hibridizare urmat de capturd mitocondriald. Atat morfologia, cét si analiza genelor
nucleare confirma ca D. axillare moldavicum, D. pusillum ochrolineatum si D.
pusillum vasiliscus sunt intr-adevar subspecii ale speciilor D. axillare si respectiv D.
pusillum aga cum au fost descrise original si nu subspecii de D. murrayi de la care au
preluat mitocondriile. Conform DNA barcoding aceste trei subspecii ar fi identificate
ca D. murrayi.

Dorcadion aethiops este un taxon hibridogen intrucdt face parte din subgenul

Carinatodorcadion, insa are ADN-ul mitocondrial mai apropiat de subgenul
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Cribridorcadion decat de D. (Carinatodorcadion) fulvum, ce face parte din acelasi
subgen. Morfologia sa este intermediara intre cele doua subgenuri. Inci nu putem
determina cu exactitate taxonul de la care a capturat mitocondrii D. aethiops, insa
putem confirma ca acest taxon este din aceeasi linie mitocondriald ca si D. lugubre
minkovae (taxon din SE Bulgariei).

Dorcadion lugubre lugubre reprezinta si el un caz de discordanta intre morfologie si
datele moleculare si cel mai probabil este un taxon hibridogen.

Am demonstrat folosind tehnici moleculare cd un individ cu caractere atipice si
intermediare este un hibrid. Conform haplotipului mitocondrial §i analizei alelelor
genelor nucleare investigate, individul hibrid a rezultat din Tmperecherea unei femele
de D. lineatocolle cu un mascul de D. lugubre minkovae.

DNA barcoding poate fi folosit in Dorcadionini doar in combinatie cu morfologia,
arealografia si mai multi markeri nucleari, din cauza cazurilor frecvente de
hibridizare si capturd mitocondriala.

Tribul Monochamini este o grupare parafileticd chiar daca in interiorul lui exista un
mare grup monofiletic care include genul tip Monochamus, genul Anoplophora si
genurile inrudite cu acestea. Tribul Lamiini in sens restrans este si el o grupare
parafiletica, intrucat Dorcadionini derivd din acest grup. Genurile Morimus si
Herophila sunt mult mai apropiate de Dorcadionini decit de Lamia (genul tip al
tribului Lamiini).

Tribul Dorcadionini este monofiletic (daca se exclude genul Eodorcadion).

Genul Eodorcadion ar trebui transferat in tribul Lamiini datorita pozitiei sale in toate
filogeniile reconstruite in cadrul acestei teze. Aceasta este singura optiune pentru
taxonomistii care accepta si utilizeaza grupari parafiletice. Pentru o clasificare bazata
doar pe grupdri monofiletice, Monochamini §i Dorcadionini sunt sinonime cu
Lamiini.

Distributia tribului Dorcadionini trebuie restransa, grupul avand de fapt limita estica
in estul Kazahstanului si regiunea Dzsungaria din China (nordul regiunii Xinjiang).
Practic Mongolia si Korea sunt excluse complet intrucat n aceste state este prezent
doar genul Eodorcadion care nu face parte din trib.

Dorcadion (Maculatodorcadion) si Dorcadion (Carinatodorcadion) sunt singurele
subgenuri monofiletice. Pentru Dorcadion (Megalodorcadion) monofilia nu a putut

fi testata, intrucat a fost inclusa in analize o singura specie.
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Subgenurile Dorcadion s. str. si Acutodorcadion sunt polifiletic si respectiv
parafiletic, iar Tmpreuna cu subgenurile Megalodorcadion, Maculatodorcadion si
Carinatodorcadion fac ca subgenul Cribridorcadion care este si cel mai mare
subgen, sa fie parafiletic.

Politodorcadion este inclus in Dorcadion s.str. din care si faceau parte toate speciile
pana in 1996, cand a fost descris ca subgen distinct (Danilevsky 1996). Datorita
pozitiei sale filogenetice el poate fi considerat cel mult un subgen (daca se accepta
parafilia).

Iberodorcadion trebuie sa fie tratat ca gen distinct de genul Dorcadion. Propunerile
de a clasifica Iberodorcadion ca subgen nu sunt justificate din punct de vedere
filogenetic, intrucat /berodorcadion pare a fi mai apropiat de genul Neodorcadion

cu care este grup sora.
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