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(A)  Summary

Teza de abilitare intitulatd ,,Variabilitatea geneticd a arborilor si perspectivele
valorificarii acesteia la diferite specii forestiere” sintetizeaza cele mai relevante rezultate ale
activitatii stiintifice si profesionale publicate de catre candidat, Tnainte de depunerea dosarului de
abilitare si dupa obtinerea titlului de doctor, Tn anul 2011. Conform ghidului CNATDCU, aceasta
lucrare prezintd succint evolutia si dezvoltarea carierei academice, stiintifice si profesionale,
demonstrand capacitatea sa de a integra rezultatele si semnificatiile acestora. Totodata, studiul
evidentiaza contributiile personale in contextul cercetarii actuale, atat la nivel national, cat si
international, subliniind importanta, actualitatea si relevanta temelor abordate, precum si
originalitatea si validitatea acestora, printr-o abordare documentata si argumentata.

Chiar daca cercetarile si realizdrile in silviculturd au avut un caracter stiintific profund,
meritd remarcat si caracterul practic, aplicativ, indeosebi a cercetarilor referitoare la reconstructia
ecologicd a unor suprafete de padure, afectate de calamitati, prin tehnologii moderne, integrate
gestionarii durabile a padurilor. Toate acestea conduc la cresterea biodiversitétii ecosistemelor
foresiere prin aplicarea unor tehnologii moderne menite sd asigure reusita regenerarilor mixte
prin utilizarea puietilor containerizati in completarea regenerarilor naturale, in scopul mentinerii
continuitdtii padurilor si gestiondrii durabile a acestora, cu aplicabilitate in zona de munte.

Caracterul preponderent stiintific al cercetarilor si realizarilor este atestat si de modul de
valorificare a rezultatelor, productia stiintifica fiind una consistenta si de calitate prin prisma
revistelor de specialitate in care au fost publicate lucrdrile rezultate. Astfel, rezultatele
cercetarilor s-au concretizat in diferite lucrari stiintifice publicate in reviste indexate in baze de
date academice internationale recunoscute, de exemplu: ISI Clarivate (Web of Science), Scopus,
ProQuest, EBSCO, CAB Direct etc. sau rapoarte de cercetare elaborate Tn cadrul proiectelor de
cercetare si predate beneficiarilor.

Rezultatele cercetdrilor au fost valorificate si diseminate prin prezentarea lucrarilor
stiintifice la diverse conferinte si simpozioane, atat nationale, cat si internationale, precum si prin
publicarea acestora in volume dedicate unor manifestari stiintifice. Rezultatele prezentate in
aceastd tezd evidentiazd mai multe aspecte semnificative legate de activitatea si realizarile
candidatei: principalele directii de cercetare, derulate prin granturi si/sau sustinere institutionala;
publicarea rezultatelor in reviste de specialitate, inclusiv de mare prestigiu din quartilele Q1 si
Q2 conform ISI-WoS — SCIE (Clarivate); vizibilitatea si recunoasterea internationalda a
cercetdrilor prin acceptarea si publicarea in reviste indexate, dar si prin citdrile atrase in

publicatii din principalele baze de date academice (ex. ISI Clarivate, Scopus).
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De asemenea, cercetarile au contribuit la formarea si dezvoltarea unor colective de
cercetare performante, care au obtinut si valorificat rezultate stiintifice semnificative. Echipele
de cercetare includ atat tineri cercetdtori, cat si experti cu experientd recunoscutd, avand
colaborari nationale si internationale. Colectivele implicate nu se limiteaza la membrii institutiei
sau ai universitatilor cu profil similar, ci includ si cadre didactice si cercetitori din alte
universitati, institute de cercetare din tard si institutii internationale renumite pentru performanta
n cercetare.

Tn momentul depunerii tezei de abilitare (2024), candidata are un portofoliu stiintific care
include 17 publicatii indexate in baza de date ISI Clarivate (W0S-SCIE), in jurnale cu factor de
impact (IF). Performantele academice sunt reflectate si prin indicele Hirsch (h-index) 5, care
indicd o influentd notabila a cercetdrilor asupra comunitatii stiintifice, demonstrand relevanta si
calitatea contributiilor stiintifice.

Nascuta intr-o frumoasd zona de munte a Romaniei (Bilbor, judetul Harghita), intr-0
familie de silvicultori, candidata la abilitare a devenit de tanara constienta ca padurea este vitala
pentru Pamant si pentru oamenii planetei, asigurand resursele necesare vietii, reglarea climeli,
alimentarea bazinelor hidrografice, apa curata, dar si purificarea aerului pe care il respiram.
Formarea profesionala si academica denota nu doar angajamentul candidatei in directii de
cercetare de interes major pentru silvicultura din tara noastra, ci si recunoasterea activitatii sale
prin publicatii Tn jurnale stiintifice de prestigiu. Aceste contributii consolideaza pozitia sa in
comunitatea academica, reflectand atat profunzimea expertizei, cit si capacitatea de a aborda

teme inovatoare, cu impact semnificativ asupra domeniului de cercetare ‘Silvicultura’.
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(B) Realizari stiintifice si profesionale si planuri de evolutie si dezvoltare a carierei
(B-i) Realizari stiintifice si profesionale

Introducere

Teza de abilitare cu titlul “Variabilitatea genetici a arborilor si perspectivele
valorificarii acesteia la diferite specii forestiere” este elaborata 1n conformitate cu
reglementdrile legale Tn domeniu si cerintele Consiliului National de Atestare a Titlurilor,
Diplomelor si Certificatelor Universitare (CNATDCU). Tn acest sens, s-au respectat prevederile
art. 300 alin. (2) din Legea Educatiei Nationale nr. 1/2011. Teza prezintd in mod argumentat
realizarile profesionale obtinute dupd acordarea titlului de doctor in stiintd, evidentiind
originalitatea si importanta contributiilor academice, stiintifice si profesionale, precum si
perspectiva unei evolutii independente in cariera de cercetare si/sau universitard, precum si
cerintele CNATDCU din ‘Ghidul orientativ pentru realizarea tezei de abilitare’ conform caruia:
“Teza de abilitare se bazeaza pe rezultatele stiintifice publicate sau pe realizarile profesionale
facute publice anterior depunerii dosarului de abilitare si ulterior obfginerii titlului de doctor,
facand trimitere la respectivele publicatii, sau realizari fara a fi obligatorie reproducerea lor”. De
asemenea, au fost respectate toate celelalte cerinte si reglementdri normative in domeniu,
incluzand reglementarile IOSUD a Universitdtii Transilvania din Brasov privind sustinerea
tezelor de abilitare, iar structura si continutul tezei au fost intocmite pe baza recomandarilor din
‘Ghidul orientativ pentru realizarea tezei de abilitare’ CNATDCU.

Teza de abilitare “Variabilitatea geneticd a arborilor si perspectivele valorificarii acesteia
la diferite specii forestiere” sintetizeaza cele mai relevante rezultate ale activitatii stiintifice si
profesionale valorificate prin publicatii in domeniul ‘Silvicultura’ de catre candidata, anterior
depunerii dosarului de abilitare si ulterior obtinerii titlului de doctor, in anul 2011, in domeniul
‘Horticulturd’, in genetica si ameliorarea plantelor. Acestea sunt prezentate conform ghidului
CNATDCU 1in mod succint, in scopul indicarii evolutiei si dezvoltarii carierei academice,
stiintifice si profesionale, precum si a capacitdtii de integrare a rezultatelor si semnificatiilor
acestora. Totodata, abordarea problematicilor prin prisma realizarilor personale a avut in vedere
stadiul actual al cercetarii stiintifice in domeniu pe plan national si international, evidentiindu-se
in mod argumentat si documentat, atdt importanta, actualitatea si relevanta subiectelor si
problematicilor urmarite, cat si originalitatea si validarea contributiilor personale.

Continutul tezei este structurat conform cerintelor, dupa rezumatul in limba romana si
engleza care prezinta sinteza tezei de abilitare, fiind incluse cele trei sectiuni precizate in ghidul

CNATDCU: (i) prima sectiune, in care sunt prezentate realizarile stiintifice, profesionale si
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academice, principalele tematici si directii de cercetare; (i1) a doua sectiune, in care sunt
prezentate planurile de evolutie si dezvoltare a carierei profesionale, stiinfifice si academice,
precum si directiile de cercetare viitoare si modalitatile de punere in practica a lor; (iii) a treia
sectiune, incluzand referintele bibliografice asociate continutului primelor doua sectiuni.

Rezultatele prezentate in cadrul tezei relevda mai multe aspecte, semnificative pentru
activitatea si realizarile candidatei: directiile principale in care s-au desfasurat activititile de
cercetare, derulate pe baza de granturi si/sau sustinere institutionald; validarea rezultatelor
cercetarii prin publicarea in reviste de specialitate prestigioase, inclusiv din quartilele Q1 si Q2,
ISI-WoS — SCIE (Clarivate); vizibilitatea, actualitatea si recunoasterea cercetdrilor si rezultatelor
obtinute prin acceptarea si publicarea in reviste indexate, precum si prin citdrile atrase in
publicatii din principalele baze de date academice si fluxul de informatii stiintifice (ex. ISI
Clarivate, Scopus); formarea si dezvoltarea unor colective de cercetare performante, in cadrul
carora s-au obtinut si valorificat rezultatele cercetdrilor; componenta diversd a colectivelor
respective, alcatuite atdt din tineri cercetdtori (uneori studenti $i masteranzi, cel mai adesea
doctoranzi), cat si cercetdtori experimentati, cu rezultate exceptionale in cercetare stiintifica;
diversitatea colectivelor si echipelor de cercetare, din care in afara membrilor din propria
institutie sau din universitdti cu acelasi profil, fac parte cadre didactice sau cercetdtori din alte
universitati sau institute de cercetare din tara noastrd, sau din institutii recunoscute pentru
performanta cercetarilor din strainatate.

Dupa cum s-a mentionat, in teza de abilitare sunt sintetizate cele mai relevante rezultate
ale activitatii stiintifice si profesionale valorificate prin publicatii in domeniul ‘Silvicultura’,
ulterior obtinerii titlului de doctor. Acumularile din perioada doctoranturii, si ulterior cele de
cadru didactic la Universitatea de Stiinte Agricole si Medicina Veterinara din Cluj-Napoca au
constituit un fundament stiintific si profesional deosebit de consistent pentru continuarea cu
succes a cercetdrilor dupd sustinerea tezei de doctorat in domeniul ‘Horticulturd’, in genetica si
ameliorarea plantelor, precum si dezvoltarea si integrarea cercetarilor in domenii
interdisciplinare.

Teza de doctorat cu titlul “Studiul variabilitatii genetice la diferite proveniente de larice
(Larix decidua Mill.) din Plantajul Baciu, O.S. Cluj”, sustinuta public la USAMV Cluj-Napoca,
in anul 2011, a reprezentat un studiu complex privind variabilitatea fenotipica, genotipica si
moleculara la diferite proveniente de larice.

Prin conceperea si indeplinirea obiectivelor propuse, precum si prin consistenta si
relevanta rezultatelor, teza a adus o contributie originald si valoroasa la cunostintele existente in
domeniu, atat In Romania, cat si la nivel international, abordand subiecte actuale si de interes in

genetica si ameliorarea laricelui.
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Astfel, continuarea si diversificarea cercetarilor dupa obtinerea titlului de doctor, au
constituit in mod firesc o baza pentru obtinerea unor noi rezultate cu impact stiintific si aplicativ,
precum si pentru dezvoltarea profesionald si evolutia carierei universitare si de cercetator.

Experienta profesionala dobandita in cadrul cercetarilor care au documentat variabilitatea
genetica si ameliorarea arborilor la unele specii de interes forestier, initiate in timpul
doctoranturii, au deschis calea pentru noi abordari stiintifice, precum si directii i teme de
cercetare.

Dintre acestea, o parte semnificativa a cercetarilor efectuate si a valorificarii rezultatelor
obtinute s-a concentrat pe urmatoarele aspecte:

- raspunsul la principalii daunatori Coleophora laricella Hb. (molia miniera a laricelui) si
Adelges laricis Vall. (paduchele 1anos);

- utilizarea markerilor genetici (SSR, RAPD), au condus la identificarea unui polimorfism
molecular larg, care ilustreaza cad originile geografice pot constitui o sursd de germoplasma
valoroasa, respectiv un fond genetic;

- evaluarea unor proveniente de brad (Abies alba) ca potentiale surse de seminte, pe baza
principalelor particularititi morfologice ale materialului semincer si capacitatii de germinare a
semintelor;

- utilizarea unor tratamente eficiente pentru germinarea semintelor si stimularea cresterii
puietilor in faza tanara la salcdm (Robinia pseudoacacia) si identificarea unor resurse genetice
valoroase pentru producerea materialului forestier de reproducere.

Cercetarile si realizarile din domeniul silviculturii au avut un caracter stiintific, fiind
important de subliniat si aplicabilitatea acestora in practicd. Acest aspect este evident mai ales in
cadrul cercetarilor care au vizat: reconstructia ecologica a unor suprafete de padure, afectate de
calamitati, prin tehnologii moderne, integrate gestionarii durabile a padurilor, menite sa conduca
la cresterea biodiversitatii ecosistemelor forestiere; aplicarea unor tehnologii moderne menite sa
asigure reusita regenerarilor mixte prin utilizarea puietilor containerizati in completarea
regenerarilor naturale, Tn scopul mentinerii continuitdtii padurilor §i gestiondrii durabile a
acestora, cu aplicabilitate In zona de munte; respectiv producerea containerizatd a puietilor
forestieri si valorificarea lor ca specii ornamentale in amenajarea spatiilor verzi.

Caracterul preponderent stiintific al cercetdrilor si realizarilor este evidentiat de modul in
care au fost valorificate rezultatele, reflectat prin rezultate stiintifice consistente si de nalta
calitate. Lucrarile rezultate au fost publicate in reviste de specialitate recunoscute, indexate in
baze de date academice internationale prestigioase, precum ISI Clarivate, Scopus, ProQuest,

EBSCO, CAB Direct etc. De asemenea, rezultatele cercetdrilor au fost diseminate prin



Teza de abilitare Truta Maria Alina

prezentarea lucrdrilor stiintifice la conferinte si simpozioane nationale si internationale, fiind
publicate in volumele acestor evenimente sau Th proceedings-uri.

Deoarece ISI Clarivate (Web of Science) ramane o referinta a recunoasterii valorii si
impactului cercetdrii pe plan international, in continuare sunt prezentate lucrarile publicate de
catre candidat in reviste indexate in aceastd bazd de date, pe baza cercetdrilor efectuate si
valorificate ulterior obtinerii titlului de doctor (2011).

Trebuie precizat faptul ca, la momentul depunerii tezei de abilitare (2024), candidata
figureaza cu un numar de 17 publicatii in ISI Clarivate (WoS-SCIE), indicele Hirsch h-index 5.
Cele 17 lucrari stiintifice sunt publicate dupa 2011 (anul obtinerii titlului de doctor), dintre care,

12 in ultimii cinci ani, conform listei cu articole publicate.

Cele mai relevante articole ISI Clarivate, publicate de citre candidata la abilitare,
dupa obtinerea titlului de doctor (2011).

1. Vilcan (Truta) A., Taut 1., Holonec L., Mihalte L., Sestras R.E. (2013). The variability
of different larch provenances on the response to the attack of the main pests and fungal diseases.
Trees Structure and Function. 27(3): 697-705. (IF 2012=1.900) (Q1) WOS: 000319015800020.
https://link.springer.com/article/10.1007/s00468-012-0825-1
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4. Morar, I. M., Dan, C., Sestras, R. E., Stoian-Dod, R. L., Truta, A. M., Sestras, A. F.,
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Holonec, L., Boscaiu, M., Sestras, R. E. (2022). From Seed to Seedling: Influence of Seed
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Capitolul 1
STUDII PRIVIND VARIABILITATEA RESURSELOR GENETICE LA DIFERITE
PROVENIENTE DE LARICE

1.1 Variabilitatea unor proveniente de larice si raspunsul acestora la atacul de boli si
daunatori

1.1.1 Introducere

Laricele (Larix decidua Mill.) face parte din subincrengatura Gymnospermae, ordinul
Coniferales, familia Pinaceae, genul Larix. Genul Larix cuprinde aproximativ 10 specii de arbori
raspanditi in Eurasia si America de Nord (Paques, 2000; Farjon, 2010).

In Europa, laricele are o distributie naturala dispersati si este prezentd in patru zone
geografice (Alpi, Muntii Sudeti, Carpati si Polonia Centrald), unde laricele are uneori statutul de
subspecie sau varietate (Biswas si Mohri, 1997; Geburek, 2010; Bauer, 2012) (Figura 1).

Prima i cea mai extinsa zona de rdspandire a speciei se afld in Alpii europeni, in special
in partea subalpina a Alpilor Centrali continentali, dar specia poate fi intalnita si in alte regiuni
ale Alpilor, pe un interval altitudinal variat. in Alpii de Vest, limita superioara a raspandirii este
la 2300 m, iar limita inferioara variaza intre 1300 m in sud-vest si 450 m in nord-vest. In Alpii de
Est, distributia se concentreaza la altitudini mai mici, avind un climat mai umed. Limita
superioara in aceastd zond este de 1600 m, iar limita inferioard de 300 m. Campiile din Europa
Centrala (Boemia, Moravia si Panonia) separa zona alpind de cea carpaticd, care este divizata in
patru subregiuni. Prima zona se afld in estul Muntilor Sudeti, unde laricele creste intre 300 si 800
m, urmatd de campia poloneza, cu aparitii semnificative intre raurile Oder si Weichsel, la
altitudini de 160-600 m. A treia zona se regaseste in Carpatii de Vest, in special in Muntii Tatra,
la altitudini de 600-1000 m, dar ajungand pand la 1100-1300 m si in zonele adiacente ale
Beskizilor, Fatrei si Muntilor Metaliferi. Ultima zona cuprinde populatii mici si fragmentate in
Carpatii Orientali (1200-1800 m), Carpatii Meridionali (650-1900 m) si Muntii Bihor.

Laricele european creste in principal in amestec cu alte specii, cum ar fi molidul (Picea
abies), bradul (Abies alba), zdmbrul (Pinus cembra), jneapanul (Pinus mugo), pinul silvestru

(Pinus sylvestris) sau fagul (Fagus sylvatica), dar poate aparea si in arborete pure.
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Legend
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Figura 1. Distributia naturala a laricelui (Larix decidua) (Wagner, 2013)

In fiecare dintre aceste zone se gisesc ecotipuri diferentiate morfologic si ecologic,
considerate subspecii ale speciei Larix decidua (ssp. decidua, ssp. sudetica, ssp. carpathica si ssp.
polonica) (Biswas si Mohri, 1997; Farjon, 2010).

In Romania, laricele are o arie naturala de raspandire, fiind intalnit in cinci centre: Muntii
Ceahlau (altitudine de 1400-1450 m), Ciucas (1000-1450 m), Bucegi (1200-1500 m), Muntii
Lotru (670-1900 m, cu o raspandire maxima in aceastd zona) si Muntii Apuseni (600-1200 m),
precum si in numeroase plantatii care Insumeaza mai mult de 200.000 ha cultivate (Matras si
colab., 2008; Mihai si Teodosiu, 2009).

Populatiile de larice din Roménia sunt izolate geografic de celelalte mari zone de
distributie naturald din Alpi si Sudeti, fiind intr-o mare masura fragmentate si situate la marginea
sud-estica a distributiei sale naturale (Mihai si Teodosiu, 2009). Acest lucru face ca populatiile
romanesti de larice sa fie deosebit de sensibile la schimbarile climatice (Hamrick, 2010).

Alaturi de molid (Picea abies) si brad (Abies alba), care sunt cele mai importante specii
de arbori din Europa (Curtu si colab., 2009), laricele (Larix decidua) este, de asemenea, 0 specie
reprezentativd pentru economia europeand (Wenfang si colab., 2008), datorita calitatii sale
superioare a lemnului (Nawrot si colab., 2009), ritmului rapid de crestere (Wang si colab.,
2006), productivitdtii mari (Lukkarinen si colab., 2010) si trasaturilor ornamentale valoroase
(Nagaike si colab., 2010). Este foarte apreciat pentru proprietatile sale mecanice ale lemnului,
culoarea si textura, dar si pentru durabilitatea sa naturald. Rezistenta si durabilitatea il face
potrivit pentru mai multe utilizari, cum ar fi placajele, sinele de constructie, pilonii, stalpii de

sustinere, etc. (Gierlinger si colab., 2004).

11



Teza de abilitare Truta Maria Alina

Padurea, un ecosistem complex cu multiple functii ecologice si economice, reprezinta o
sursa esentiald de materii prime, in special lemn. Cerintele in crestere privind productia de lemn,
atdt din punct de vedere cantitativ, cat si calitativ, sunt frecvent influentate de actiunea
organismelor fitopatogene si entomofage, bolile si daundtorii constituind factori majori care
afecteaza productivitatea si calitatea ecosistemelor forestiere.

Defectele arborilor maturi sunt, in mare parte, rezultatul leziunilor produse in diverse
etape fenologice ale cresterii si dezvoltarii, sub influenta unor factori externi vatdmatori, dintre
care bolile si daunatorii au un impact predominant. Evaluarea starii de sdnatate a ecosistemelor
forestiere, analiza agentilor patogeni, a mecanismelor de raspandire si a intensitatii atacurilor
acestora, precum si a efectelor asupra arboretelor, reprezintd elemente esentiale pentru
implementarea strategiilor eficiente de monitorizare si control al bolilor si ddunatorilor speciilor
forestiere.

Starea de sandtate a speciilor forestiere (de la puiet pana la arborii maturi) este frecvent
afectata de o multitudine de factori biotici sau abiotici. Acestia pot afecta imbolnavirea plantelor
prin modificari majore ale activitatii fiziologice sau structurii celulare, tesuturilor sau diferitelor
organe, 1n cazuri extreme provocand moartea prematura (uscarea).

Studiul a analizat atacul provocat de Hypodermella laricis Tub. (ingdlbenirea acelor de
larice), o boala care determina colorarea in galben a acelor, urmata de uscarea acestora. Pe acele
uscate se formeaza peritecii dispuse Intr-un sir longitudinal median, iar in interiorul acelor se
gasesc ascospori In formd de lacrima. Acesti ascospori patrund in cuticula acelor tinere, iar
miceliul paraziteaza tesuturile subepidermice sau epidermice. Pe parcursul verii, zonele afectate
isi schimba culoarea, dezvoltand pete cenusii, galbui sau brun-deschise.

La arborii din livada semincera studiatd s-a urmarit atacul a doi daunatori care ataca
frunzele de larice: Coleophora laricella Hb. (molia miniera a acelor de larice) si Adelges laricis
Vall. (paduchele laricelui).

Cel mai frecvent mentionat daundtor este Coleophora laricella Hibner, (Lepidoptera,
Coleophoridae), ale carui larve consuma tesuturile acelor, cauzand defolierea si reducerea
cresterii arborilor (Ermolaev si Ermolaeva, 2001). Acest daundtor, cunoscut si sub numele de
molia acelor de larice, este o specie monofaga, strans legatda de genul Larix, apare in principal la
specii precum: L. decidua, L. kaempferi si L. laricina (Habermann si Ott, 2009).

Coleophora laricella este raspandita in intreaga emisfera nordica (Europa, parti mari din
Asia si America de Nord). A aparut initial in zona alpind, ulterior s-a extins pe campiile din
nord-estul Europei (Waring si O’Hara, 2005). In unele locuri, prezinta fluctuatii permanente, iar
in plantatiile artificiale, un focar poate dura pand la 12 ani (Tabakovic-Tosic si colab., 2011).

Fluturele are o anvergura a aripilor de 9-10 mm, femela fiind de dimensiuni mai mici decét
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masculul. Aripile anterioare sunt mai late, de culoare cenusii-cafenii, slab lucitoare, cu franjuri
putine, iar cele posterioare cenusiu-inchise, inguste si cu franjuri. Larva este mica, de culoare
cafenie-roscata sau galbuie-deschis, cu o lungime de 5 mm, capul de culoare inchisa. Pupa este
cafenie-negricioasa, subtire si de 4-6 mm lungime, este adapostita intr-un saculet provenit din
acul minat si retezat. Molia acelor de larice este o specie monovoltina. Ierneaza in stadiul de
larva in saculetii formati in acele de larice atacate. Zborul adultilor are loc incepand cu sfarsitul
lunii mai. Dupa eclozare, larva patrunde in ac, il mineaza si in urma atacului acele se ofilesc si in
cele din urma atacul are aspectul unei vatamari cauzate de ger. Atacul incepe din partea
superioard a coroanei, iar la un atac puternic larvele se lasd pe fire de matase spre partea
inferioara a coroanei. Prin luna septembrie larva taie o portiune dintr-un ac minat facandu-si un
invelis protector, de forma unui sdculet, apoi ele se deplaseazd pe ramuri si tulpini si se retrage
pentru iernare, in crapaturile scoartei sau sub licheni.

Adelges laricis Vall. este o insecta de dimensiuni mici (paduche), ale carei larve inteapa si sug
seva acelor. Specia are un ciclu de dezvoltare de doi ani, desfasurat in sase generatii, utilizand
molidul ca gazda principala si laricele, bradul si duglasul ca gazde secundare. Lungimea corpului
este de 0,8-1,3 mm, larvele de vara inteapa si sug seva acelor de larice, in locul respectiv acestea
indoindu-se si capatand o culoare cenusie. Generatia Sexuales produce gale pe molid, rotunjite,
de marimea unei alune, tari, verde-mat pand la galben si acoperite cu puf ceros-alburiu. Adultii
generatiei a doua (Alta migrans), migreaza de reguld in cursul lunii iunie sau iulie, de pe molid
pe larice, unde depun oudle pe acele de larice. La sapte zile dupa depunerea oudlor (care sunt
protejate pana la ecloziune de femela) ies larvele care se deplaseaza spre baza mugurilor din anii
trecuti, unde hiberneazi pani in primivara urmitoare. In prima decadi a lunii aprilie (la
altitudini joase posibil i in martie) larvele trec prin varstele L2, L3. Adultul numit Sistens, este o
femela partenogenetica fara aripi si depune ouile la baza mugurilor tineri. Inainte de a depune
oudle, femelele produc o pulbere fina, alba. Cu toate acestea, unele adelgide nu alterneaza intre

gazde, completand ciclul de viata de 1 an, cu un numar redus de generatii (Sano si Ozaki, 2012).

Acest studiu relatiile reciproce dintre arborii afectati de diversi ddunatori si boli si a a evaluat
rezistenta/sensibilitatea diferitelor clone de larice la atacurile principalilor boli si ddundtori. Un
alt scop al studiului a fost identificarea agentilor patogeni sau a populatiilor de daunatori
predominanti in functie de directia geografica (nord, sud, est, vest) si pozitia in coroana arborilor

(varf, mijloc, baza).
1.1.2 Material si metode de cercetare

Materialul de studiu a fost alcatuit din clone de larice situate in plantajul Baciu, O.S. Cluy;.

Plantajul este situat in localitatea Baciu, in apropierea orasului Cluj-Napoca, Tn nord-vestul
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Romaniei. Clonele au fost obtinute printr-un program de ameliorare, prin selectie din diverse
populatii geografice, naturale sau artificiale din Roméania (Figura 1.2): Gura Humorului, Valea
Cetatii, Sacele, Valea Popii, Sinaia (situate in nordul Romaniei), Anina si Latorita (situate in
sudul Romaniei). Arborii plus, din care au fost recoltate ramurile altoi, au fost identificati in
aceste populatii de origine (proveniente). Butasii vegetativi au fost altoiti pe portaltoi de larice,
obtinandu-se clonele care reprezintd materialul biologic utilizat in acest studiu, plantate in anul

1975.

\
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Figura 1.2. Populatiile de larice luate in studiu

Plantajul Baciu este situat la 46°80' latitudine nordica si 23°52' longitudine estica, la o
altitudine medie de 357 m deasupra nivelului marii. Pe parcursul studiului au fost inregistrate
urmatoarele conditii climatice generale: temperaturi cuprinse intre -2,1 si 20,5 °C, umiditatea
relativa a aerului intre 46,8 si 96,1%, iar cea mai lunga durata de expunere la soare a fost in luna
iulie. In aceste conditii climatice, o gama larga de daunitori si boli ataci laricele. In perioada de
studiu, cele mai frecvente atacuri analizate au fost cauzate de bolile fungice (Hypodermella

laricis) si de insectele daunatoare Coleophora laricella si Adelges laricis.
Bolile fungice si daundtorii studiati
Clonele din plantaj au fost analizate folosind un design experimental randomizat in blocuri

complete, metoda frecvent utilizata pentru testele clonale in camp ale provenientelor. Pentru a

analiza raspunsul laricelui la atacurile de boli si daunatori, au fost evaluate trei grupuri (replicari)
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de 30 de arbori/parceld pentru fiecare clona (90 de arbori/clond). Pentru a realiza o evaluare
relevanta a densitdtii populatiilor de agenti patogeni si insecte, au fost selectate 12 ramuri/arbore
(patru ramuri din treimea superioara a coroanei, patru din treimea mijlocie si patru din treimea
inferioard). La fiecare nivel, ramurile au fost recoltate din toate cele patru directii geografice (est,

vest, sud, nord) (Figura 1.3).

Figura 1.3 Atacul de boli si daunatori in functie de suprafata coroanei

Pentru a evalua raspunsul arborilor la daunatorii studiati, a fost utilizatd o scala de estimare a
gradului de atac (Tabelul 1), cu un sistem de sase clase pentru evaluarea intensitatii atacului
(Sestras si colab., 2011). Pentru a determina daunele cauzate de C. laricella, a fost luata in
considerare etapa de omida (larvd, din octombrie pana in martie). Numarul de larve si numarul
de lastari au fost utilizati pentru a determina numarul mediu de larve pe lastar. Ramurile selectate
pentru a stabili densitatea populatiei de C. laricella au fost utilizate si pentru a stabili densitatea
populatiei de A. laricis, prin raportarea numarului de adulti la numarul de lastari (Blada, 1977).

Datele inregistrate pentru raspunsul arborilor la atacul de boli si ddunatori au fost calculate ca
valori medii. Diferentele obtinute au fost prelucrate statistic ANOVA, utilizind media
experientei ca martor. Datele au fost prezentate sub forma de medii pentru fiecare clona.

Deoarece arborii plus au fost propagati asexuat prin altoire, rametii obtinuti au mostenit
acelasi genotip ca arborele parinte (original), cunoscut sub denumirea de ortet. Cu exceptia

influentelor asupra interactiunii dintre altoi si portaltoi si, eventual, a unui nivel extrem de scazut
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de mutatie, toti arborii dintr-o clond au fost considerti genetic identici, iar variatia datorata

diferentelor dintre clone a fost interpretata ca variatie genetica totala (Matziris, 1993).

Tabelul 1
Rezultate privind gradul de atac pentru Hypodermella laricis, Coleophora laricella si
Adelges laricis

Gradul de atac/lastar Numaérul mediu de larve pe lastar .
> _ _ . Procent de defoliere
Hypodermella laricis| Coleophora laricella Adelges laricis Estimarea (%)
(valori relative)? (valori absolute)® (valori absolute)® | gradului de atac
0 0 0 Fara atac 0
0.1-1.0 <0.12 <0.03 Foarte slab <10
1.1-5.0 0.13-0.30 0.04-0.08 Atac slab 11-25
5.1-15.0 0.31-0.60 0.09-0.17 Atac mediu 26-50
15.1-30.0 0.61-0.90 0.18-0.25 Atac puternic 51-75
>30.1 0.91-1.20 0.26-1.33 Foarte puternic 76-100

2 Sestras si colab. (2011); ® Blada (1977)

In acest context, variatia dintre clone a fost analizati ca variatie genetica, iar variatia dintre
arbori (replicari) ca variatie de mediu. Astfel, pentru a determina proportia genetica a raspunsului
acestei specii la daunatorii studiati, s-a calculat coeficientul de heritabilitate. Heritabilitatea in
sens larg a fost calculatd utilizind modelul comun: H>=cG? / 6P?, unde 6G? reprezinti variatia
geneticid si 6P? reprezinti variatia fenotipica (Holland si colab., 2003; Piepho si Mohring, 2007;

Sestras si colab., 2008).

1.1.3 Rezultatele experimentale

Raspunsul arborilor la atacul de H. laricis

Media rezultatelor pentru atacul de H. laricis la clonele de larice studiate a prezentat valori
cuprinse intre 3,25 si 5,67, valorile fiind inregistrate la clonele din Anina (atac slab) si Sinaia
(valoarea maxima a atacului). Comparativ cu media experimentei, clonele din Sinaia si Sacele au
inregistrat o intensitate mare a atacului. In contrast, clonele din Anina, Gura Humorului, Latorita
si Valea Cetatii au prezentat o intensitate redusa a atacului (Tabelul 2).

In urma analizei intensititii atacului daunitorului in diferite parti ale coroanei arborilor (varf,
mijloc, baza), s-au observat valori similare, dar neasigurate statistic (Tabelul 3). Cele mai mari
valori ale intensitatii atacului au fost inregistrate la baza trunchiului, cu un procent de 8,10%,
indicand o susceptibilitate mai mare la atacul H. laricis, in comparatie cu media generala a
experientei (7,33%), care a fost considerata varianta martor.

In ceea ce priveste pozitionarea diunitorilor in coroana arborilor, nu s-au inregistrat valori
asigurate statistic, limitele au oscilat Intre directia nord (5,43), care a avut cea mai mare valoare,

st directia vest (3,71), cu cea mai mica valoare, media experientei fiind de 4,50% (Tabelul 4).
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Sinteza rezultatelor privind comportarea arborilor la atacul de boli si daunatori, in functie de

provenienta si semnificatia diferentelor

Tabelul 2

x+ 8 x (Media si abaterile standard pentru valorile atacului)?
Nr. ert. Provenienta
Hypodermella laricis Coleophora laricella Adelges laricis
1. [|Latorita 342 20.67 0.0078 +0.0014 0.1130 =0.0205
7 |Gura Humorului 3.58 £0.50 0.0086 +0.0007 0.1552 =0.0217
3. [Bv. Valea Cetatu 3.92 +0.17 0.0114 +0.0022 0.1166 =0.0169
4. |Shcele 5.00 £0.92 0.0080 +0.0013 0.1409 =0.0074
5. |Anina 3.25 £0.83% 0.0097 £0.0004 0.1206 =0.0130
6. [Sinaia 567 £1.58= 0.0100 +0.0008 0.1428 +0.0093
7. [Bv. Valea Popii 3.75 £0.33 0.0097 +0.0005 0.1455 =0.0120
Media exp. (control) 4.08 0.0092 0.1335
DL 5 % 7.09 0.0053 0.0704
DL 1% 10.74 0.0081 0.1066
DL 0.1 % 17.26 0.0130 0.1713

x = media (media valorilor pentru H. laricis, C. laricella si A. laricis); S X = abaterea standard Tn raport cu media observata
xdeo semnificativ la p<0,01 (* indica pozitiv, iar ® indicd negativ)
2 raspunsul laricelui la atacurile cauzate de boli si daunatori a fost evaluat pe baza scalei prezentate in Tabelul 1

semnificatia diferentelor

Tabelul 3
Sinteza rezultatelor privind atacul de boli si daunatori in coroana arborilor (varf, mijloc, baza) si

Nr. crt.[Pozitia in coroana x + S x (Media si abaterile standard pentru valorile atacului)?
Hypodermella laricis Coleophora laricella Adelges laricis
Varf 6.7143 £0.6190 0.0102 +0.0009 0.1393 £0.0151
2. Mijloc 7.1786 £0.1548 0.0091 +0.0002 0.1253 +0.0010
3. Baza 8.1071 +0.7738 0.0087 +0.0007 0.1081 +0.0161
Media exp. (control) 7.33 0.0093 0.1242
DL 5 % 342 0.0034 0.0451
DL 1% 6.29 0.0062 0.0828
DL 0.1 % 13.94 0.0138 0.1835

x = media (media valorilor pentru H. laricis, C. laricella si A. laricis); S x = abaterea standard in raport cu media observata
raspunsul laricelui la atacurile cauzate de boli si ddunatori a fost evaluat pe baza scalei prezentate in Tabelul 1

Tabelul 4
Sinteza rezultatelor privind atacul de boli si daundtori in coroana arborilor (expozitie: est,
vest, sud si nord) si semnificatia diferentelor

x + 5 x (Media si abaterile standard pentru valorile atacului %)*
Nr. ert] Expozitia in coroani
Hypodermella laricis Coleophora laricella Adelges laricis
1 Est 5.00 +£0.43 0.0096 +0.0010 0.1267 +0.0009
2. Vest 3.71 £0.79 0.0096 +0.0002 0.1264 +£0.0022
3. Sud 3.86 £0.64 0.0097 +£0.0003 0.1181 +£0.0061
4. Nord 5.43 £0.93 0.0086 +0.0008 0.1257 £0.0015
Media exp. (control) 4.50 0.0093 0.1242
DL 5 % 4.02 0.0025 0.0222
DL 1% 6.65 0.0042 0.0367
DL 0.1 % 12.44 0.0079 0.0687

x = media (media valorilor pentru H. laricis, C. laricella si A. laricis); S x = abaterea standard in raport cu media observata
raspunsul laricelui la atacurile cauzate de boli si daunatori a fost evaluat pe baza scalei prezentate in Tabelul 1
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In ceea ce priveste comportarea arborilor la insectele analizate, provenientele de zada
luate in studiu au prezentat diferente semnificative in rezistenta atacului de C. laricella si A.
laricis, in functie de provenienta si pozitia daunatorilor in coroana arborilor. Clonele Latorita si
Gura Humorului au fost mai rezistente la C. laricella, in timp ce Valea Cetatii, Sinaia si Anina
au fost mai vulnerabile. In cazul daunatorului A. laricis, cele mai rezistente au fost Latorita,
Valea Cetatii si Anina, iar cele mai sensibile, Gura Humorului, Sacele, Sinaia si Valea Popii.

Studiul a evidentiat corelatii semnificative intre atacul principalilor d&unétori
(Coleophora, Adelges) si infestarea cu Hypodermella, demonstrand influenta genetica puternica
asupra rezistentei clonelor de larice. Heritabilitatea ridicata (0,602—0,855) indica un rol esential
al genotipului 1n raspunsul arborilor la boli si daunatori, impactul factorilor de mediu fiind redus
(Figura 1.4). Aceste rezultate sustin posibilitatea ameliordrii laricelui prin selectia unor clone

genetic rezistente.
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Coleophora laricella Adelges laricis Hypodermella laricis
Daunitorii analizati

Figura 1.4 Rezultate privind heritabilitatea clonelor de zada la boli si daunatori

1.1.4 Discutii

Hypodermella laricis pare sa fie mai localizata decat alti patogeni ai acelor, este intalnita
frecvent in Alpi si in regiunile invecinate (Butin, 1995), precum si in Italia (Maresi si colab.,
2004). In unele zone, acest daunitor este asociat cu prezenta patogenului Meria laricis, iar
defolierea cauzata de acesti fungi ar putea fi un factor care limiteazd regenerarea laricelui
(Krause si Raffa, 1992). Ambele boli pot fi prezente pe acele aceluiasi arbore, simptomele bolii
apar rapid si pot fi confundate cu daunele cauzate de inghet. Cu toate acestea, inghetul tinde sa
omoare atdt acele, cat si tulpinile tinere, fara a forma corpuri de fructificare (Maresi si colab.,

2004).
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In prezentul studiu, indiferent de pozitia atacului in coroana arborelui, s-au inregistrat
atacuri foarte slabe la clonele din Anina si atacuri slabe la clonele din Latorita, Gura Humorului,
Valea Popii si Valea Cetatii. Pe langa clonele analizate, o intensitate mare a atacului de H. laricis
a fost inregistratd la baza arborilor, expozitie nordica. Rehfeldt (1995) a raportat, de asemenea,
ca atacul de H. laricis este mai accentuat la baza trunchiului. H. laricis poate fi considerata un
locuitor comun si periculos al padurilor de larice. Atunci cand nu este bine identificatd cauza
prezentei simultane a insectelor C. laricella si A. laricis, atacul de H. laricis poate fi confundat
cu atacul acestor insecte (Maresi si colab. 2004). Tn Europa, atacul fungic a fost observat doar
sporadic si pare strict asociat cu conditiile meteorologice din timpul verii si primaverii. in
America de Nord (Patton si Spear, 1983; Palmer si colab., 1986), atacul de H. laricis este
principalul factor limitativ care afecteaza cultivarea laricelui. Astfel, provenienta romaneasca
Anina poate fi recomandatd pentru programele de ameliorare, pentru a oferi gene de rezistenta
Tmpotriva atacului de H. laricis.

Referitor la atacul de C. laricella, intensitati scazute au fost inregistrate la mijlocul si
baza arborilor, iar intensitdti ridicate s-au inregistrat la varful coroanei, pe directiile punctelor
cardinale est, vest si sud. Astfel, rezultatele sunt comparabile cu cele raportate de Habermann si
Ott (1995), care au demonstrat o tendinta de densitati mai mari in partea de mijloc a coroanei
laricelui.

Datele confirma ca atacul de C. laricella a fost foarte slab, iar Ermolaev si Ermolaeva
(2001) sugereaza ca intensitati scazute ale infestarii nu au impiedicat cresterea laricelui. Pe langa
mecanismul genetic care conferd rezistenta laricelui la patogen, mortalitatea larvard depinde in
principal de fiziologia acelor, care poate fi influentata de conditiile de mediu. Diferite conditii de
mediu par sd determine nivelurile de tolerantd la hranire ale arborilor gazda infestati. Astfel,
arborii de larice care cresc in conditii optime pot tolera defolierea periodica de catre C. laricella
(Habermann, 2000; Hodgson, 2001).

Factorii naturali de control, cum ar fi vremea, bolile acelor, pradatorii si parazitii nativi
(Agathis pumila, Cirrospilus pictus, Microtus pumilus), contribuie la reducerea populatiei de C.
laricella (Tabakovic-Tosic si colab., 2011). In contrast, Altenkirch si Winkel (1990) au aritat ci
populatia de C. laricella fluctueaza la intervale regulate fara efecte detectabile ale pradatorilor
sau parazitilor asupra dinamicii populatiei, iar observatiile lui Habermann (2000) au condus la
presupunerea cd mecanismele fiziologice de aparare ale plantei gazdd pot cauza fluctuatiile
ciclice ale C. laricella in mediul sau natural.

Patogenul C. laricella este unul dintre factorii limitativi semnificativi pentru selectia
viitoare a laricelui european, iar Tabakovic-Tosic si colab., (2011) au aratat ca, la varsta de 18

ani, diametrul arborilor neafectati este cu 5,3 cm mai mare decat al celor afectati. Controlul cu
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succes al C. laricella a fost realizat prin introducerea viespilor parazitare sau utilizarea
hormonilor vegetali (Meng si colab., 2011). Pentru majoritatea defoliatorilor, strategia
recomandata este preventia prin tratamente silviculturale care promoveaza diversitatea speciilor
de arbori, structurile din plantaje si densitati moderate.

Clonele cele mai rezistente la atacul de C. laricella au fost provenientele Latorita si Gura
Humorului, care pot fi recomandate ca sursda de gene pentru programele de ameliorare a

rezistentei impotriva atacului de catre C. laricella.

1.2. Studiul variabilitatii genetice privind markerii RAPD si SSR
1.2.1 Variatia genetica si potentiale resurse genetice ale mai multor populatii de larice din

Romania

1.2.1.1 Introducere

Odata cu avansarea tehnicilor de biologie moleculara bazate pe markeri ADN, au fost
dezvoltate metode noi pentru identificarea relatiilor dintre specii, ceea ce a permis o intelegere
mai profunda a originii si gradului de inrudire intre acestea. Descoperirea tehnicii PCR de catre
Mullis in 1984 (Fore si colab., 2006) a marcat un moment esential in genetica moleculara (Rusu,
2007). Aceastd metoda utilizeaza doi primeri complementari specifici capetelor 3' ale secventelor
de ADN ce urmeaza a fi amplificate. Tehnica se bazeaza pe polimorfismul alelic al formelor
parentale, in ceea ce priveste lungimea produsului de amplificare generat cu ajutorul acestor
primeri specifici. Tn anul 1990 au fost introduse mai multe tehnici pentru identificarea
polimorfismelor la nivelul ADN-ului, derivate din tehnica PCR. Aceste tehnici folosesc primeri
cu secventa arbitrard bogati in guanind si citozind ce se leagd la intdmplare in genom, numarul
produsilor de amplificare obtinuti depinzand de complementaritatea primerilor cu secventele de
ADN tinta. Aceste tehnici nu necesitd cunostinte despre secventa nucleotidelor din fragmentele
amplificate, deoarece amplificarea se realizeaza la intdmplare. Prezenta sau absenta unui anumit
produs de amplificare in profilele elecroforetice obfinute in urma migrarii constituie o informatie
importantd pentru evaluarea diversitatii genetice. Polimorfismele care apar indica gradul de
rudenie dintre speciile, subspeciile sau cultivarele analizate, constituind o amprentd genetica
distincta. In functie de lungimea primerilor utilizati, existd trei variante ale tehnicii: RAPD
(Randomly Amplified Polymorphic DNA) — Polimorfisme de ADN amplificate aleator
(Williams si colab., 1990; Parent si Page, 1992; Graham si Mcnicol, 1994); DAF (DNA
Amplification Fingerprinting) — Amprenta obtinuta prin amplificarea ADN-ului; si AP-PCR

(Arbitrary Primers PCR) — Reactia de Polimerizare in Lant ce utilizeaza primeri arbitrari.
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Relatiile la nivel molecular sunt esentiale pentru determinarea functiilor fundamentale ale
ereditatii, variabilitatii si expresiei caracterelor, avand un rol crucial in mentinerea existentei,
diversitatii si continuitdtii materiei vii intr-un mediu in continua schimbare. Comportamentul
caracterelor fenotipice reflecta direct modul de actiune al genelor asociate, permitand astfel
studierea indirectd a proprietatilor genetice prin analiza fenotipurilor, care devin markeri
moleculari. In acest context, selectia asistati de markeri (MAS) poate sprijini eficient selectia
fenotipica (Sestras si colab., 2009).

Imbunatitirile genetice ale laricelui s-au bazat in principal pe infiintarea de arborete
semincere, ameliorare genetica si propagare prin butasi (Larionova si colab., 2004; Oreshkova si
colab., 2006). Diferite studii analizeaza diversitatea genetica, cartografierea legaturilor genetice,
analiza paternitatii si fluxul genetic folosind markeri moleculari care au devenit populari, cum ar
fi ADN-ul polimorfic amplificat aleatoriu (RAPD) si secventele simple repetate intercalate
(ISSR) (Bucci si colab., 1997; Goto si colab., 1998; Shahraji si colab., 2009) sau polimorfismul
lungimii fragmentelor amplificate (AFLP) (Arcade si colab., 2000) si polimorfismele lungimii
fragmentelor de restrictie (RFLP) ale ADN-ului mitocondrial (mtDNA) (San Jose-Maldia si
colab., 2009).

Pentru a preveni reducerea dramaticad a suprafetelor forestiere cauzatd de exploatarile
intensive de lemn si de daunatori, este necesara dezvoltarea unor masuri Orientate spre
conservarea fondului genetic si a diversitatii speciilor. Conservarea laricelui necesita o Intelegere
mai profunda a structurilor genetice si a variatiei populatiilor si speciilor.

Studiul a utilizat esantioane mari si individuale pentru a reflecta in mod precis si obiectiv
resursele genetice, avand ca scop studierea variabilitatii genetice pentru aplicarea unei selectii
eficiente a celor mai valorosi arbori din arboretele de larice. Un alt obiectiv al cercetarii a fost
analiza nivelului de polimorfism si a relatiilor genetice prin tehnica moleculara RAPD, folosind
atat esantioane grupate, cat si esantioane individuale, contribuind astfel cu mai multe date despre

variatia genetica a laricelui.

1.2.1.2 Material si metode de cercetare

Materialul biologic a fost reprezentat de clone de larice obtinute prin altoire si de
arboretele din care au fost obtinute aceste clone. Clonele au fost obtinute printr-un program de
ameliorare, prin selectie din diferite zone geografice ale Romaniei, populatii naturale sau
artificiale (Figura 1.5): Gura Humorului (258 arbori), Valea Cetatii (180 arbori), Sacele (72
arbori), Valea Popii (125 arbori), Sinaia (112 arbori) (situate in nordul Romaniei), Anina (109
arbori) si Latorita (109 arbori) (situate in sudul Romaniei). Arborii plus, din care au fost recoltate

ramurile altoi, au fost identificati in aceste populatii de origine (proveniente).
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Butasii vegetativi au fost altoiti pe portaltoi de larice obtinut din seminte, realizandu-se
clonele care reprezintd materialul biologic utilizat in acest studiu, plantate Tn arboretul seminicer
Baciu in 1975. Plantatia (arboretul Baciu) este situata la 46°8" N si 23°52" E, la o altitudine
medie de 357 m. Conditiile climatice generale inregistrate in timpul studiului au fost: temperaturi
cuprinse intre —2,1 si 20,5 °C, umiditate relativa a aerului intre 46,8% si 96,1% si cea mai lunga

durata a soarelui in luna iulie.

.

Figura 1.5 Pozitia clonelor de larice si arealele de origine

Variatia fenotipica

Pentru evaluarea fenotipicd au fost luati in studiu cate 50 de arbori din fiecare
provenienta, atit din plantajul Baciu, cat si din arboretele din tard. Masuratorile si determinarile
pentru cele sapte clone vegetative din Baciu s-au concentrat pe mai multe caracteristici, n
special pe productivitatea lemnului. Pentru studierea variabilitatii, au fost considerate relevante
urmatoarele caractere: inaltimea arborelui (m), diametrul la 1,30 m (in cm), unghiul de insertie al
ramurilor (grade), grosimea ramurilor (cm) si volumul arborelui (m?) (McComb, 1955; Carter si
colab., 1990; Kang, 1991; Li si colab., 1992; Shearer, 2008). In arboretele de origine, din cauza
varstei arborilor, masuratorile pentru unele caractere studiate in arboretul Baciu nu au fost
posibile. Caracterele masurate in arboretele de origine au fost inaltimea arborelui (m) si

diametrul la 1,30 m (in cm), (Figura 1.5 si Tabelul 5).
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Variatia genetica a probelor analizate
Metoda a presupus selectarea formelor extreme, in acest caz a arborilor elita, atat din arboretele
din tara, cat si din plantajul Baciu. ADN-ul de la 10 arbori din fiecare zona (7 zone in total) a
fost extras, mixat si amplificat. Esantioanele mixte au fost realizate pe baza unor studii
(Schlétterer si colab., 2014; Kraft si Séll, 1999; Yu si Pauls, 1993; Sweeney si Danneberger,
1994 si Kongkiatngam si colab., 1996). In plus, ADN-ul fiecirei clone din plantajul Baciu a fost
extras si amplificat. Extractia ADN-ului s-a realizat pentru fiecare esantion individual, utilizand
un protocol elaborat de Lodhi si colab., 1994. Cantitati egale de ADN individual au fost

amestecate pentru a obtine un esantion mixt de ADN (Schlétterer si colab., 2014).

Talelul 5
Coordonatele geografice ale provenientelor analizate
Plantajul Baciu Supafata (ha) Coordonate geografice Varsta ar:borilor

Altitudine (m) Lat. N Long. E (ani)
Baciu 8.5 357 46°80' 23052/ 34
Arealele de origine
Gura Humorului 9.6 520-570 47°33' 25°53' 125
Valea Cetatii 4.8 800 45°21" 25°36' 100
Sacele 5.0 870-940 45°37 25°42' 85
Valea Popii 6.4 670-700 45°30' 25°30' 100
Sinaia 3.0 750 45°10’ 25°40' 90
Anina 1.8 680-710 45°50' 21°51" 120
Latorita 7.8 1000-1200 45°12' 23°55' 100

Amplificarea fragmentelor RAPD din ADN-ul genomic a fost realizata intr-un volum
total de reactie de 25 pL, contindnd 2 puL ADN genomic, 5 pL tampon, 3 pL MgCI2, 0,5 pL
dNTP, 1,6 puL primer decamer si 0,2 uL. Taq ADN polimeraza. Reactiile au fost acoperite cu apa
sterild. Amplificarile au fost efectuate Tntr-un termociclator programat pentru 49 de cicluri: 40
sec la 90 °C (denaturare), 70 sec la 48 °C (fixare), 120 sec la 72 °C (elongare) si 4 °C pentru
conservare pe termen lung. Pentru electroforeza pe gel de agaroza a ADN-ului, produsele de
amplificare au fost separate pe geluri TAE de agaroza 1,5%, la 60 V/cm timp de 2 ore. Gelurile
au fost colorate cu bromurd de etidiu (0,5 pg/uL) si fotografiate sub lumina UV, iar tehnica
RAPD a fost efectuata pentru toate esantioanele utilizand 15 primeri decameri.

Datele au fost procesate sub forma de valori medii, calculand variabilitatea caracterelor
analizate. In acest fel, a fost realizatd o analiza statistica a variatiei (ANOVA), utilizand testul t,
considerand media experientei ca martor. Variabilitatea caracteristicilor analizate n cadrul
experimentului a fost evaluata pe baza coeficientilor de variabilitate. Mai mult, pe baza acestor

coeficienti (CV < 10%: variabilitate redusa; 10% < CV < 20%: variabilitate medie; CV > 20%:
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variabilitate ridicata), a fost evaluatd uniformitatea trasaturilor luate in studiu pentru toate
provenientele. Numarul total de date binare RAPD a fost marcat pe baza prezentei/absentei
benzilor (Abdulla si Gamal, 2010). Programul FreeTree (Hampl si colab., 2001) a fost utilizat
pentru construirea arborelui filogenetic si pentru analiza bootstrap (distante Jaccard; metoda de
grupare UPGMA). Pentru a analiza corelatia dintre distantele geografice si distantele genetice, a

fost aplicat testul Mantel, 1967.

1.2.1.3 Rezultate

Rezultate privind variatia fenotipica a laricelui

Inaltimea arborilor a prezentat valori diferite la clonele de larice analizate, amplitudine de
variatie a fost cuprinsa intre 9,4 m si 14,4 m (Tabelul 6). Clonele din Gura Humorului si Anina
au prezentat valori mai mari comparativ cu media experimentului, consideratd variantd martor
(Tabelul 6). Diametrul la 1,30 m, o caracteristicd importanta la arbori, a prezentat o amplitudine
cuprinsa intre 21,3 c¢cm (Sinaia, cu o vigoare redusa de crestere) si 27,2 cm (Gura Humorului, cu
o vigoare mare de crestere). Cele mai groase ramuri au fost observate la clonele din Gura

Humorului si Anina.

Tabelul 6
Principalele particularitati fenotipice la clonele si populatiile de larice
Clonele de larice Populatiile de larice
inilt_imea Diametrul Unghiul de Grosimea Volumul inaltimea Diametrul
Origine arborilor (m) | arborilor (cm) |insertie(degrees)| ramurilor(cm) arborilor(m®) | arborilor (m) | arborilor (cm)

(provenienta) 0 T0s 00 o Py Iy o

5% | OV zasx [CVH zesy [CV%]| zasz | OV zisx [CV% zisz |[CV%| zas% | CV%
gma . 143+ 244 272+ 275 |853+£08| 53 56+ 151 142+ 1441312+04| 71 535+ 13.7

umoruiug 0.5%* 0.6%* 0. 2%** 0.3%* 0.7%*
< T4 4 K —— 2 7 2 —
Valea Cetatii | 13.1:0.6 27.6] 256207 33.7 |84.7209| 6.0 | 41202009 289 | 1342041177 1316204 7.9 14612109 18.1
Sacele 11.0+£04 253| 232+08| 351 873+06| 36 | 4802 | 244 | 122204 | 184 303= 6.1 [465=1.1% 196
0.3°

Valea Popu 103+ | 160 22_(?: 215|867+x06| 41 | 4502 | 197 |115+02°| 113 335= 7.1 53.0=0.7% 12.5

0.4° 0.5° e

0.4
Sinaia 11605 21.4| 213= | 276|863+0.8| 5.0 51202* 16.8 [11.2=03%| 14.5 |30.7=04| 7.1 | 51.1=06| 11.0
0.6% T

Amna 144+ 269| 254+£0.7] 296| 86006 3.9 564024 172 | 133203 | 155 331+ 6.5 537+ 92

0.6%* 0.4** 0.5**
Latorita 94+ 145 235+=08| 359|86.7+x06| 4.1 |3.8+x02%| 248 | 12304 | 188 |30.1£04° 6.7 | 502=06| 108

Olsﬂw
Media
exp. 12005 22324007 301(86.1+£0.7| 46 | 4802 | 210 | 126=03| 158 [31.5+04| 69 | 506=08]| 135
(control)

X = media caracteristicilor studiate < S X = abaterea standard raportata la media observata; CV% = coeficientul de variabilitate; *, **, ***/ o o0,
000 Semnificatia pentru P<0.05, 0.01 i 0.001 (¥, **, *** pozitiv; 0, 00, 000 negativ)

In cadrul provenientelor de larice din tara, au fost inregistrate diferente statistic
semnificative (Tabelul 6). Cele mai bune performante in ceea ce priveste inaltimea arborilor au

fost obtinute la arborii din Valea Popii (33,5 m) si Anina (33,1 m). Cele mai mari cresteri in
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diametru au fost inregistrate la arborii care au inregistrat si cele mai mari cresteri in inaltime.
Datele obtinute aratd cad arborii cu cea mai mare vigoare in diametru si inaltime sunt cei din
Anina, Valea Popii si Gura Humor, atat la clonele din Baciu, cat si la arborii din arealele de

origine.

Rezultate privind variatia moleculara

Dintre cei 15 primeri decamerici utilizati pentru amplificare, doar cinci au generat benzi
polimorfice: OPAL-20, OPC-15, OPA-03, OPAB-11 si OPA-18 (Tabelul 7). De asemenea,
Scheepers si colab. (1999) au utilizat patru primeri pentru a identifica diferite specii de larice
(Larix decidua si Larix kaempferi) si hibridul lor interspecific (Larixxeurolepis), demonstrand
ca primerii RAPD sunt un instrument fiabil, rapid si ieftin pentru identificarea speciilor de zada.
Primerii OPA-01 (CAGGCCCTTC), OPB-10 (CTGCTGGGAC), OPB-4 (GGACTGGAGT),
OPB-7 (GGTGACGCAG), OPC-10 (TGTCTGGGTG), OPC-20 (ACTTCGCCAC), OPC-8
(TGGACCGGTG), OPH-20 (GGGAGACATC), OPAB-18 (CTGGCGTGTC) si OPH-10
(CCTACGTCAG) nu au produs loci polimorfici. Din cele 401 loci analizati, 40 au fost

polimorfici si 361 monomorfici, rezultand un indice de polimorfism de 9,9% (Tabelul 7).

Tabelul 7
Primerii utilizati prin tehnica RAPD si rezultatele amplificarii
Nr. . . . 5. . | Numarul total de Numirul de benzi
Praimer Secventia nucleotidica X X . .

crt. ) benzi amplificate amplificate polimorfice
1. OPAL-20 AGG AGT CGG A 69 7

2. QOPC-15 GACGGATCAG 95 9

3. QOPA-03 AGTCAGCCAC 97 11

4. OPAB-11 GTG CGC AATG 71 7

5. OPA-18 AGGTGACCGT 69 6

Total 401 40

Primerul OPAL-20 (Figura 1.6) a generat un maxim de sapte loci. In toate probele, patru
loci principali au fost observati la acelasi nivel, atat in probele combinate, cat si in cele din
zonele de origine (notate cu ,,a”’), precum si in plantajul Baciu (marcate cu ,,b”’). Primerul OPC-
15 a relevat noud benzi/proba, polimorfismul fiind mai evident decat cel generat de primerul
OPAL-20. Cel mai mare numar de loci a fost inregistrat in proba din Sinaia. Primerul OPA-03 a
generat un maxim de 11 loci/proba; polimorfismul generat de acest primer este destul de

relevant.
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Relatiile genetice intre clonele de larice si arealele de origine

Dendrograma (Figura 1.7), calculatd pe baza datelor RAPD, ofera o reprezentare precisa
a relatiilor dintre populatiile de larice studiate din arealele de origine si clonele de larice din
plantajul Baciu. Probele separate prin cele mai mici distante genetice pe dendrograma sunt
clasificate ca fiind strins inrudite, in timp ce probele separate prin distante genetice mai mari
sunt considerate a fi mai putin inrudite.

Dendrograma indicad o diversitate uniformad impartita intre arealele de origine si clonele
de larice din Baciu, desemnate prin literele ,,a” — populatii din arealele de origine si ,,b” — clone
din plantajul Baciu. Se remarcd faptul cd majoritatea arealelor de origine sunt grupate pe aceeasi
ramurd cu provenienta Baciu, cu exceptia a doud cazuri, Valea Cetatii si Sacele, care sunt
pozitionate pe ramuri diferite, dar raman strans inrudite. Conform ecuatiei de regresie (Figura
1.8) si coeficientului de determinare (R = 0,035), nu exista o corelatie pozitiva intre proveniente

influentate de distantele geografice.

Figura 1.6 Rezultatele amplificarii ADN-ului (RAPD) la probele de larice utilizand
primerii OPAL-20, OPC-15, OPA-03, OPAB-11 si OPA-18
Nota: ,,VC” - Valea Cetitii, ,,A” - Anina, ,,L” - Latorita, ,,GH” - Gura Humorului, ,,Si” - Sinaia, ,,Sa” - Sacele, ,,VP” - Valea
Popii, a - probe combinate din standurile arealelor de origine (zonele de origine); b - clone din plantajul Baciu
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Figura 1.7 Dendrograma speciei Larix decidua pe baza markerilor RAPD, utilizand gruparea
UPGMA si similaritatile genetice conform lui Jaccard
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Figura 1.8 Ecuatia de regresie intre distantele genetice si distantele geografice dintre
provenientele analizate (testul Mantel)

1.2.1.4 Discutii
Provenientele de larice Gura Humorului si Anina au prezentat o relatie remarcabild intre
inaltime si diametru. Cele mai mari cresteri in diametru au fost observate la arborii care au

inregistrat si cele mai mari cresteri in inaltime. Relatia intre inaltime si diametru permite

evaluarea eficientd a arboretelor si reprezintd o masurda a productivitatii (Vanclay, 1992).

27



Teza de abilitare Truta Maria Alina

Provenientele de larice Gura Humorului si Anina au Inregistrat valori remarcabile pentru toate
caracteristicile de productivitate studiate. Aceste proveniente pot fi recomandate cu succes
pentru programele de ameliorare cu scopul obtinerii unei productivitati ridicate si pot fi
considerate resurse genetice valoroase.

Schimbarile climatice actuale impun realizarea unui inventar detaliat al resurselor
naturale geografice (Chuine si colab., 2001; Cleland si colab., 2007). De exemplu, cele mai mari
daune din padurile carpatice s-au constatat la conifere. Padurile carpatice au fost afectate timp de
cateva decenii de poluanti atmosferici transportati de vanturi vestice din centrele urban-
industriale din Austria, Germania, Republica Ceha, Polonia, Slovacia si Ungaria (Bruchwald si
Zasada, 2010). Prin urmare, clonele de larice precum Anina si Gura Humorului pot fi
recomandate pentru diverse programe de reimpadurire in Muntii Carpati. In plus, aceste
proveniente prezintd o variabilitate medie spre mare pentru aproape toate caracteristicile
masurate (cu exceptia unghiului de insertie al ramurilor). O variabilitate mare inseamna selectie
eficientd si castiguri genetice promitatoare (Paques si colab., 2010). Variabilitatea genetica larga
pentru o gama diversa de caracteristici, inclusiv forma, cresterea si proprietatile lemnului, ofera
oportunitati de Tmbunatatire genetica a speciilor si hibrizilor de larice (Li si Wyckoff, 1994). De
asemenea, Arcade si colab. (1996) au raportat valori semnificative pentru caracteristicile de
crestere intr-un design factorial de incrucisare folosind larice european (L. decidua) si larice
japonez (L. kaempferi) ca parinti. Pazdrowski (2007) a identificat o corelatie distincta intre
inaltimea arborilor si volumul, respectiv proportia de alburn si duramen in tulpinile arborilor.

Populatiile de larice din care au fost recoltati altoii au prezentat o variabilitate medie spre
mare a caracteristicilor evaluate. In acest sens, provenientele Gura Humorului si Anina au
coeficientii de variatie de 13,7%, respectiv 9,2%, pentru diametrul arborilor, o caracteristica de o
importantd deosebitd. Deng si colab. (2010) au ardtat o corelatie distinctd intre diametrul
arborilor, volumul si densitatea lemnului la hibrizi de larice in varsta de 17 ani. Din perspectiva
ameliorarii arborilor, rezultatele sunt incurajatoare, deoarece selectia surselor de seminte poate fi
bazatd pe caracteristici de crestere cu control genetic ridicat, iar transferul materialului
reproductiv forestier se poate face fara riscuri (Mihai si Teodosiu, 2009; Vilcan si colab., 2013).

Eficienta markerilor moleculari n analiza diversitatii plantelor este bine cunoscutd, iar
acest lucru a stat la baza verificarii relatiilor filogenetice ale genotipurilor de larice reprezentate
de arealele de origine din tara si clonele din plantajul Baciu. Numarul de loci polimorfici/primer
(8 benzi) obtinut este destul de mic, comparativ cu alte studii. Levina si colab. (2008) au obtinut
un total de 36 de benzi/primer folosind 12 primeri aleatori in diferite populatii de larice. Pe de
alta parte, numarul de loci RAPD obtinuti este satisfacator (401), comparativ cu Kozyrenko si

colab. (2004), care au obtinut 457 loci RAPD folosind 17 primeri aleatori in sase populatii de
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larice. Analiza RAPD a ilustrat diferentele genetice dintre provenientele de larice. Se poate
afirma ca unele proveniente reprezintd entitati genetice distincte, identificabile la nivel
molecular. Utilizarea markerilor RAPD cu probe combinate poate fi adecvatd pentru
identificarea genotipurilor in anumite cazuri, insa poate sd nu reflecte cu acuratete variatia dintre
sau Intre genotipuri (Sweeney si Danneberger, 1994). Variatia genetica dintre populatii este
mica, iar diversitatea geneticd In cadrul populatiiloreste mai mare; totusi, sunt necesare studii
suplimentare utilizdnd alte metode de marcare pentru a obtine informatii privind variabilitatea
ADN-ului. Asa cum era de asteptat, rezultatele clusterului genetic au aratat o diversitate
uniforma intre arealele de origine si clonele din plantajul Baciu. Probele separate prin cele mai
mici distante genetice in cluster sunt clasificate ca fiind strans inrudite, in timp ce probele
separate prin distante genetice mai mari sunt clasificate ca fiind mai putin inrudite. Clusterul a
fost Tmpartit in 7 grupuri majore, corespunzator materialului studiat, iar cele mai multe dintre
populatiile de larice din arealele de origine au fost grupate pe aceeasi ramura cu clonele de larice,
cu exceptia a doud cazuri, Valea Cetatii si Sacele, care s-au situat pe ramuri diferite, dar strans
inrudite. Aceastd exceptie poate fi explicata printr-o reprezentare diferitd a indivizilor in proba
combinata (erori de pipetare sau cuantificare a ADN-ului). Pentru a evita astfel de situatii, ar
trebui utilizate dimensiuni mari ale esantioanelor (Schlotterer si colab., 2014). O alta explicatie
ar putea fi ca semintele din Valea Cetétii si Sdcele au avut o origine comund, probabil austriaca.
Clonele de larice sunt grupate in principal cu populatiile din care provin, deoarece speciile
studiate au fost propagate vegetativ. Rezultatele amplificarii unui singur individ (clonele din
plantajul Baciu) dintr-o populatie omogena sunt asteptate sa fie identice cu cele ale unei probe
combinate (populatia de larice din arealele de origine) compusa din indivizi identici.

In ceea ce priveste ecuatia de regresie si coeficientul de determinare (R = 0,035), s-a
constatat o lipsa de corelatie intre distanta genetica si distanta geografica a tuturor provenientelor
analizate. Mai mult, se poate observa o usoara scadere a distantei genetice pe masura ce creste
distanta geografici intre proveniente. In contradictie cu acest rezultat, Zhang si colab. (2013) au
inregistrat o corelatie intre distanta geneticd si distanta geograficd utilizdnd analize RAPD si
ISSR pe 15 probe individuale de Larix gmelinii. De asemenea, Oreshkova si colab. (2013) au
gasit o corelatie semnificativa intre distantele genetice si cele geografice intre populatiile de
larice siberian, larice gmelin pe baza datelor markerilor SSR. Pe de alta parte, studiile privind
laricele european (L. decidua) bazate pe niveluri si modele de variatie a enzimelor au demonstrat
ca nu exista o relatie semnificativd din punct de vedere statistic intre distanta genetica si cea
geografica (Lewandowski si Mejnartowicz, 1991). Prin urmare, sunt necesare studii suplimentare

folosind mai multe metode de marcare pentru a obtine informatii despre variabilitatea ADN-ului.
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In concluzie, studiul de fatd subliniaza faptul ci arborii de larice din Gura Humorului si
Anina au prezentat cea mai mare vigoare, atat in plantajul Baciu, cét si in arealele de origine din
tard. In plus, existd o variabilitate mare care permite o selectie eficientd pentru identificarea
arborilor superiori, favorizdnd obtinerea unor castiguri importante in ameliorare. Diversitatea
fenotipicd semnificativd identificatd In acest studiu a fost sustinutd de un polimorfism molecular
ridicat, ceea ce indica faptul ca populatiile studiate pot reprezenta o sursa valoroasd de material

genetic pentru genofond.

1.3.1 Genotiparea SSR in diferite populatii de larice
1.3.1.1 Introducere

Cunoasterea diversitatii genetice si a structurii populatiilor de larice din Romania este
importantd pentru a elabora strategii de conservare si pentru a evalua potentialul lor de adaptare
la schimbarile climatice, precum si pentru selectie si ameliorare (Young, 2000; Mihai si
Teodosiu, 2009; Marchal si colab., 2017; Vilcan si colab., 2017). Exista putine informatii despre
structura genetica si diferentierea populatiilor de larice. In acest sens, Maier (1992) a gasit o
diferentiere geneticd scazutd intre populatiile din Alpi, Polonia, Republica Ceha si Slovacia.
Nardin si colab. (2015), folosind markeri de repetitie simpla a secventelor (SSR) au identificat o
diferentiere geneticd scazutd intre gradele altitudinale dintr-o populatie naturalda continud de
larice din Alpi. Existd putine informatii disponibile despre diversitatea genetica si structura
populatiilor romanesti de larice. In acest sens, Mihai si Teodosiu (2009) au folosit izoenzime
pentru a caracteriza cinci populatii din Romania de L. decidua si au gasit niveluri de diversitate
similare celor raportate in alte studii din alte zone folosind metodologii similare (Lewandowski
si colab., 2000). Mai recent, Vilcan si colab. (2017), folosind markeri de ADN polimorfism
amplificat aleatoriu (RAPD), au gasit o diferentiere geneticd redusa intre populatiile romanesti
de L. decidua, desi unele proveniente au fost diferentiate la nivel molecular.

Caracterizarea genetica a populatiilor cu markerii moleculari ar putea oferi informatii
relevante despre diversitatea si structura lor genetica (Matras si colab., 2008). Markerii SSR
prezintd mai multe avantaje fatd de alti markeri, deoarece sunt codominanti, abundenti,
raspanditi in intregul genom, robusti, foarte polimorfici si pot fi multiplexati. SSR-urile sunt
utilizate pe scara larga pentru evaluarea diversitatii genetice si a relatiilor intre specii (Gonzélez-
Martinez si colab., 2006). Markerii SSR genomici au fost dezvoltati si testati pentru L. decidua
(Isoda si Watanabe, 2006; Wagner si colab., 2012). Aceiasi markeri au fost utilizati in alte studii
de variatie geneticd a zadei europene (Pluess, 2011; Nardin si colab., 2015), confirmand utilitatea

lor.
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In prezentul studiu, s-a utilizat markeri SSR genomici dezvoltati de Isoda si Watanabe
(2006) si Wagner si colab. (2012) pentru a caracteriza indivizi de L. decidua din sapte populatii
romanesti din diferite zone. Informatiile despre diversitatea, structura si relatiile genetice ale
acestor populatii vor fi utile pentru a concepe masuri pentru conservarea prezenta si viitoare a
diversitatii genetice a speciei L. decidua din Romania, precum si pentru a dezvolta strategii de

selectie si ameliorare a acestei specii.

1.3.1.2 Materialul si metodele de cercetare

Materialul vegetal a fost reprezentat de sapte populatii de Larix decidua din diferite parti
ale Romaniei (Tabelul 8; Figura 1.9). Cinci dintre populatii se afla in partea centrala a Romaniei
(Latorita, Brasov Valea Cetatii, Sdcele, Brasov Valea Popii si Sinaia), una In partea vesticd a
Romaniei (Anina) si una in partea de nord a Romaniei (Gura Humorului). Populatiile aveau
suprafete ale fondului forestier intre 1,8 ha (Anina) si 9,6 ha (Gura Humorului) si intervale de
altitudine ntre 520-570 m (Gura Humorului) si 1000—-1200 m (Latorita) (Tabelul 8). Au fost
colectate ramuri laterale cu frunze tinere, de culoare verde deschis, pentru extractia ADN-ului de
la trei arbori adulti (varsta estimatd intre 80 si 125 de ani) situati in diferite parti ale fondului

forestier din fiecare populatie.

Extractia ADN-ului

ADN-ul genomic total a fost izolat din frunzele tinere, conform protocolului CTAB
(Doyle si Doyle, 1987), cu mici modificari. ADN-ul extras a fost dizolvat in apd Milli-Q si
concentrarea si calitatea acestuia (rapoartele 230/260 si 260/280 nm) au fost verificate initial cu
un spectrofotometru NanoDrop ND-1000 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA).
Pentru esantioanele care nu aveau parametri de calitate ridicati, extractia a fost repetata. Calitatea
acestora a fost confirmata in gel de agaroza la 0,8% si cu un fluorometru Qubit 2.0 (Thermo
Fisher Scientific). ADN-ul a fost diluat cu apa Milli-Q la o concentratiec de 30 ng/uL pentru
amplificarea PCR a SSR-urilor.
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Tabelul 8
Date geografice pentru populatiile de larice
Nr. Provenienta Suprafata (ha) Latitudine Longitudine Altitudine (m
crt. asl)
1. Anina 1.8 45°05'N 21°51E 680-710
2. Latorita 7.8 45°23'N 23°50E 1000-1200
3. Gura Humorului 9.6 47°33'N 25°53E 520-570
4. Brasov Valea Cetatii 4.8 45°38'N 25°36'E 800
5. Sacele 5.0 45°37'N 25°41E 8§70-940
6. Brasov Valea Popii 6.4 45°25'N 25°19E 670-700
7. Sinaia 3.0 45°19'N 25°33E 750
NORWAY
NORTHERN SCOTLAND GREDEN. ESTONIAL. o \coia
’VSZ';" LATVIA
LITHUANIA
ENGLAND 041 AND
BELGIUM GERMANY  POLAND
CZECHR.
FEACE AUSTRIA
D HUNGARY
SLOVENIA OMARA
CROATIA
ITALY BULGARIA

Figura 1.9 Reprezentarea geografica a populatiilor de larice

Genotiparea SSR

Doisprezece markeri genomici SSR (Tabelul 9) dezvoltati de Isoda si Watanabe (2006) si
Wagner (2012) au fost folositi pentru a analiza indivizii de L. decidua. SSR-urile au fost
organizate In doua multiplexuri conform intervalului de marime al alelelor asteptate (Wagner si
colab., 2012) (Tabelul 9). Amplificarea SSR-urilor a fost realizata prin PCR intr-un volum total
de 12 pL, inclusiv 7,21 pL apa, 1,2 pL de tampon PCR 1X, 0,6 uL MgCI2 (50 mM), 0,24 pL
dNTP-uri (10 mM), 0,3 pL primer invers (10 uM), 0,06 uL primer inainte cu coadda M13 (10
uM), 0,24 pL fluorocrom (FAM, VIC, NED si PET; 10 uM), 0,15 uL. Taq ADN polimeraza (5
U/uL) si 2 pL. de sablon ADN (30 ng/uL). Programul PCR folosit a fost urmatorul: 95 °C pentru
3 min pentru denaturare, 30 de cicluri de 30 s la 95 °C urmate de 30 s la 60 °C si 30 s la 72 °C,
iar in final 72 °C pentru 5 min pentru ultimul pas de extensie. Produsele PCR au fost diluate si
secventiate prin electroforeza capilard folosind un secventiator ABI PRISM 3100-Avant

(Thermo Fisher Scientific) utilizdnd un standard de dimensiuni 600 L1Z GeneScan (Thermo
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Fisher Scientific). Fragmentele PCR au fost analizate folosind software-ul GeneScan (Thermo
Fisher Scientific) pentru a obtine electrofotogramele. Polimorfismele au fost analizate cu
software-ul Genotyper DNA Fragment Analysis (Thermo Fisher Scientific).

Prelucrarea datelor

Pentru analiza markerilor moleculare SSR, au fost folosite pachetele software
PowerMarker (Liu si Muse, 2005) si GenAlEx 6.503 (Peakall si Smouse, 2012). Pentru fiecare
locus SSR, au fost calculati urmatorii parametrii folosind pachetul PowerMarker: numarul de
alele (Na), alela majoritara frecventa alelei (f), numarul de alele eficiente (Ne), numarul de
genotipuri (Ng), continutul informativ polimorfic (PIC) calculat astfel:

PIC = 1-3%,p%— i B iie 207D]

(unde n este numarul total de alele detectate, pi este frecventa alelei i, iar pj este frecventa alelei
j) (Botstein si colab., 1980), heterozigozitatea observata (Ho) calculatd ca numarul de alele
heterozigote / numarul total de alele, heterozigozitatea asteptata (He) calculata astfel:

1-3L,p%

(unde pj este frecventa alelei 1) (Nei, 1972), si indicele de fixare (Fis) calculat ca Fis = 1 - (Ho /
He) (Wright, 1965). Un arbore de consens a fost obtinut in PowerMarker cu datele de similaritate
genetica, folosind distanta geneticd a lui Nei (Nei, 1972), pentru a evalua relatiile Intre populatii
prin metoda neighbor-joining (Saitou si Nei, 1987). Suportul ramurilor pe dendrograma a fost
testat prin analiza bootstrap cu 1000 de repetitii utilizand PowerMarker si vizualizat prin
software-ul PHYLIP versiunea 3.67 (Felsenstein, 2007). Analiza variantei moleculare
(AMOVA) a fost efectuatd folosind software-ul GenAlEx 6.503 (Peakall si Smouse, 2012)
utilizand datele celor 12 loci SSR.

Variabilitatea moleculard totald a fost mpartitd in urmdtoarele surse de variatie: intre
populatii, intre indivizi si In cadrul indivizilor. Matricea de distantd genetica (Nei, 1972) intre
diferitele intervale a fost calculata cu pachetul software GenAlEx 6.5. Relatia dintre distantele
genetice si distantele geografice intre indivizi a fost calculata utilizand analiza de regresie liniara.
Structura populatiei a fost estimatd folosind un model bazat pe analiza Bayesiana implementat in
software-ul STRUCTURE 2.3.4 (Pritchard, 2000). Au fost realizate 20 de rulari in
STRUCTURE setind numarul de clustere (K) de la 1 la 7 (numarul locatiilor accesurilor
esantionate). Fiecare rulare a constat intr-o perioadd de burn-in de 5000 de pasi urmata de 50.000
de replicari (MCMC), presupunand un model de amestec si frecvente de alele necorelate. Metoda
AK (Evanno si colab., 2005) a fost utilizata pentru a identifica numarul de clustere (K) folosind
software-ul STRUCTURE HARVESTER 0.6.94 (Earl, 2012). Analiza principalelor coordonate
(PCoA) pentru a reprezenta grafic relatiile genetice dintre indivizi a fost efectuata folosind
software-ul GenAlEXx 6.5.
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1.3.1.3 Rezultate

Rezultate privind caracterizarea si diversitatea SSR

Nu a fost detectatd nici o suprapunere a intervalelor de dimensiuni ale markerilor in
cadrul celor doua multiplexuri pentru loci SSR marcati cu acelasi colorant (Tabelul 9), prin
urmare, cei 12 markeri SSR au putut fi evaluati fara ambiguitate. Pentru cei 12 markeri SSR,
intervalele de dimensiune obtinute se incadreaza in intervalele de dimensiune descrise de
Wagner si colab. (2012).

Tabelul 9

Markerii SSR utilizati, clasa in care au fost inclusi, intervalul de dimensiuni si sursa
markerilor SSR

Markeri SSR Secventa repetitiva Colorant Intervalul de Sursa
dimensiuni (bp)

Multiplex 1

becLK189 (AG)17AT(AG)6 NED 150-172 Wagner si colab. (2012)
beLK211 (CT)16 FAM 188-222 ‘Wagner si colab. (2012)
beLK228 (AG)18 VIC 177-215 ‘Wagner si colab. (2012)
beLK253 (AG)17 NED 195-227 Wagner si colab. (2012)
lardec001529 (Ld30) (AC)18 VIC 114-132 Isoda and Watanabe (2006)
lardec022835 (Ld50) (CA)I8 PET 157-185 Isoda and Watanabe (2006)
Multiplex 2

bcLK263 (TC)20 PET 195-227 Wagner si colab. (2012)
lardec023929 (Ld42) (TG)14 VIC 179-185 Isoda and Watanabe (2006)
lardec024823 (Ld45) (CA)13 FAM 202-212 Isoda and Watanabe (2006)
lardec023228 (Ld56) (AC)16 NED 231-243 Isoda and Watanabe (2006)
lardec022359 (Ld58) (AC)15 FAM 139-171 Isoda and Watanabe (2006)
lardec025807 (Ld101) (AO)12 NED 189-197 Isoda and Watanabe (2006)

Acesti 12 markeri SSR au fost amplificati in toti indivizii, cu exceptia unui individ pentru
fiecare dintre markerii bcLK26, Ld30, Ld50 si Ld101 si a doua individe pentru Ld58, rezultand
intr-un procentaj de date lipsa de 2,38%. Astfel, doar sase din cei 21 de indivizi genotipati au
avut un marker SSR lipsa, in timp ce 15 nu aveau date lipsa.

Toti loci SSR evaluati au fost polimorfici (Tabelul 10), iar toti indivizii genotipati aveau
un profil genetic diferit. Numarul de alele SSR (Na) detectate a variat intre patru (pentru Ld42) si
11 (pentru bcLK253 si bcLK263). Frecventa alelei majore (f) a variat intre 0,214 (bcLK228) si
0,750 (Ld101), in timp ce numarul de alele eficiente (Ne) a variat intre 1,73 (Ld101) si 7,74
(bcLK253), 1ar numarul de genotipuri (Ng) a variat intre sase (Ld101) si 14 (bcLK253) (Tabelul
10). PIC pentru loci SSR a variat intre 0,397 (Ld101) si 0,858 (bcLK253), cu o valoare medie de
0,713, iar toti loci, cu exceptia unuia (Ld101), au avut valori PIC peste 0,5. Heterozigozitatea
observata si cea asteptata (Ho si He, respectiv) au avut valori medii de Ho = 0,542 si ne = 0,738,
rezultand Tntr-un index de fixare mediu (Fis) de Fis = 0,256 (Tabelul 10).
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Tabelul 10
Diversitatea genetica a markerilor SSR in populatiile de larice

SSR locus Ne f N. Ny PIC H H. Fi
beLK189 9 0.333 4.79 7 0.764 0.429 0.791 0.458
beLK211 10 0.500 3.42 10 0.685 0.714 0.707 -0.010
beLK228 10 0.214 7.06 12 0.843 0.667 0.858 0.223
beLK253 11 0.238 7.74 14 0.858 0.857 0.871 0.016
beLK263 11 0375 4.79 11 0.769 0.300 0.791 0.621
Ld30 8 0.325 5.19 10 0.784 0.550 0.808 0.319
Ld42 4 0.500 2.67 7 0.558 0.381 0.626 0.391
Ld45 5 0.333 426 10 0.727 0.571 0.765 0.253
Ld50 6 0.425 3.54 9 0.675 0.300 0.718 0.582
Ld56 6 0.500 3.11 8 0.684 0.810 0.678 -0.104
Ld58 9 0.289 5.78 12 0.806 0.526 0.827 0.363
Ld101 6 0.750 1.73 6 0.397 0.400 0.421 0.050
Mean = SE 792+ 0399+ | 451+051 | 0.67+0.68 | 0713+ 0.542 = 0.738 = 0.256 +

0.70 0.043 0.037 0.055 0.036 0.072

Nota: (N2) numarul de alele, (f) frecventa alelei majore, (Ng) numdrul de alele efective, (Ng) numarul de genotipuri, (PIC) continutul
informational polimorf, (Hy) heterozigotia observata, (H,) heterozigotia asteptata si (Fis) indicele de fixare

Desi au fost gasite intervale largi de variatie intre loci SSR pentru Ho (0,300 la 0,857) si
He (0,421 la 0,871), corelatia dintre acesti parametri a fost redusa (r = 0,327) si nesemnificativa
(P = 0,2989). Aceasta a dus la o variatie larga intre loci SSR pentru Fis, cu valori de la -0,194
(Ld56) la 0,621 (bcLK263) (Tabelul 10).

Rezultate privind analiza clusterului multivariat al populatiilor

Analiza multivariatd a clusterului neighbor-joining a celor sapte populatii studiate arata
ca populatia 3 (Gura Humorului) din nordul Romaniei si de la cea mai joasa altitudine (520-570
m) este diferita fata de celelalte populatii din centrul Romaniei (Figura 1.10). Dintre acestea,
doua clustere sunt clar diferentiate, cu o valoare de bootstrap de 100%, unul contindnd populatia
6 (Brasov Valea Popii), care se afld pe locul al doilea la o gama de altitudine joasa (670—-700 m),
st celdlalt alcdtuit din populatiile ramase. Dintre acestea, valorile de bootstrap de peste 50% sunt
detectate doar pentru nodul care separa populatia 7 (Sinaia) de populatiile 1 (Anina) si 4 (Brasov
Valea Cetitii), care, la randul lor, sunt de asemenea diferentiate printr-0 valoare de bootstrap de
96% (Figura 1.10). Aceste trei populatii ulterioare sunt de la altitudini de 800 m sau mai mici, in
timp ce celelalte doud populatii, adica populatiile 2 (Latorita) si 5 (Sacele), sunt de la altitudini
de peste 850 m. Interesant este ca, cu exceptia populatiei 3, nu se observa o distributie geografica

clara in distribuirea populatiilor (Figura 1.11).
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Pop 3 (Gura Humorului)

Pop 6 (BrasovValeaPopii)
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Figura 1.10 Dendrograma Neighbor-Joining bazata pe distantele genetice ale lui Nei pentru cele
sapte populatii de larice

Structura genetica a populatiilor

AMOVA (Tabelul 11) a relevat ca o parte din variabilitatea genetica observata este
cauzata de diferentele dintre populatii, in timp ce o altd parte este datoratd diferentelor genetice
intre indivizi. Doud treimi din variabilitatea geneticd observatd este datoratd variabilitatii
genetice la nivelul indivizilor, din cauza heterozigozitatii (Tabelul 11). Lipsa structurii
populationale este confirmata cand se studiaza relatia dintre distantele genetice si cele geografice
(Figura 1.11). In acest sens, nu existi o corelatie semnificativa intre aceste distante (r = -0,017; P
=0,7984).

Statistica AK a avut un maxim la K = 4, indicand prezenta a patru clustere genetice in
arborii celor sapte populatii de L. decidua examinate (Figura 1.12). Cu exceptia indivizilor din
populatiile 2 (Latorita) si 4 (Brasov Valea Cetatii), in care toti indivizii din aceste populatii au
apartinut clar aceluiasi cluster genetic, indivizii fiecdrei populatii au fost asignati mai multor

clustere genetice (Figura 1.13).
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Tabelul 11
Analiza moleculara a variantei (AMOVA) intre populatii, intre indivizii din cadrul populatiilor si
in interiorul indivizilor (datorita heterozigotiei) pentru cele sapte populatii de larice, conform
celor 12 markeri SSR

Sursa de d.f. S.S. M.S. Componentele | Procentajul
variatie variantei variatiei
Total 41 188.83
Intre populatii 6 56.33 9.389 0.785 16.63
Intre indivizi 14 65.50 4.679 0.744 15.77
Tn interiorul 21 67.00 3.190 3.190 67.60
indivizilor

srexsbsees

Genetic distance

O T T T T T T T T T 1
0 50 100 150 200 250 300 350 400 450

Geographical distance (km)

Figura 1.11 Relatiile dintre distanta geografica si distantele genetice ale lui Nei (1972), bazate pe
12 markeri SSR

In trei probe individuale, apartinand de la doi indivizi din populatia 3 (Gura Humorului)
si unul din populatia 6 (Brasov Valea Popii), nu S-a putut face o atribuire clara la vreunul dintre
clusterele genetice si au fost considerate admixte intre doud sau trei clustere genetice (Figura
1.14). Primul cluster genetic (I) este compus dintr-un individ din populatia 1, trei indivizi din
populatia 4 si unul din populatia 7; al doilea cluster (II) este cel mai mare si este format din doi1
indivizi din populatia 1, trei indivizi din populatia 2, unul din populatia 5 si doi din populatia 6;
al treilea cluster genetic (I11) este format din doar doi indivizi din populatia 5; iar al patrulea
cluster genetic (IV) din doi indivizi din populatia 7 (Figura 1.14). Doi indivizi din populatia 3
corespund unui amestec intre clusterele I, III si IV, in timp ce un individ din populatia 6 este un

amestec intre clusterele genetice II si IV (Figura 1.14).
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Deltak = mean(|L"(K)]) / sd(L(K))

Figura 1.12 Valorile Delta K pentru doua pana la sase clustere genetice pentru 21 de indivizi de

larice colectati din sapte populatii, Delta K a fost calculat conform metodei lui Evanno si colab.
(2005)

l-a 1-b l-¢ 24 2-b < 3a 3b 3¢ 4a 4b 4¢ 5-a 5b 5¢ 6-a 6b 6« Ta T-b T<

Figura 1.13 Structura estimata a populatiei pentru 21 de indivizi din sapte populatii de
larice, pe baza unui numar de clustere (K) K = 4. Fiecare planta individuala este reprezentata
printr-o bard verticald, impartitd in segmente colorate care oferd o estimare a proportiei de
apartenentd la fiecare dintre cele patru clustere genetice. Fiecare bard este marcatd cu numarul
populatiei (1-7) si individul corespunzator (a—C)

Analiza multivariata PCoA a indivizilor

Cele patru clustere genetice sunt confirmate in analiza multivariatd PCoA (Figura 1.14).
Prima coordonata separd in esenta clusterul genetic I, cu valori pozitive; clusterul genetic I, care
se afla in partea de mijloc a graficului; si clusterele genetice III si IV, care au valori negative
pentru aceastd primd coordonata (Figura 1.14). Aceste doud clustere sunt separate pe
componenta a treia, clusterul III avand valori pozitive si clusterul IV valori negative pentru a
doua componenta principald. Indivizii admisti sunt localizati intermediar intre clusterele din care

fac parte (Figura 1.14).
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Figura 1.14 Analiza coordonatelor principale (PCoA) a similaritatilor bazata pe markerii SSR
polimorfici, pentru indivizii de larice din cele sapte populatii, utilizand primele doud coordonate
principale (PCol si PCo2)

Notii: PCol si PCo2 contribuie cu 20,6% din variatia totald, iar PCo3 contribuie cu 12,3%. Fiecare punct este marcat cu numdrul populatiei (1-7)
Zie ;r;)(tiii(:idul (a—c). Sunt indicate cele patru clustere genetice (I-1V) identificate prin analiza structurii populatiei, precum si indivizii cu amestec
1.3.1.4 Discutii

Strategia dezvoltata de Wagner si colab. (2012) s-a dovedit eficientd in genotiparea
populatiilor romanesti de L. decidua. Astfel, la fel ca in alte lucrari care au utilizat aceiasi
markeri pentru L. decidua (Pluess, 2011; Nardin si colab., 2015), nu s-a observat nicio
suprapunere in intervalele de dimensiuni ale markerilor SSR marcati cu acelasi colorant.
Intervalele de dimensiune obtinute pentru fiecare SSR au fost corelate cu cele obtinute de
Wagner si colab. (2012), desi intervalul de variatie a fost mai restrans in cazul nostru, probabil
datorita faptului ca acesti autori au examinat o zond geograficd mai largad (mai multe tari) a
populatiilor de L. decidua. Interpretarea datelor SSR este deosebit de sensibila la datele lipsa
(Reeves si colab., 2016); totusi, In cazul nostru, rata de date lipsd pentru markerii SSR
individuali a fost zero sau foarte scazuta si, prin urmare, nu a justificat eliminarea vreunui
marker SSR din analize (Nardin si colab., 2015; Reeves si colab., 2016).

Statisticile de diversitate obtinute pentru markerii SSR genomici aratd cad existd o mare
variatie genetica In materialele analizate. Numarul de alele (Na) pe marker este oarecum mai mic
decat cel obtinut de Wagner si colab. (2012) si Nardin si colab. (2015), desi acestia au analizat
un numdr mai mare de indivizi. Totusi, numarul de alele eficiente (Ne) nu diferd semnificativ de
valorile obtinute de Nardin si colab. (2015). Faptul ca numarul de genotipuri (Ng) este in general
diferit si mai mare decat numarul de alele (Na) este un indiciu al prezentei locilor heterozigote
(Guo si Thompson, 1982). Valorile PIC de peste 0,5 sunt considerate ridicate (Pandey si colab.,
2012), iar in cazul nostru toti locii SSR, cu exceptia unuia, au avut valori peste acest prag, ceea
ce indicd faptul cd un numar redus de loci SSR genomici informati, ca cei utilizati de noi, ofera
informatii relevante pentru evaluarea fiabila a diversitatii si structurii genetice la L. decidua
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(Pluess, 2011; Wagner si colab., 2012; Nardin si colab., 2015). In acest sens, valorile PIC
obtinute de noi sunt mai mari decat cele obtinute pentru SSR-uri la L. kaempferi (Chen si colab.,
2015) si similare cu cele ale markerilor SSR informativi din alte specii de conifere, cum ar fi cele
din genul Picea (A'Hara si Cottrell, 2009; Shi si colab., 2014).

Valorile mari pentru heterozigozitatea observatd (Ho) erau asteptate, avand in vedere
reproducerea alogama a L. decidua (Lewandowski si Burczyk, 2000) si dimensiunile mari ale
populatiilor. Valorile heterozigozitatii asteptate (He) au fost, de asemenea, mari, cu o valoare
medie peste 0,7, si similare cu valorile observate pentru aceasta specie (Pluess, 2011) si pentru L.
kaempferi (Isoda si Watanabe, 2006), oferind dovezi suplimentare ale importantei SSR-urilor
utilizate. Dupa cum s-a observat la L. decidua (Pluess, 2011; Wagner si colab., 2012; Nardin si
colab., 2015) si la alte specii de conifere (Mosca si colab., 2012; Leonarduzzi si colab., 2016),
valorile Ho si He au fost destul de similare, ceea ce releva un grad nalt de alogamie si o izolare
geneticd scazutd in materialele evaluate, asa cum s-a observat cu markerii RAPD 1n aceleasi
populatii (Vilcan si colab., 2017). Ca urmare, valorile indexului de fixare (Fis) pentru markerii
SSR au fost scazute si, dupa cum s-au observat in alte studii efectuate la larice (Nardin si colab.,
2015; Vilcan si colab., 2017) si la alte conifere (Leonarduzzi si colab., 2016), in unele cazuri
acestea au fost negative, indicand un exces de heterozigoti fata de cei prevazuti de echilibrul
Hardy-Weinberg pentru acesti markeri (Wright, 1965). In ansamblu, datoriti naturii lor
codominante, gradului 1nalt de amplificare, multiplexarii eficiente, ratei reduse de date lipsa,
polimorfismului ridicat si informativitatii mari, markerii utilizati, care au fost dezvoltati de Isoda
st Watanabe (2006) si Wagner si colab. (2012), sunt de mare utilitate pentru evaluarea
diversitatii si structurii genetice ale populatiilor de larice.

Analiza clusterului celor sapte populatii le-a grupat in principal in functie de intervalele
altitudinale, mai degraba decat de distanta geografic. Intr-un studiu al diferentierii genetice la L.
decidua pe patru intervale altitudinale diferite din Alpii Francezi, Nardin si colab. (2015) au gasit
o0 diferentiere genetica scazutd, dar semnificativa, intre ele. Un rezultat similar, cu doua intervale
altitudinale, a fost obtinut la L. decidua din Alpii Elvetieni (Zhao si colab., 2000) si la L.
kaempferi de pe Muntele Fuji din Japonia (Nishimura si Setoguchi, 2011).

Rezultatele AMOVA dezvéluie un nivel scdzut de structurd geneticd intre cele sapte
populatii, chiar dacd acestea sunt situate la distante de pand la 358 km. De fapt, variatia genetica
intre indivizii din cadrul unei populatii a fost similard cu diferentele intre populatii. Aceste
rezultate sunt in concordanta cu cele obtinute pentru populatiile de L. decidua din Alpi, Polonia,
Cehia si Slovacia (Maier, 1992) si cu un nivel scazut de diferentiere genetica intre parcele si intre
indivizii din aceleasi parcele intr-o populatie de larice european din Alpi (Nardin si colab.,

2015). Majoritatea variatiei genetice a corespuns variatiei la nivel de individ, care se datoreaza
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prezentei diferitelor alele la loci individuali (adicd heterozigozitate). Aceasta situatie este
frecvent intalnitd la arborii forestieri, unde niveluri mari de heterozigozitate sunt intdlnite
frecvent (Gonzalez-Martinez si colab., 2006; Carabeo si colab., 2016; Téth si colab., 2017). In
cazul nostru, nivelurile scazute de structura genetica au implicatii importante pentru scopuri de
selectie si ameliorare, indicand faptul ca o diversitate genetica largad poate fi gasitd In urma unui
singur individ, ceea ce ar rezulta din nivelul inalt de heterozigozitate combinat cu natura alogama
a speciei L. decidua (Lewandowski si Burczyk, 2000). Scaderea structurarii genetice este
confirmata de lipsa corelatiei Intre distantele genetice si cele geografice, ceea ce a fost observat
si cu markerii RAPD 1n aceleasi populatii (Vilcan si colab., 2017). Acest lucru sugereaza ca, in
ciuda habitatelor fragmentate, asa cum se Intdmpla si la alti arbori forestieri (Kremer si colab.,
2012), are loc un flux genetic pe distante mari la specia L. decidua.

Numarul de clustere genetice este mai mic decat cel al populatiilor si, cu exceptia a doua
populatii, indivizii din aceeasi populatie apartin unor clustere genetice diferite. Acest lucru
sprijind din nou ideea unui flux genetic si migratie extinsa la L. decidua (Lewandowski si
Burczyk, 2000; Gonzalez-Martinez si colab., 2006). Un cluster genetic major este distribuit in
cinci din cele sapte populatii, sugerand ca acest fundal genetic poate conferi o adaptare larga. Pe
de alta parte, faptul ca doua clustere genetice mici (III si IV) cuprind indivizi dintr-o singura
populatie, poate fi consecinta unui avantaj adaptativ la conditii de mediu specifice (Hamrick,
2004). Aceasta ar permite mentinerea acestor clustere genetice, in ciuda fluxului genetic extins,
migratiei s1 hibridizarii.

In concluzie, in ciuda dimensiunii limitate a esantionului dintr-o populatie, markerii SSR
genomici foarte informativi (Isoda si Watanabe, 2006; Wagner si colab., 2012) s-au dovedit a fi
utili pentru evaluarea diversitatii si evaluarea structurii genetice a populatiilor de L. decidua din
Romania. Rezultatele aratd ca existd o mare diversitate geneticd a indivizilor heterozigoti in
populatiile de larice din Romaénia si cd, in ciuda distantelor geografice semnificative si a
intervalelor altitudinale ale esantioanelor populatiei, existd o diferentiere genetica limitata. Acest
lucru are implicatii importante pentru conservarea diversitatii genetice a laricelui european intr-
un scenariu de schimbare climaticd, precum si pentru selectia si ameliorarea acestei specii
importante (Matras si Paques, 2008; Marchal si colab., 2017; Vilcan si colab., 2017).
Diversitatea geneticd ridicatd poate, de asemenea, sd faciliteze adaptarea, prin selectie, a

lariceului european la schimbarile climatice.
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Capitolul 2

ANALIZA UNOR PROVENIENTE DE BRAD CA SURSE DE SEMINTE, iN
FUNCTIE DE CARACTERISTICILE SEMINTELOR SI CAPACITATEA LOR DE
GERMINARE

2.1 Introducere

Schimbarile climatice reprezintd o provocare actuald si care vor continua sd conduca la
modificari globale semnificative (Alotaibi, 2023). Predictiile actuale despre schimbarile
climatice viitoare sunt Insotite de un grad ridicat de incertitudine, iar efectele lor asupra padurilor
genereaza o ingrijorare tot mai mare. Schimbarile climatice afecteaza direct sau indirect cresterea
arborilor si productivitatea padurilor (Marsz si colab., 2022; Keenan, 2015). Modificarile
temperaturii §i precipitatiilor, precum si cresterea nivelurilor de dioxid de carbon, au efecte
asupra starii vegetative a arborilor si asupra proceselor biologice, influentand chiar si cele mai
complexe ecosisteme forestiere in diferite moduri. In plus, pierderea biodiversititii constituie una
dintre principalele probleme recente cauzate de schimbarile climatice ( Marsz si colab., 2022;
Koulelis si colab., 2023). Astfel, datoritd modificarii asteptate a mediului inconjurator, zonele
naturale de crestere ale celor mai multe specii vor fi afectate, iar arborii, la fel ca si alte plante,
reactioneaza in moduri diferite la aceste schimbari (Mihai si colab., 2022). Unele specii
forestiere pot prezenta o mare plasticitate fenotipica, iar populatiile existente pot tolera sau se pot
adapta la schimbarile de mediu (Chambel si colab., 2015; Ahirvar si colab., 2020). Avand in
vedere cd se preconizeazd modificdri ale temperaturilor si precipitatiilor, speciile forestiere,
inclusiv coniferele, ar putea deveni tot mai amenintate (Todea si colab, 2020, Richter si colab.,
2012). In consecinta, se considera necesar si se adopte masuri adecvate in gestionarea padurilor
pentru a reduce daunele cauzate de schimbarile climatice si ajustdrile posibile ale distributiei
geografice a speciilor (Roshani si colab., 2022). Pentru a imbunatéti situatia actuala a padurilor st
a contracara riscurile care ameninta fondul forestier in viitor, cercetarea trebuie sa Se concentreze
pe o mai buna Intelegere a raspunsurilor plantelor la stresul abiotc, iar Imbunatatirea genetica a
arborilor trebuie sa fie completata cu tehnici corespunzatoare de reimpdadurire si gestionare a
padurilor (Guo si colab., 2018). Tn acest sens, resursele genetice forestiere sunt foarte importante
si trebuie utilizate pragmatic si eficient in viitor, constituind o resursd de valoare si o piatra de
temelie pentru managementul forestier durabil [Mihai si colab, 2021; Keeling si colab., 2018).
Schimbarile climatice au efecte majore asupra ariei naturale de distributie a speciilor, padurile
fiind supuse unei presiuni severe in acest sens din cauza factorilor biotici si abiotici (Mirzaei si

colab., 2013). In functie de prognozele furnizate in evolutia factorilor climatici si de capacitatea
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speciilor de a se adapta la schimbarile climatice, dezvoltarea resurselor forestiere si gestionarea
lor sustenabild devin politici nationale de mare importanta.

Abies alba Mill. este una dintre cele mai valoroase conifere din Europa, avand functii
ecologice, economice si de protectie a solului importante, si o distributie larga in zonele montane
ale Europei, inclusiv in Carpati (Truta si colab., 2020). Interesul in crestere pentru aceasta specie,
alaturi de recunoasterea faptului cd bradul a fost supus unor masuri silvice necorespunzatoare,
din cauza lipsei de intelegere a ecologiei sale, a activat studii recente din diverse domenii, care
au adus noi perspective asupra ecologiei, structurii si dinamicii populatiilor de brad (Parnuta si
colab., 2011). In plus, semanatul direct al bradului, ca metodd de regenerare artificiali cu o
traditie indelungata in gestionarea padurilor, a fost recent reconsiderat in contextul conversiei
padurilor de molid din centrul Europei (Roman si colab., 2022). Totusi, regenerarea padurilor
depinde de o germinatie bund a semintelor (un procent mare) si de calitatea rasadurilor,
indiferent de metoda de reproducere utilizata pentru impadurire si retmpadurire (Fetouh si colab.,
2014). Chiar si in conditii favorabile de mediu, semintele mature si viabile nu germineaza
frecvent din cauza starii de repaus. Prezenta unui tegument gros opreste patrunderea apei si a
oxigenului care ar activa sdmanta sau impiedicd expansiunea acesteia, in timp ce repausul
embrionar este indus de starea semintei care opreste germinarea. Exista diferente semnificative
intre speciile de arbori in ceea ce priveste cauzele repausului semintelor; totusi, un tratament
simplu de stratificare poate reduce perioada de repaus a semintelor de brad. Stratificarea este
procesul de inmuiere si racire a semintelor inainte de semanat, care imitd conditiile naturale in
care semintele se gasesc iarna in solul umed si rece (Islam si colab., 2009). in semintele de brad,
uleiurile eterice stocate in tegumentul semintei, induc repausul, care dureaza mai multe luni.
Pentru ca semintele stocate sa germineze, este necesar un tratament de stratificare umed-rece de
sase saptdmani, iar semanatul de toamna asigura o germinatie eficientd. Procesul de germinatie
are o importantd semnificativa pentru ciclul de viata al plantei, fiind stadiul initial pentru crearea
unei noi generatii. Avand in vedere starea fragild a puietului, germinatia reprezintd un moment
de vulnerabilitate ridicata (Fetouh si colab., 2014).

Este bine cunoscut faptul ca majoritatea speciilor de arbori forestieri nu produc anual
fructificatii, acest lucru fiind influentat de diversi factori interni si externi, astfel ca productia de
seminte este abundenti doar in anumiti ani, la anumite intervale de timp. In consecint,
imbunatatirea metodelor de productie a semintelor este de mare interes in plantatiile de conifere
(Chiapusio, si colab., 1997). Tegumentul semintelor de brad este bogat in uleiuri esentiale care
au un efect inhibitor asupra germinatiei; astfel, bradul este considerat o specie cu o capacitate
scazuta de germinatie (25%—35%) (Hossain si colab., 2005). Din acest motiv, este necesar sd se

stimuleze capacitatea de germinatie a semintelor prin diferite tehnici. In Romania, nu exista o
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metoda standard pentru brad, dar ghidurile tehnice oferd recomandari pentru productia,
procesarea si conditionarea semintelor forestiere, respectiv pentru productia de material forestier
reproductiv (FRM), inclusiv semdnatul de toamnd, pentru a preveni scaderea procentului de
germinatie, care poate scadea chiar cu 50%, prin pastrarea semintelor pand in primavara
urmatoare (Holonec si colab., 2021).

Pentru a infrunta repausul semintei, diferite tehnici de stimulare fizice sau chimice
actioneaza asupra semintelor, sau integritatea semintei trebuie deteriorati. In conditii naturale,
aceasta deteriorare se produce din cauza actiunii unor factori, cum ar fi temperaturile scazute
(ingheturile) sau temperaturile ridicate (incendii) [45,46]. Tn prezent, sunt utilizate diferite
metode pentru scarificarea semintelor, metoda de scarificare mecanica fiind una dintre cele mai
utilizate (Rajora si colab., 2001). Biostimulatorii, cum ar fi Atonik si Cropmax, sunt utilizati pe
scard larga pentru diferite specii, deoarece imbundtitesc atat germinatia semintelor, cat si
Inradacinarea puietilor. Biostimulentii influenteaza pozitiv majoritatea proceselor vitale ale
plantelor si chiar amplificd energia germinativa a semintelor, asigurdnd obtinerea unor rasaduri
care germineaza mai repede si mai uniform (Aravanopoulos si colab, 2015). Ca si in cazul altor
specii, metodele de stimulare a germinatiei trebuie corelate cu particularitatile ecologice si
biologice ale speciei (Sestras si colab, 2018).

Pornind de la aceste premize, studiul actual a avut ca scop evaluarea mai multor
proveniente de A. alba din Romania pentru a identifica resurse genetice potentiale de interes
silvic cu caracteristici adecvate si pentru a obtine puieti care sd fie utilizati Tn programele de
impaduriri si reimpadurire. Mai mult, au fost investigate influenta a cinci tratamente de stimulare
a capacitatii de germinatie a semintelor de brad, cu intentia de a obtine materiale reproductive de
calitate. De asemenea, au fost luate in considerare interactiunile dintre diferite origini geografice

(adica variatiile genetice si ecologice) si tratamentele efectuate pentru stimularea germinatiei.

2.2 Materiale si metode de lucru

2.2.1. Locatiile geografice ale provenientelor

Au fost recoltate conuri de brad din sapte zone geografice diferite din Romania, din paduri
regenerate natural. Astfel, conurile si semintele utilizate ca material biologic apartin celor sapte
proveniente. Cu exceptia a doud proveniente, arboretele sunt inregistrate in Catalogul National al
Resurselor Genetice Forestiere. Provenienta, judetul, codul, unitatea de productie (UP) si
unitatea amenajistica (u.a.) ale fiecdrei proveniente sunt prezentate in Tabelul 2.1. Locatiile
geografice pentru cele sapte proveniente de A. alba studiate in Romania sunt reprezentate in
Figura 2.1. Toate provenientele provin din zonele Carpatilor Romanesti, cinci dintre ele fiind

situate Tn partea de nord-vest a tarii, una in partea de nord si una in partea centrala.
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Tabelul 2.1

Populatiile de A. alba din Romania care au generat materialul biologic pentru studiu, reprezentat

de conuri si seminte

Nr. Provenienta Judetul Cod Ocolul silvic
1 Valea Bistrei Alba BR-E320-3* O.8.P. Abrud, UPIII, u.a. 228B
2 Somesul Rece Clyj BR-E320-7* 0.5. Somesul Rece UPT u.a. 92A
3 Avrig Sibiu BR-CI120-10* 0.S. Izvorul Florii UPIIT u.a 75A
4 Budescu Maramures BR-A120-22* 0.S. Poieni, UP IV, u.a 96A
5 Sohodol Alba BR, MO-E320-2* 0.S.P. Abrud UP 18C
6 Valea Morii Alba ok 0.S. Valea Ariesului UP V, u.a 39
7 Giérda Seacd Alba ok 0.8. Gérda UP VI, u.a 20H

Nota: *Populatiile si codurile de descriere sunt detaliate conform Catalogului National al Resurselor Genetice Forestiere, Bucuresti 2011 [53];
** Proveniente care nu sunt incluse in Catalogul National al Resurselor Genetice Forestiere.
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Sample 4: 898
Sample 5: 931
Sample 6: 934
Sample 7: 1218
Precipitation
at each sample [mm]
Sample 1: 1018
Sample 2;, 1101
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Figura 2.1 Locatiile geografice ale celor sapte proveniente de brad din Romania si principalele
particularitati ale fiecarei zone
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2.2.2. Caracterizarea conurilor si semintelor de A. alba

Conurile au fost recoltate de la cel putin zece arbori adulti pentru fiecare provenienta, cu
caracteristici favorabile de crestere si calitate superioara a lemnului. Ulterior, semintele au fost
depozitate la o temperatura constanta de 20°C in laboratorul ICHAT, USAMV Cluj-Napoca.
Urmatoarele caracteristici au fost determinate si analizate ca valori medii: lungimea conului
(cm), diametrul conului (cm), masa conului (g), numarul de seminte pe con, lungimea
semintelor, inclusiv aripioara (cm), latimea semintelor (cm), si masa semintelor cu si fara
aripioara (g) (Figura 2.2a). Pentru determinarea masei s-a folosit o balanta de precizie, iar pentru
masurarea lungimii a fost utilizat un software specializat (Digimizer Image Analysis Software

versiunea 6.3.0, MedCalc, Ostend, Belgia) (Figura 2.2b).

The BB Vew Foumet bruge Bewy Kook Wedow Help
TEH® Sw ©wQ sf2aas3INH" O] lmt O5I%
3 LA —=2LLlNO0OOOOND x e M £ 3 » o

€ Ly AT OV s S w GOt s el B

(b)
Figura 2.2 Analize efectuate: (a) extragerea semintelor din conuri si analizele morfologice ale
conurilor si semintelor; (b) masuratori ale conurilor si semintelor, utilizand software-ul
Digimizer, versiunea 6.3.0.

46



Teza de abilitare Truta Maria Alina

2.2.3. Indicii de germinare analizati
Capacitatea de germinare a semintelor a fost analizatda dupa ce semintele au fost sortate

pentru viabilitatea lor, prin procesul flotatiei (Tabelul 2.2).

Tabelul 2.2
Tratamentele folosite pentru stimularea semintelor de brad
Nr. Treatament Observatii
1. Control Fara tratament special, semintele de brad au fost inmuiate timp de 24 de
ore 1n ap4, la 18 °C
2. Atonik Semintele de brad au fost Inmuiate intr-o solutie de biostimulator timp
de 2 ore Tnainte de a fi puse la germinat
3. | Metoda de scarificare Semintele au fost scarificate cu hartie abraziva pana cand tegumentul a
mecanica fost vizibil deteriorat
4. Acetona (80%) Semintele au fost inmuiate intr-o solutie de acetona timp de 10 minute
5. Solutie de acid sulfuric Semintele au fost inmuiate intr-o solutie de acid sulfuric timp de 10
(H2S04 70%) minute

Atonikul este un biostimulator care amplifica capacitatea de germinare a semintelor si
accelereaza aparitia plantelor si cresterea lor uniforma (Aravanopoulos si colab., 2015). Acesta
contine 0,2% ortonitrofenolat de sodiu, 0,3% paranitrofenolat de sodiu si 0,1% 5-nitrogaiacolat
de sodiu.

Pentru a evalua germinarea, semintele au fost udate la fiecare doud zile cu apa de la
robinet si pastrate in conditii similare in laborator, la o temperaturd de 20°C. Semintele au fost
puse Tn vase Petri, iar ca si substrat s-a folosit hartia de filtru. Au fost realizate patru repetitii, cu
50 de seminte pe repetitie, pentru fiecare combinatie, avand in vedere fiecare populatie
(provenienta) si fiecare tratament. Pentru a identifica viteza de germinare, au fost facute
observatii la zilele 4, 7, 10, 14, 21 si 28, pentru toate provenientele si tratamentele.

Pe baza literaturii de specialitate (Fetouh si Hassan, 2014; ), principalii indici ai
germindrii semintelor au fost analizati astfel:

GP (Procentul de germinare, %):

GP = Numarul de seminte germinate pe zi / Numarul total de seminte germinate %< 100

GI (Indice de germinare):

GI = Numarul de seminte germinate / Zile de la prima citire +...+ Numarul de seminte
germinate / Zile de la ultima citire

SE (Viteza de germinare/Energia germinativa):

SE = Numarul de seminte germinate in prima zi de germinare / Numadrul de seminte
germinate in ultima zi de germinare x 100

CRG (Coeficientul de viteza a germindrii):

CRG=n; + ny +-+n,/nyXTy + ny XTh+n3 XT3+ -+ n, XT, x100
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- N1 =numdr de seminte germinate in ziua 1 (T1)
- Nz =numdr de seminte germinate in ziua 2 (T2)
- Np=numadr de seminte germinate in ziua n (Tn)
SVI (Indicele de vigoare a plantulelor):

SVI = [Lungimea plantulelor (mm) x Procentul de germinare] / 100.

2.2.4. Analiza datelor

Dupa verificarea datelor, a fost efectuat testul ANOVA cu un singur factor pentru a
determina daca exista diferente reale intre mediile obtinute pentru caracteristicile conurilor si
semintelor de brad in functie de provenienta. ANOVA bifactoriala s-a folosit pentru germinarea
semintelor, Tn functie de origine si tratamentele aplicate. In cazul unor diferente semnificative
din punct de vedere statistic intre medii, s-a aplicat Testul Multiple Range Test, Duncan (Duncan
MRT) ca test post hoc (p < 0,05) pentru a identifica diferentele dintre medii. In toate cazurile,
rezultatele sunt prezentate ca valori medii ale caracteristicilor analizate + SEM (eroare standard a
mediei). A fost realizatd o analizd multivariata, respectiv analiza componentelor principale
(PCA), pe datele obtinute. Au fost analizate sapte proveniente diferite de brad folosind graficul
de analiza multivariatd a componentelor principale din software-ul Past 4.09 [63]. Analiza a
inclus principalele caracteristici ale conurilor si semintelor, precum si germinarea semintelor in
functie de cinci tratamente distincte pentru Tmbunétatirea capacitdtii de germinare. De asemenea,
a fost realizata o dendrograma, folosind distantele dintre origini si atribute, determinate pe baza

distantelor Euclidiene.

2.3 Rezultate

2.3.1 Principalele caracteristici ale conurilor de brad in functie de proveniente

Principalele caracteristici ale conurilor in functie de provenientele geografice ale speciei
A. alba sunt prezentate in Figura 2.3, ca medii si erori standard ale acestora. Pentru lungimea
conului (Figura 2.3.a), s-au inregistrat valori intre 7,98 cm (Valea Bistrei) si 13,70 cm (Valea
Morii). Provenientele Somesul Rece, Budescu si Géarda Seacd nu au inregistrat diferente
semnificative intre ele. Pentru diametrul conului, cele mai mici valori au fost inregistrate n
provenienta Valea Morii (3,85 cm), in timp ce cea mai mare valoare a fost observatd in
provenienta Garda Seaca (6,2 cm); in ciuda acestor valori medii, Garda Seaca nu a inregistrat
diferente semnificative din punct de vedere statistic fatd de provenientele Avrig si Budescu

(Figura 2.3Db).
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Figura 2.3 Principalele caracteristici ale conurilor de brad in functie de provenientele
geografice

Note: (a) lungimea conului (F = 25,9, p = 0,000); (b) diametrul conului (F = 3,1, p = 0,045); (c) numarul de seminte per con (F = 126,3, p =
0,000); (d) masa conului (F = 31,4, p = 0,000). Literele diferite intre medii indica diferente semnificative din punct de vedere statistic pentru
caracteristica respectiva, la un nivel de semnificatie p < 0,05 (testul Duncan).

Cea mai mare valoare a numarului de seminte dintr-un con a fost inregistrata in
provenienta Garda Seaca, cu 268 seminte/con (Figura 2.3.c), iar pentru masa conului, aceeasi
provenienta a prezentat valori superioare cu diferente semnificative fatd de celelalte proveniente,
nregistrand o medie de 46,43 g (Figura 2.3.d). Cele mai mici valori pentru aceste caracteristici,
cu diferente semnificative, au fost inregistrate in Sohodol cu un numar de seminte intr-un con de

112 si in Budescu cu masa conului de 30,46 g.

2.3.2. Principalele caracteristici ale semintelor in functie de proveniente

La provenientele de brad analizate, s-au inregistrat diferente semnificative pentru
principalele caracteristici ale semintelor (Figura 2.4). Pentru lungimea semintei, provenienta
Valea Morii a prezentat valori superioare, cu o medie de 2,54 cm, inregistrand diferente
semnificative fatd de toate celelalte proveniente de brad. Cea mai mare valoare a latimii
(grosimii) semintei a fost inregistrata pentru provenienta Valea Bistrei (0,87 cm), in timp ce

provenientele Budescu si Sohodol au inregistrat cele mai mici valori, ambele de 0,78 cm.
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Figura 2.4 Principale caracteristici ale semintelor in functie de provenientele geografice,
exprimate ca medii = EPM (respectiv, valoarea F si valoarea p, test ANOVA)

Nota: (a) lungimea semintei (F = 3.2, p=0.041); (b) latimea semintei (F = 3.2, p = 0.041); (c) masa semintei (F = 4.7, p = 0.010). Literele diferite
intre medii indica diferente semnificative din punct de vedere statistic pentru caracteristica respectiva, la un nivel de semnificatie p < 0.05 (test
Duncan).

Intre celelalte proveniente (Somesul Rece, Avrig, Valea Morii si Garda Seacd) nu s-au inregistrat
diferente semnificative statistic. Semintele cu cea mai mare masd dintre toate zonele geografice

s-au observat Tn provenienta Garda Seaca (Figura 2.4).

2.3.3. Germinarea semintelor de brad

Germinarea semintelor (%) a prezentat diferente semnificative in functie de provenienta
geografica si de tratamentul de stimulare (Figura 2.5). S-au inregistrat diferente si intre valorile
medii ale germinarii semintelor calculate pe baza interactiunii dintre tratament si provenienta (T
x P), cu oscilatii intre 5% si 60% (Figura 2.5a). Limitele de variatie ale germinarii semintelor, in
functie de provenienta geografica, indiferent de tratament, au fost intre 26% (Sohodol) si 48%
(Garda Seaci) (Figura 2.5b). In functie de influenta tratamentelor aplicate semintelor, indiferent
de provenientd, cel mai mic procent de germinare (12,9%) a fost Inregistrat la tratamentul cu

H2SOs, iar cel mai mare procent (8,6%) a fost inregistrat la aplicarea solutiei cu Atonik (Figura
2.5¢).
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Figura 2.5 Influenta factorilor experimentali asupra procentajului de germinare a semintelor (%),
exprimate ca medii + EPM (respectiv, valoarea F si valoarea p, test ANOVA)

Not: (a) influenta combinati a celor doi factori experimentali: tratament si provenientd geografica (T x P) (F = 79.2, p = 0.000); (b) influenta
unilaterald a provenientei (P: P1-Valea Bistrei; P2-Somesul Rece; P3-Avrig; P4-Budescu; P5-Sohodol; P6-Valea Morii; P7-Garda Seaca) (F =
5374.5, p = 0.000); (c) influenta unilaterald a tratamentului (T: T1-control; T2-Atonik; T3-scarificare; T4-acetona; T5-H,SO,) (F = 281.4, p =
0.000). in cadrul fiecdrei interactiuni (T x P), provenienta sau tratamentul marcat au indicat diferente semnificative.

2.4. Indicii de germinare

Principali indicii de germinare ai semintelor de A. alba prezinta diferente semnificative in
functie de tratamentele de stimulare a germindrii si de originile geografice (Tabelul 2.3).
Tratamentul cu Atonik a determinat cea mai mare valoare a indicelui procentului de germinare
(GP) (%), care a variat intre 40% pentru provenienta Sohodol si 60% pentru provenienta Garda
Seaca.

Cele mai mari valori pentru indicele de germinare (GI) au fost Tnregistrate in Valea
Bistrei pentru semintele din varianta control (GI = 1,3) si de provenienta Garda Seacd pentru
semintele tratate cu Atonik (GI = 1,3). Viteza de germinare (SE) a variat intre 11,1 si 100,0, iar

coeficientul de vitezd a germinarii (CRG) a oscilat intre 2,3 si 10,3. Indicele de vigurozitate a

plantulelor (SVI) a prezentat valori cuprinse ntre 0,29 (H2SO4/Sohodol) si 7,57 (Atonik/Géarda

Seaca).
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Tabelul 2.3
Principali indicii de germinare ai semintelor de A. alba in functie de tratamentele de stimulare a
germindrii $i provenientele geografice

. Indicii de germinare !
Treatment Provenienta
’ GP GI SE CRG SVI
Valea Bistrei 45.02 132 3332 1032 4.8°%
Somesul Rece 35.0° 0.4¢ 28.6° 53¢ 44c
Control Avrig 40.0° 0.5¢d 12.54 53¢ 29¢
(Fara Budescu 35.0¢ 04¢ 28.6°% 53¢ 3.8d
tratament) Sohodol 35.0°¢ 0.4¢ 28.6° 53¢ 3.0¢
Valea Morii 4502 08¢ 11.1¢ 7.2% 43¢
Garda Seaca 50.02 1.1% 20.0¢ 7.5% 6.12
Valea Bistrei 45.0° 08¢ 11.14 59¢ 4.7%
Somesul Rece 55.0° 1.1° 18.2°¢ 6.5° 7.102
Avrig 450° 0.6¢ 22270 59¢ 33¢c
Atonik Budescu 450° 1.0® 22.2% 8.02 49°
Sohodol 40.0 ¢ 08¢ 12.54 7.72 3.7¢
Valea Morii 50.0 @ 1.0° 20.0 be 6.5° 46°
Garda Seaca 60.0 2 132 2508 7.37® 7.62
Valea Bistrei 30.0¢ 03¢ 16.74 234 3.1c¢
Somesul Rece 30.0¢ 03¢ 50.0° 540° 3.70
Avrig 30.0¢ 05°% 50.0° 6.52 22¢
Scarificare Budescu 35.0b 05°b 28.6¢ 560 3.7k
Sohodol 25.04 03¢ 60.02 6.0 2.1¢
Valea Morii 30.0¢ 03¢ 50.0® 48¢ 2,74
Garda Seaca 55.02 122 27.3¢ 6.52 6.52
Valea Bistrei 35.0¢ 0.5¢ 28.6¢ 5.9 b 3.72
Somesul Rece 25.0b 03¢ 60.02 55¢ 320
Avrig 35.0¢ 0.5¢ 4290 6.5° 25¢
Acetoni Budescu 35.0° 0.6° 1434 5.9bc 372
Sohodol 25.0¢ 0414 40.0° 6.0 b 2114
Valea Morii 30.0d 03¢ 16.74 4,74 26¢
Gérda Seaci 35.02 0.72 1432 742 382
Valea Bistrei 10.04 0.1¢ 50.0¢ 5.7b 1.04
Somesul Rece 5.0¢ 0.0¢ 100.0 2 364 06f
Avrig 20.0° 02°% 25.04 48¢ 14¢
H2S04 Budescu 150¢ 0.1¢ 66.7° 43¢ 1.6°
Sohodol 5.0¢ 0.0¢ 100.02 3.6¢ 0.3¢
Valea Morii 10.04 0.1¢ 50.0¢ 570 0.9¢
Garda Seaca 2502 0.52 20.04 6.5% 2.7%

Nota: Indicii de germinare: GP-procentul de germinare; Gl-indicele de germinare; SE-viteza de aparitie; CRG-coeficientul vitezei de germinare;
SVI-indicele de vigoare al rasadurilor. Pentru fiecare index si tip de tratament, diferentele semnificative intre mediile provenientelor sunt ilustrare
cu litere diferite (Testul Duncan pentru multiple intervale, p < 0.05).

Conform datelor prezentate in Figura 2.6, analiza post hoc a evidentiat similaritati intre
anumiti indici de germinare, calculati ca valori medii pe intregul experiment la cele sapte
proveniente de brad. Unele similaritati vizibile in grafice au fost confirmate si statistic prin testul

Duncan MRT. De exemplu, tratamentele de stimulare a germindrii au avut efecte identice in ceea

ce priveste procentul de germinare (GP) si indicele de germinare (GI) (Figura 2.6a, b). Pentru

52



Teza de abilitare Truta Maria Alina

ambii indici analizati, Atonikul a determinat cele mai mari valori, iar H2SO4 a determinat cele
mai mici valori. De asemenea, au fost inregistrate valori extreme, pozitive In cazul solutiei cu
Atonik si negative In cazul H2SOs, pentru viteza de germinare (CRG) si indicele de vigurozitate

al plantulelor (SVI).

AB AB .
Control 1.20 Control Control

Scarification

(@) (b) (©)

Acetone

Scarification

(d) (e)
Figura 2.6 Influenta tratamentelor de stimulare a germinarii semintelor asupra indicilor de
germinare, calculati ca medii ale celor sapte proveniente de brad (medii £ SEM)
Nota: (a) procentajul de germinare (GP); (b) indicele de germinare (GI); (c) viteza de aparitie (SE); (d) coeficientul vitezei de germinare (CRG);
(e) indicele de vigoare al rasadurilor (SVI). Pentru fiecare indice, diferentele semnificative intre medii sunt ilustrate cu litere diferite (Testul
Duncan pentru multiple intervale, p < 0.05).

B
Acetone

Tn Figura 2.6d, e, formele graficelor sunt relativ apropiate pentru cei doi indici, in timp ce
diferentele Tnregistrate au fost pentru tratamentele de scarificare a semintelor si utilizarea
acetonei. Cele mai evidente diferente intre indicii de germinare au fost inregistrate pentru viteza
de germinare (SE) (Figura 2.6d). Pentru acest indice, solutia de Atonik a determinat cea mai
mica valoare, iar tratamentul cu H2SO4 a determinat cea mai mare valoare, urmata de scarificarea

semintelor.

2.5. Analiza multivariata

Analiza componentelor principale (PCA) ilustrata in Figura 2.7 oferd o prezentare
sintetica a dimensiunii setului de date reprezentate de variabilele caracteristicilor morfologice ale
conurilor si semintelor provenite din sapte proveniente de brad din Romania, precum si a

germindrii semintelor in functie de cele cinci tratamente de stimulare. Prima componentd a PCA,
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sau PC1, a ilustrat 54,0% din variatia totalda masurata, in timp ce a doua componenta, sau PC2, a
ilustrat 23,5%.
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Figura 2.7 Dendrograma ierarhica a analizei de cluster - metoda UPGMA (Metoda
Grupurilor Pereche Neponderate cu Media Aritmetica) - indicele de similaritate (Euclidian),
bazatd pe trasdturile conurilor si semintelor analizate din sapte surse romanesti de brad si
germinarea semintelor (G%) folosind cinci tratamente de stimulare a germinatiei (Control;
Atonik; Scarificare; Acetona; H2SOs) aplicate semintelor

PCA evidentiaza locatiile opuse ale provenientelor Garda Seaca si Sohodol si distanta
foarte mare dintre acestea. In schimb, populatiile Avrig si Budescu, in coltul din dreapta jos, sunt
pozitionate la o distantd apropiatd. Provenientele Somesul Rece si Valea Bistrei se afla intr-0
situatie similard, Tn partea din stdnga sus. De asemenea, se observa ca toate caracteristicile
morfologice ale conurilor si semintelor se afla la dreapta axei O-Y, dar unele sunt in sfertul
superior si altele in sfertul inferior. In aceleasi sferturi se afld si valorile germinirii semintelor
din cele cinci tratamente de stimulare a germinarii, cu o dispersie relativ scazuta.

Figura 2.8 prezintd provenientele geografice si caracteristicile morfologice ale conurilor
si semintelor, precum si germinarea semintelor supuse celor cinci tipuri de tratamente de
stimulare, baz&ndu-se pe gruparea variabilelor si nivelurile lor de similaritate. Dendrograma
valideaza rezultatele dispersiei, atat in ceea ce priveste modelul de formare a clusterelor, cat si
nivelurile de similaritate sau distanta clusterelor ce contin provenientele investigate la brad.
Distanta fata de restul populatiilor la provenienta Garda Seaca este evidentiatd in gruparea
verticald pentru origine (subliniatd si de PCA). De asemenea, se confirma relatia stransa dintre

provenientele Avrig si Budescu, precum si dintre provenientele Somesul Rece si Valea Bistrei.
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Figura 2.8 Analize multivariate pentru caracteristicile studiate: clustere ierarhice,
algoritmul grupului pereche (UPGMA), indicele de similaritate Euclidian al conurilor,
semintelor si germindrii, respectiv al celor sapte proveniente geografice de brad

in clusterul de mai sus, sunt diferentiate doud subclustere, cel de sus avand doar doua
ramuri, pe care sunt plasate latimea semintei si masa conului, iar cel de jos contine multiple
subclustere. Lungimea conului si lungimea semintei sunt grupate intr-un singur subcluster (cel de
jos), in timp ce diametrul conului se afli pe o ramura distinctd. In cadrul acestuia, apropierea
asteptata dintre masa semintelor cu si fara aripi este confirmatd. Numarul de seminte din con este
pozitionat pe o ramura apropiatd. Germinarea semintelor este aranjatd in functie de tratamentul
de stimulare pe subclustere subordonate si este completatd cu un subcluster comun in care
tratamentele cu acetona si scarificarea sunt strans grupate. Omogenitatea in Garda Seaca pentru
trasaturile analizate este foarte vizibild pe planul vertical al hartii, cu tendintd spre maxim in
majoritatea cazurilor. In schimb, o omogenitate mare este observati in directia opusa, spre o
lipsa de corelatie, la provenienta Sohodol.

Au fost gasite asocieri statistic semnificative prin calcularea coeficientilor de corelatie
Pearson intre caracteristicile examinate ale conurilor, semintelor si germinarea semintelor (G%)

in functie de tratamentele de stimulare (Tabelul 2.4).
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Tabelul 2.4
Correlatiile Pearson intre perechile de trasaturi analizate si germinarea semintelor G%, in
functie de tratamentele folosite (sub diagonald) si valoarea p a corelatiei (deasupra diagonalei)

Trasaturi corelate 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13
1. Lung. con 0.96 | 0.31 | 057 0.09 | 090 |0.19| 0.11 | 0.80 | 0.10 | 0.45 | 0.90 | 0.80
2. Diam. con 0.02 0.09 | 053 | 053 | 057 |0.14| 0.14 | 044 | 0.69 | 0.13 | 0.05 | 0.01
3. Nr. sem./con 0.45 | 0.69 0.42| 0.66 | 0.74 | 0.00 | 0.00 | 0.07 | 0.03 | 0.00 | 0.01 | 0.02
4. Greut. con 0.26 |-0.29| 0.37 0.60 | 0.01 {0.31| 052 | 0.19 | 0.08 | 0.44 | 055 | 0.84
5. Lung. sem. 0.68 |-0.29| 0.21 | 0.24 0.93 {059 | 0.46 | 044 | 0.46 | 0.61 | 0.93 | 0.86
6. Latim. sem. -0.06 |-0.27| 0.15 | 0.87 | -0.04 0.66 | 0.95 | 0.22 | 0.38 | 0.82 | 0.66 | 0.90
7. Greut. sem. ! 0.56 | 0.62 ! 045| 0.25 | 0.20 0.00 | 0.10 | 0.02 | 0.01 | 0.03 | 0.02
8. Masa sem. 2 0.65 | 0.62 | 0.92 | 0.30 | 0.34 |-0.03 ! 0.22 | 0.04 | 0.01 | 0.07 | 0.04
9. G%-Control 0.12 | 0.35 | 0.71 | 056 | 0.35 | 0.53 | 0.67 | 0.53 0.26 | 0.07 | 0.02 | 0.10
10. G%-Atonik 0.67 | 0.19 | 0.80 | 0.70 | 0.34 | 0.40 | 0.84 | 0.78 | 0.50 0.05 | 0.23 | 0.36
11. G%-Scarificare 0.34 | 0.63 ! 0.35| 0.23 | 0.11 {0.90 | 0.87 | 0.73 | 0.76 0.00 | 0.04
12. G%-Acetona 0.06 | 0.75 | 0.90 | 0.27 | 0.04 | 0.21 | 0.81| 0.72 | 0.84 | 0.53 0.00
13. G%-H2S04 0.12 | 0.90 | 0.85 | 0.09 | -0.08 | 0.06 [ 0.82 | 0.77 | 0.68 | 0.41 | 0.79

Corelatia este semnificativa la nivelul p < 0.05; 0.01; 0.001 (bilateral). ! Masa semintelor cu aripi; > Masa semintelor fara aripi.

Toate corelatiile validate statistic au fost pozitive, nu s-au gasit corelatii semnificativ
negative intre perechile de variabile investigate. Nu au fost observate corelatii apropiate intre
caracteristicile morfologice ale conurilor (lungimea si diametrul), ale semintelor si germinarea
semintelor, cu o singurd exceptie. Aceasta a fost reprezentatd de corelatia neasteptatd dintre
diametrul conului si germinarea semintelor dupa tratamentul cu acid sulfuric (r = 0.90 **).

Numarul de seminte din con si masa semintelor au fost corelate intre ele, dar au fost
corelate si cu majoritatea variabilelor analizate. S-a constatat cd existd o corelare stransa cu
procentul de germinare al semintelor care au fost tratamente cu solutie de Atonik, acetona,
scarificate si H2SO4. Un rezultat interesant a fost ca, procentul de germinare al semintelor
netratate (fard stimulare a germindrii) nu a fost influentat semnificativ de numarul de seminte din
con sau de masa semintelor cu aripi sau fara aripi. Corelatiile pentru germinarea semintelor (G%)
in functie de tratamentele aplicate au fost inregistrate astfel: acetona-scarificare, H2SOs-acetona
(p < 0.001); acetona-control/netratate (p < 0.01); scarificare-Atonik, H>SOjs-scarificare (p <
0.05).

2.6 Discutii

Imbunatatirea calititii semintelor de brad este o provocare, iar capacitatea de germinare
variaza substantial intre loturile de seminte (5% si 80%). Din aceasta cauza, generarea este
costisitoare si ineficienta, In special in pepinierele care produc puieti containerizati (McCartan si
Jinks, 2015). Conform rezultatelor obtinute, provenientele geografice influenteaza caracteristicile

morfologice ale conurilor si semintelor de A. alba. In cadrul provenientelor investigate, limitele
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pentru trasdturile conurilor au variat mult, atat in interiorul provenientelor, cat si intre acestea, iar
o variabilitate similara a fost observata si pentru caracteristicile semintelor. Conform literaturii
de specialitate, semintele mari tind sa aiba un procent mai mare de germinare, in principal pentru
ca se presupune cd acestea contin mai multe resurse pentru a sprijini un astfel de proces biologic
intensiv, care necesitd multa energie (Kheloufi si colab., 2018). Mai mult, semintele mari sau
grele pot produce puieti de caliate mai buna si mai sandtosi [66]. Totusi, desi masa semintelor
are o corelatie puternica cu eficienta germinarii, semintele mai mari nu germineaza intotdeauna
mai bine decat semintele mici (Xu si colab., 2016). Tn studiul nostru, provenienta Garda Seaca a
nregistrat valorile cele mai mari si a prezentat o germinare mai buna pentru toate tratamentele
aplicate. Semintele cele mai groase din provenienta Valea Bistritei au prezentat, de asemenea, un
procent bun de germinare. Caracteristicile semintelor pot influenta distanta de dispersie, care este
un element esential in structura genetica a populatiilor de arbori forestieri. Dispersia semintelor
este corelatd invers cu greutatea semintei, dar aceastd deficientd poate fi partial compensata de
lungimea aripioarelor semintelor (Cremer si colab., 2012).

Germinarea a fost influentata de morfologia semintelor, genotipul si conditiile de mediu
din zona de provenientd (Roman si colab., 2022; Ganatsas si colab., 2013). Semintele recoltate
din locatiile caracterizate prin parametri de mediu diferiti, cum ar fi populatii distincte
(proveniente), prezintd diferente semnificative in procesul de germinare (Giuliani si colab.,
2019), iar acest aspect ar trebui si fie intotdeauna luat in considerare atunci cand se
achizitioneazd material biologic.

Pentru toate tehnicile de stimulare a germinarii, germinarea semintelor a variat intre
provenientele testate. Procentul de germinare nu a crescut folosind tratamentul cu acid sulfuric.
Un astfel de rezultat poate fi rezultatul efectelor daunatoare ale mediului acid, care probabil a
deteriorat embrionul, nu doar tegumentele semintelor. Mai multe studii au demonstrat ca
utilizarea acidului sulfuric a fost mai eficient decéat alte tratamente pentru diferite specii
forestiere (Mirzaei si colab., 2013; Roman si colab., 2022; Kheloufi si colab., 2018). Pentru a
intrerupe dormanta semintei, tegumentul trebuie deteriorat; in conditii naturale, aceasta
"deteriorare" se produce ca urmare a actiunii mai multor factori asupra tegumentului semintei,
cum ar fi temperaturi scazute (ingheturi), temperaturi ridicate (incendii), etc. (Lamont si colab.,
2019). Scarificarea semintelor de brad nu a reusit sa produca un procent ridicat de germinare n
conditiile noastre experimentale, dar, In contrast, Atonikul, un biostimulator folosit pentru a
stimula atdt germinarea semintelor, cat si Inraddcinarea puietilor (Truta si colab., 2020), a
imbunatatit semnificativ germinarea pentru toate provenientele de brad. Atonikul este utilizat
frecvent pentru a imbundtdti germinarea semintelor si cresterea vegetativa prin activarea

metabolismului celular al plantelor, Tmbunatatind cresterea plantelor (Djanaguiraman si colab.,
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2005). Rolul Atonik-ului in stimularea cresterii radacinilor ajutd planta sa fie mai activd in
absorbtia substantelor nutritive si Stimuleaza cresterea vegetativa (Covasa si colab., 2003; Banful
si colab., 2017).

Indicii de germinare pot oferi informatii utile pentru prognozarea procentului de seminte
germinate, numdrul absolut de seminte care germineaza in timp, etc. Fiabilitatea indicilor de
germinare este influentatd de diverse variabile genetice si de mediu, precum si de interactiunea
dintre numerosi factori care influenteazd biologia si fiziologia semintelor (Chiapusio si colab.,
1997; Javaid si colab., 2022). Predictiile privind germinarea finald sau timpul de germinare pot fi
utile pentru a lua decizii economice In gestionarea materialului reproducator, precum si din
perspectiva modelarii si cercetdrilor fundamentale (Stoian-Dod si colab., 2023).

Analiza multivariatda PCA, dendrogramele si corelatiile intre variabile, furnizeaza
informatii valoroase pentru identificarea surselor viabile de seminte si sunt utile pentru
regenerarea bradului. Corelatiile stranse identificate intre unele elemente morfologice ale
semintelor si germinarea acestora pot fi folosite eficient in cresterea bradului ca indici indirecti
de selectie, sau in practica silvica Tn vederea producerii de material biologic valoros pentru
impaduriri si reimpaduriri (Roman si colab., 2020). Datele PCA si clustering-ul ierarhic ofera
informatii despre posibilitatea identificarii celor mai valoroase surse de seminte dintre cele
evaluate, precum si modele pentru cercetari ulterioare.

Cercetarea a realizat o evaluare a caracteristicilor semintelor si teste de germinare, pentru
diferite proveniente de brad din Romania. Populatiile de brad analizate pe baza trasaturilor
reproductive au prezentat variabilitate fenotipica, precum si diferente procesul de germinare si
cresterea ulterioara a puietilor. In studiul analizat, tratamentul cu biostimulatorul Atonik a
imbunatatit semnificativ germinarea pentru toate provenientele de brad. Printre provenientele
evaluate, Garda Seaca a demonstrat o germinare buna a semintelor si poate fi recomandata ca o
sursa semnificativa de seminte, precum si pentru viitoare programe de reproducere. Aceste
evaludri ar putea imbunatati strategia silviculturald a speciei si ar ajuta la identificarea surselor
valoroase de seminte. De asemenea, au fost identificate tratamente distincte care pot stimula
capacitatea de germinare a bradului, ceea ce ar putea avea implicatii benefice pentru programele

de impadurire.
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Capitolul 3

GERMINAREA SEMINTELOR SI DEZVOLTAREA PUIETILOR DE SALCAM
(Robinia pseudoacacia) iN VEDEREA IDENTIFICARII UNOR RESURSE GENETICE
VALOROASE

3.1 Introducere

Salcamul (Robinia pseudoacacia L., familia Fabaceae) este o specie forestierd bine
cunoscutd, originard din partea estici a Americii de Nord, de unde a fost larg raspandita in
intreaga lume (Vitkova si colab., 2017). Specia a fost introdusad in Europa la inceputul secolului
al XVll-lea si are acum o distributie semnificativa, de la climatul submediteranean pana la cel
continental cald (Cierjacks si colab., 2013; Giuliani si colab., 2019).

Din punct de vedere ecologic, are capacitatea de a coloniza rapid un teren expus
eroziunii. In ceea ce priveste utilitatea, specia are o crestere accelerata, producand rapid biomasa
utila. Astfel, este plantatd pe scard largd pentru a controla eroziunea solului, In special in
regiunile cu terenuri miniere sau nisipoase; utilizatd in perdele forestiere si in scopuri
ornamentale; plantatd pentru refacerea forestierd; apreciatd ca specie melifera si fixatoare de
azot, iar lemnul sau are multiple intrebuintari practice (Zhang si colab., 2016).

Salcamul se reproduce sexuat si asexuat; se poate inmulti prin seminte, butasi de radacina
sau drajoni. Pentru studiile de ameliorare, se ia In considerare reproducerea generativa: aceasta
puietii au o rata ridicatda de supravietuire, iar specia se poate adapta cu usurintd la noi medii
(Roman si colab., 2022).

In arealul sau natural si cel introdus, regenerarea naturali a salcAmului este in principal
vegetativa; totusi, specia se raspandeste si prin reproducere sexuatd, cu flori hermafrodite
polenizate de albine si cu productie prolifica de seminte si dispersare (Giovanetti si Aronne,
2013). Maturarea semintelor are loc de la sfarsitul verii pana la inceputul toamnei, iar pastaile
sunt eliberate din septembrie pana in aprilie.

Succesul sau esecul regenerdrii generative depinde, in general, de capacitatea semintelor
de a germina in diferite conditii de mediu, cum ar fi temperatura, disponibilitatea apei si lumina
(Pinna si colab., 2014). Acesti factori pot varia considerabil, astfel Incat impactul lor asupra
tuturor proceselor fiziologice poate fi esential atat pentru supravietuire, cat si pentru stabilirea
puietilor (Giuliani si colab., 2015; Ganatsas si colab., 2013).

Semintele de salcam (Robinia pseudoacacia) se caracterizeaza printr-o dormanta
exogena, datorita structurii tegumentului semintei, care este impermeabil la apa. Din acest motiv,

este necesar sa se aplice stratificarea, precum si tratamente termice sau chimice. In acest mod, se
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poate influenta imbibitia si desfasurarea proceselor germinative, iar etapa de dormanta poate fi
inhibati. In absenta tratamentelor de germinare, tegumentul semintei de salcAm poate fi
deteriorat fie de temperaturi scazute (ingheturi), fie de temperaturi ridicate (inclusiv incendii),
sau prin activitatea microflorei solului. Din motive economice si de cercetare, se utilizeaza in
prezent mai multe metode (Roman si colab., 2022): scarificarea mecanica, precum si proceduri
chimice si termice pentru cresterea capacitatii de germinare. Astfel, este recomandat ca fiecare
lot de seminte sa fie testat separat pentru a determina durata adecvatd a metodelor de Inmuiere si
tipul de amestecuri utilizate, precum si concentratia acestora, datoritd variabilitatii structurii si
permeabilitatii tegumentului semintei (DeGomez si Wagner, 2001).

In literatura de specialitate sunt descrise diferite solutii, concentratii si durate ale
metodelor utilizate pentru a Intrerupe dormanta semintelor de salcam si pentru a testa germinarea
acestora.

Avand in vedere utilizarile multiple si valoroase ale salcAmului, dar si caracteristicile sale
nedorite, comportamentul speciei merita studiat sub influenta diferitilor factori de mediu, pentru
a estima zonele geografice care ar putea fi invadate de R. pseudoacacia, Tn perspectiva
planificarii gestiondrii si reglementarii biodiversitatii (Bouteiller si colab., 2021). Corelat cu
utilitatea salcamului, utilizarea sa frecventa in prezent si raspandirea invaziva, toate etapele, de la
recoltarea semintelor pana la germinare si cresterea ulterioara a arborilor, trebuie luate in
considerare. Regenerarea din seminte este acum consideratd un factor determinant important in
succesul invaziei sau al modelului de raspandire al salcamului (Masaka si colab., 2009), iar rolul
factorilor abiotici este esential pentru a Intelege raspunsurile germinative ale semintelor
dispersate (Hidayati si colab., 2001). Mai mult, in Europa, informatiile despre regenerarea prin
seminte sunt insuficiente pentru o gestionare corectd a speciei, iar cerintele de germinare nu sunt
pe deplin clarificate (Giuliani si colab., 2015). Tn acest sens, studiile care incearcd si integreze
astfel de factori (de exemplu, originea semintelor si caracteristicile acestora, tratamentele de
germinare, cresterea puietilor) pentru a obtine o imagine generala asupra procesului de producere
a materialului reproducator valoros pentru specie sunt binevenite (Roman si colab., 2022).
Materialul reproducator forestier (MRF) este, in general, considerat o denumire generica pentru
seminte, conuri, butasi si material sdditor utilizat in Infiintarea padurilor. Vigoarea semintelor
este definita ca suma trasaturilor care determina nivelul de activitate si performanta al semintei
in timpul germinarii si rasaririi puietilor (ISTA, 2013).

Studiul actual 1si propune s@ ofere o imagine completa a speciei, pornind de la recoltarea
semintelor din locatii separate, testarea germinarii pe baza diferitelor tratamente, interpretarea

datelor privind germinarea folosind cele mai potrivite formule din literatura de specialitate,
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precum si corelarea tuturor datelor obtinute cu cresterea puietilor de R. pseudoacacia, pentru a

investiga posibilele relatii stabilite.

3.2 Material si metode

Material biologic a fost reprezentat de seminte de salcam provenite din opt origini
romanesti (Figura 3.1): Bistrita-Nasdud (RNP Romsilva OSE Lechinta, UP.7, u.a.80C,
coordonate 47°00' N / 24°20' E); Galati (RNP Romsilva OS Tecuci, UP.VI, u.a.49B, coordonate
45°46' N / 27°30" E); lasi (RNP Romsilva OS lasi, UP.III, u.a.105E, coordonate 47°25' N /
27°20' E); Satu Mare (OS Carei, UP.I11, u.a.57L, 58A, coordonate 47°42' N / 22°24' E); Botosani
(RNP Romsilva OS Darabani, UP.III, u.a.26D, coordonate 48°02' N / 27°01' E); Arad (Livada
privatd Barzani, proprietar Ruben Budau, coordonate 46°19' N / 21°40' E); Ramnicu Valcea
(RNP Romsilva OS Stoiceni, UP.II, u.a.5L, 5M, coordonate 45°03' N / 24°26' E) si Bihor (RNP
Romsilva OS Sacuieni, UP.IV, u.a.45C, coordonate 47°32' N/ 22°09' E).

Toate provenientele reprezintd arborete forestiere incluse in Catalogul National al
Resurselor Genetice Forestiere si Materialelor Reproductive Forestiere (Parnuta si colab., 2011).
Semintele utilizate in aceastd cercetare au fost procurate de la furnizori oficiali, din rezervatiile
respective de seminte din Romania.

Provenientele de R. pseudoacacia se disting prin diferiti parametri ecologici, cum ar fi
temperatura medie anuald (°C), precipitatiile medii anuale (mm) si altitudinea (m deasupra
nivelului marii, Figura 3.1). Originea semintelor a fost luatd in considerare, deoarece aceasta ar
putea influenta procesul de germinare si dezvoltarea ulterioara a puietilor, constituind astfel o
parte a investigatiei actuale.

O sortare vizuald a semintelor de R. pseudoacacia a fost efectuata utilizand ca criteriu
starea exterioard, pastrand doar semintele farda deteriorari vizibile pentru studiu. Ulterior,
semintele au fost depozitate in locuri bine ventilate (la o temperatura interioara de 20 °C) timp de
aproximativ 6 luni. Inainte de insimantarea in teren, s-au realizat mai multe misuritori ale
principalelor trasaturi fenotipice ale semintelor: lungime, ltime si grosime (mm), precum si
greutatea (g), pentru a fi corelate ulterior cu procesul de germinare. Tn luna august a anului de
insamantare, s-au efectuat primele masuratori asupra puietilor de R. pseudoacacia obtinuti:
inaltimea si diametrul (cm), prezentate ca o medie pentru fiecare provenientd. Dupa cresterea
puietilor, in al patrulea an de viatd, a fost posibild determinarea suplimentarda a numarului de

ramificatii - numarul de ramuri pe tulpina (axa) plantelor.
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Figura 3.1 Provenientele de salcam luate in studiu

Stimularea germinarii

Un aspect important al studiului a fost reprezentat de investigarea procesului de
germinare, utilizand diferite tratamente si efectuand masuratori repetate. Germinarea semintelor
de salcam a fost investigata folosind 200 de seminte/tratament (50 de seminte x 4 repetitii) In
cutii Petri, folosind hartia de filtru.

Tratamentele folosite

Primul tratament s-a referit la metoda de scarificare mecanica, utilizand smirghel abraziv
pana cand tegumentul a fost vizibil deteriorat (Bouteiller si colab., 2021).

Al doilea tratament (tratamentul termic) a cuprins seminte inmuiate Tn apa la diferite
temperaturi (Giuliani si colab., 2019); semintele au fost scufundate timp de 10 minute in apa la
temperaturi de 100 °C, 70 °C si 40 °C.

Pentru al treilea tratament, semintele au fost inmuiate timp de 10 minute Intr-o solutie de
biostimulator (Foliplant, 0,9%) (Campobenedetto si colab., 2020).

Al patrulea tratament a utilizat o solutie de acetona (90%) pentru o inmuiere de 10 minute
(Paulsen si colab., 2013).

Toate semintele au fost umezite cu apa distilatd inainte de aplicarea tratamentului.
Masuratorile au fost efectuate zilnic timp de 14 zile, incepand cu a doua zi dupa instituirea
tratamentelor de germinare. Pentru lotul de control, semintele au fost doar umezite, la nevoie, cu

apa distilata, pentru a mentine umiditatea pe durata perioadei de investigatie.
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Parametrii analizati ai germinarii

Pentru a avea o imagine completa a procesului de germinare, au fost calculati urmatorii
indici, folosind formulele si metodologia din literatura:
GP (Procentul de germinare, %0):

GP = Numarul de seminte germinate pe zi / Numarul total de seminte germinate % 100
Gl (Indicele de germinare):

GI = Numarul de seminte germinate / Zile de la prima citire +...+ Numarul de seminte

germinate / Zile de la prima citire

Determinarile au fost realizate pe o perioada totala de 15 zile
SE (Viteza de germinare/Energia germinativa):

SE = Numarul de seminte germinate in prima zi de germinare / Numarul de seminte

germinate n ultima zi de germinare x 100
CRG (Coeficientul de viteza a germinarii):

CRG=[(n1+n2+nn)/(nN1xT1)+(N2xT2)+ (n3x T3)+...)] x 100
- nl = numar de seminte germinate in ziua 1 (T1)
- n2 = numar de seminte germinate in ziua 2 (T2)
- nn = numar de seminte germinate in ziua n (Tn)
SVI (Indicele de vigoare a plantulelor):

SVI = [Lungimea plantulelor (mm) x Procentul de germinare] / 100.

Prelucrarea datelor statistice

Datele inregistrate pentru seminte si puieti au fost prelucrate ca medii ale trasaturilor si
eroare standard a mediei (SEM). Reprezentarea grafica a relatiilor dintre germinarea semintelor
si principalele trasaturi ale semintelor a fost realizata folosind estimarea densitatii bivariate,
utilizand software-ul Wessa (Wessa, 2022). Analiza variantei (ANOVA unidirectionald) a fost
aplicata trasaturilor analizate, iar apoi testul Duncan (p < 0.05) a fost utilizat ca test post-hoc
pentru analiza diferentelor. Printre procedurile generale de comparatii multiple, testul de gama
multipld Duncan (Duncan’s MRT, p < 0.05) a fost considerat cel mai potrivit pentru datele
obtinute si seturile de comparatii ale mediilor (Sestras, 2018). Corelatiile Pearson intre trasaturile
analizate au fost calculate, iar regresia liniara a fost realizatd considerdnd germinarea semintelor
in functie de numarul de zile sau germinarea si principalele trasaturi ale semintelor. Datele au
fost supuse unei metode multivariate, si anume analizei de corespondentd canonica (CCA). A
fost creat un grafic de analizd principala a componentelor multivariate pentru cele opt
proveniente de R. pseudoacacia utilizand software-ul Past; acelasi software a fost folosit si
pentru construirea unei dendrograme pentru distantele euclidiene intre proveniente si trasaturile

investigate.
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3.3 Rezultate

Caracteristicile semintelor

Trasaturile semintelor, cum ar fi grosimea, lungimea, litimea si greutatea, sunt
reprezentate printr-o diagrama boxplot (Figura 3.2), care include valorile minime si maxime ale
intervalului, cotele superioare si inferioare, precum si mediana, pentru a rezuma distributia
setului de date inregistrat. Lungimea minima a semintelor a fost de 3,2 mm in provenienta
Botosani, iar lungimea maxima a fost de 6,4 mm 1n Arad. Latimea minima a semintelor a fost
inregistratd, de asemenea, in Botosani (1,9 mm), dar valoarea cea mai mare a fost in Valcea (3,9
mm). Grosimea semintelor a variat intre 1,2 mm (Botosani) si 2,2 mm (Galati), In timp ce
greutatea semintelor a fost intre 0,051 g (Bihor) si 0,061 g (lasi) (Figura 3.2). Semintele din
provenienta Bihor au avut o variabilitate relativ scazutd pentru toate trasaturile semintelor. Media
datelor empirice a fost aproape de mediana in boxplot-ul pentru lungimea si grosimea semintelor
pentru Valcea si Galati. Astfel, provenientele Arad si Valcea ies 1n evidentd datorita

caracteristicilor superioare ale semintelor.
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Figura 3.2 Caracteristicile principale ale semintelor de salcam

Principalele trasaturi ale semintelor, pe baza provenientelor de R. pseudoacacia, sunt
ilustrate folosind valorile medii (Figura 3.3). Din nou, provenienta Arad merita mentionatd, unde
toate trdsaturile analizate au fost inregistrate cu valori medii superioare si semnificative
comparativ cu celelalte proveniente. In plus, caracteristicile minime ale semintelor au fost
inregistrate diferit in provenientele investigate, cu exceptia Botosani, care a Inregistrat valorile

minime pentru lungime (3,7 mm) si latime (2,4 mm). Valorile medii, aratd tendinta datelor
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pentru fiecare provenienta si sunt utile, desi exceptiile au fost destul de departe, mai ales pentru
greutatea semintelor de salcam investigate (0,054 g (Bihor) si 0,059 g (Arad)). Vor fi investigate

ulterior cum se coreleaza aceste date cu germinarea si cresterea rasadurilor.
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Figura 3.3 Caracteristicile principale ale semintelor (ca medie si SEM), bazate pe
provenientele de salcam

Germinarea semintelor de R. pseudoacacia

Evolutia germinarii semintelor de R. pseudoacacia a fost analizatd pentru provenientele
studiate. Pentru toate tratamentele aplicate pentru stimularea germinarii, au fost furnizate ecuatii
relativ ascendente si liniile de regresie corespunzatoare (Figura 3.4). Procentul de germinare a
semintelor (%) pe durata celor 15 zile de investigare, in functie de tratamentul de stimulare a
germindrii, pentru ansamblul experientei reprezentat de cele opt proveniente, a avut o evolutie
similard. Pe langa linia de regresie si ecuatia de regresie, sunt prezentate coeficientul de
determinare (R2) si coeficientul de corelatie Pearson (r) pentru fiecare tratament, iar datele au
fost comparabile. Tratamentul de scarificare a fost cel care a prezentat cele mai bune rezultate de
germinare pentru studiul de fatd, urmat de tratamentul termic la cea mai mare temperatura (100
°C) (GP = 41,7%, respectiv 33,9%,). Asa cum era de asteptat, semintele netratate (martor) au
inregistrat cele mai scazute valori de germinare, cu date semnificativ inferioare comparativ cu

toate celelalte tratamente.
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Figura 3.4 Progresul germinarii semintelor (%) in functie de zile, in raport cu tratamentul
de stimulare a germinarii, ilustrat prin linia de regresie si ecuatia de regresie, coeficientul de
determinare (R?) si coeficientul de corelatie Pearson (1)

Linia de regresie si ecuatiile intre germinarea semintelor de salcam si trasaturile
principale masurate pentru seminte, ca medii ale tuturor provenientelor. Figura 3.5 aratd cum
variabila independentd, fie lungimea, ldtimea, grosimea sau greutatea semintelor, a influentat
germinarea ,,dependentd” pentru R? = 0.337. Pe scurt, regresia arati cit de mult se poate astepta
sd se schimbe germinarea pe masurd ce trasaturile semintelor variaza. Linia de regresie a fost
ascendentd, cu exceptia cazului grosimii semintelor si germindrii, unde linia de regresie a fost
notatd ca fiind descendenta. Datele experimentale aratd ca corelatiile stabilite intre trasaturile
semintelor si germinare nu au fost semnificative.

Utilizarea analizei datelor de germinare pe baza unor indici specifici este prezentata in
Tabelul 3.1. Procentul de germinare a variat considerabil, cu valori incepand de la 2%

(provenienta Bihor, cu tratament termic la 70°C) pana la 78,5% pentru semintele din provenienta
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lasi, dupa scarificare. Per total, GP a avut valori mai mari pentru tratamentul de scarificare,
urmat de tratamentul termic la temperatura cea mai inalta de 100°C, in timp ce pentru control a
fost intre 1,0% si 3,5%. S-a observat cd unele proveniente au avut valori distincte Tn cadrul
aceluiasi tratament, sugerdnd ca originile semintelor pot avea un impact semnificativ asupra
germindrii (de exemplu, datele de scarificare au dus la un GP = 9% pentru provenienta Bihor si
au avut cea mai mare valoare de 78,5%, urmata de 68,5% pentru provenientele lasi si Galati). GP
si GI au prezentat cele mai mari valori pentru provenienta Iasi, cu scarificare. Indicele de vigoare
a plantulelor (SVI), care a luat in considerare lungimea plantulelor si procentul de germinare, a

variat intre 0,3 si 4,71 la tratamentul de scarificare.
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Figura 3.5 Linia si ecuatia de regresie intre germinare si caracteristicile principale ale
semintelor, coeficientul de determinare (R?) si coeficientul de corelatie Pearson (r) sunt
prezentate pentru intregul experiment (ca medii ale tuturor provenientelor)

S-a observat surprinzator ca viteza de germinare (SE) a avut valori mari pentru control, Tn
timp ce aceasta a variat de la 2,9 (provenienta Satu-Mare, tratament de scarificare) pana la 75,0
(provenienta Bihor, tratament termic la 70°C) (Tabelul 3.1). Coeficientul de ratd al germinarii
(CRG) si indicele de vigoare a plantulelor (SVI) nu au avut o tendintd similara cu cresterea
temperaturii pentru tratamentele termice In cadrul tuturor provenientelor analizate de R.
pseudoacacia; de exemplu, pentru provenienta Botosani, CRG = 12,8 cu tratamentul termic la
100°C, 11,5 la 70°C si 15,4 la 40°C, iar pentru provenienta Valcea, CRG = 14,1 cu tratamentul
termic la 70°C, 9,6 la 100°C, 9,8 la 40°C (Tabelul 3.1). Aceste variatii pot implica faptul ca
metoda aleasa pentru stimularea germinarii trebuie gestionata strict si protocolul optim trebuie

adaptat.
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Tabelul 3.1

Principalii indici de germinare 1n functie de proveniente si de tratamentele folosite

[Variante Provenienta Indicii de germinare
Controlul i GP GI SE CRG SVI
1 [Bistrita-N. 1.5 03 333 103 0.05
2 Galati 1.0 02 50.0 11.8 0.03
3 [asi 2.0 0.5 75.0 10.8 0.08
4 Satu-Mare 2.5 0.4 20.0 82 0.08
5 [Botosani 3.0 0.7 66.7 10.5 0.11
6 |Arad 25 0.5 60.0 10.8 0.08
7 [Vilcea 3.5 0.7 28.6 10.1 0.10
8 [Bihor 1.5 02 333 8.1 0.06
Scarificarea
1 [Bistrita-N. 55.0 145 327 112 3.03
2 Galati 68.5 126 4.4 8.6 1.40
3 lasi 78.5 221 255 126 471
4 Satu-Mare 51.0 89 2. 3 255
5 [Botosani 10.5 25 14.3 10.7 0.74
6 |Arad 11.0 22 9.1 9.0 0.61
7 [Vilcea 50.0 8.7 4.0 8.2 1.50
8 [Bihor 9.0 21 16.7 10.1 0.30
Tratamentul termic (100 -C)
1 [Bistrita-N. 60.0 14.6 233 10.3 3.0
2 Galati 13.0 28 154 95 0.52
3 lasi 56.0 12.6 10.7 102 3.1
4 Satu-Mare 63.5 15.1 26.0 9.9 32
5 [Botosani 10.2 29 453 12.8 0.55
6 |Arad 10.0 0 45.0 13.0 0.52
7 [Vilcea 415 92 18.1 9.6 133
g [Bihor 17.0 34 8.8 9.1 0.51
Tratamentul termic (70 =C)
1 [Bistrita-N. 5. 13 20.0 119 0.23
2 Galati 6.0 15 8.3 112 0.18
3 [asi 6.0 1.6 333 11.8 0.33
4 Satu-Mare 6.3 1.5 335 11.9 0.25
5 [Botosani 6.1 1.6 8.4 115 0.19
6 |Arad 6.2 1.7 1.9 114 0.30
7 [Vilcea 5 15 66.7 141 0.14
8 [Bihor 2.0 0.4 75.0 2.5 0.06
Tratamentul termic (40 =C)
1 Bistrita-N. 25 0.6 40.0 11.1 0.11
2 Galati 335 6.2 6.0 8.6 1.07
3 lasi 1.5 1.7 133 9.7 034
4 Satu-Mare 5.0 13 20.0 11.6 0.25
5 [Botosani 8.1 28 252 154 0.32
6 |Arad 8.0 26 250 152 0.40
7 [Vilcea 5 1.8 11.8 9.8 0.26
8 [Bihor 18.0 4.1 8.3 10.3 0.72
[Biostimulator
1 [Bistrita-N. 4.5 1.1 333 10.7 0.14
2 Galati 5.1 14 10.1 125 0.15
3 [as1 5.0 1.1 10.0 10.1 0.20
4 Satu-Mare 4.5 1.0 11.1 10.1 0.14
5 [Botosani 11.7 2.1 8.4 92 0.31
6 |Arad 115 23 8.7 95 0.35
7 [Vilcea 1.5 2.1 40.0 119 0.23
g [Bihor 3.0 05 16.7 8.0 0.12
\Acetond (90%)
1 [Bistrita-N. 35 0.7 143 93 0.11
2 Galati 25 08 40.0 143 0.10
3 lasi 5.0 1.1 10.0 10.1 0.15
4 Satu-Mare 5.5 15 36.4 11.1 022
5 [Botosani 10.2 25 9.8 10.2 0.35
6 |Arad 10.0 23 10.0 106 0.32
7 [Valcea 1.3 1.7 6.7 10.6 0.23
8 [Bihor 3.0 0.6 16.7 8.8 0.16

GP-procentul de germinare, Gl-indicele de germinare, SE-viteza de germinare, CRG-coeficientul vitezei de germinare, SVI-indicele de vigoare a

plantulelor
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Media pentru intregul experiment a fost calculata pentru fiecare tratament pentru a testa
daca se poate decide asupra celei mai adecvate metode pentru stimularea germinarii (Tabelul
3.2). Scarificarea ar putea stimula semnificativ germinarea semintelor, iar GP a fost cea mai
mare pentru acest tratament, urmat de tratamentul termic la 100°C, in timp ce tratamentele
termice la 70°C, biostimularea si tratamentele cu acetona nu au prezentat diferente semnificative
intre ele, in ceea ce priveste GP. SE a fost semnificativ mai mare pentru tratamentul termic la
70°C, 1n timp ce CRG si SVI au prezentat cele mai mari valori pentru metoda de scarificare, dar

cu grade diferite de semnificatie.

Tabelul 3.2
Media principalilor indici de germinare pentru cele opt proveniente de salcdm in functie de
tratamentele folosite

Tratamentul Indicii de germinare

GP GI SE CRG SVI
Controlul 22°€ 04°¢ 45,98 10.12 0.1°¢
Scarificarea 4172 9o a 13.7€ 9ga 192
Tratamentul termic (100 °C) 3390 8.0b 24.1° 10.62 1.6°
Tratamentul termic (70 °C) 5.3 4 144 31.6° 11.7b 0.24
Tratamentul termic (40 °C) 11.4° 2.6° 18.74 11.5b 0.4°
Biostimulatori 6.6d 15d 1734d 1032 024
Acetond (90%) 5.94 144 18.09 10.62 0.24

Mediile din coloane pentru fiecare indice, urmate de aceeasi literd, nu sunt semnificativ diferite la nivelul p < 0,05, conform testului de
comparatii multiple Duncan (DMRT)

Dezvoltarea plantulelor si rata de crestere in functie de proveniente

Pentru a corela originea semintelor de R. pseudoacacia, provenientele, tratamentele de
germinare studiate si cresterea in primele etape de dezvoltare a plantulelor, rasadurile obtinute au
fost investigate.

Procentul de germinare al semintelor la sfarsitul celor 15 zile de analizd a ardtat ca
tratamentul de scarificare a oferit cele mai bune rezultate dintre toate tratamentele (41,7%), cu
diferente semnificative superioare. Scarificarea a fost urmatd de tratamentul termic la 100°C,
desi diferentele dintre cele doua tratamente au fost semnificative (Figura 3.6). Aceleasi
tratamente au fost observate pentru a promova cele mai mari valori si pentru lungimea
rasadurilor, dar de data aceasta diferentele nu au fost semnificative si, mai mult, au fost apropiate
pentru toate rezultatele celorlalte tratamente termice. Ulterior, tratamentele cu acetond si
biostimulator nu au inregistrat diferente semnificative statistic fatd de semintele netratate

(control) pentru masuratorile rasadurilor. Este interesant sa intelegem mai bine rezultatele
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diferite obtinute pentru tratamentul termic la 70°C, unde germinarea a fost statistic inferioara, dar

rasurile au inregistrat o valoare superioara.
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Figura 3.6 Procentul de germinare (medie = SEM) si lungimea puietilor

Pentru a avea o reprezentare mai precisa a cresterii puietilor de R. pseudoacacia si a
posibilei influente a originilor semintelor, referindu-se la diferitele proveniente studiate si, in al
doilea rénd, la tratamentele de germinare, puietii au fost masurati consecutiv in primul, al doilea
si al patrulea an dupd plantare. Datele sunt interpretate in Tabelele 3.3 si 3.4. Principalele
trasaturi de crestere sunt exprimate ca medii pe baza provenientei, Indltimii puietilor si
diametrului. La Tnceput, in primul an, puietii proveniti din semintele obtinute din provenienta
Galati au avut inaltimea cea mai mare, de 70,4 cm, care a fost semnificativ superioara
comparativ cu celelalte proveniente; mai mult decat atat, CV% a avut cea mai micd valoare
(20,2%) pentru puietii din Galati, iar astfel trasatura a fost stabild in randul plantelor investigate
(Tabelul 3.3). De asemenea, pentru diametru, puietii din Galati au fost superiori, urmat de cei din
Vilcea si Arad. In plus, in al doilea an de viata, puietii din Galati au rimas cei mai inalti, dar au
fost mai apropiati de cei din lasi, Valcea, Botosani si Arad, intre care diferentele nu au fost
semnificative. Cele mai mari valori pentru diametru au fost observate la puietii din Valcea si
Galati. Meritd mentionat ca in al doilea an al studiului, CV% a fost mai mic, variind intre 17,2%
pentru indltime si 34% pentru diametru (Tabelul 3.3); astfel, variabilitatea trasaturilor a fost mica

sau medie, iar abaterea standard a fost relativ mica comparativ cu media pe provenienta.
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Tabelul 3.3
Inaltimea si diametrul puietilor la sfarsitul primului si al doilea an de viata, in functie de
originea geografica a celor opt proveniente de salcam

Seedling Height Seedling Diameter Seedling Height Seedling Diameter
(cm) (mm) (cm) (mm)

No. Provenance First Year First Year Second Year Second Year
Mean* # SEM CV% Mean = SEM CV% Mean £ SEM CV% Mean = SEM CV%
1 Bistrita-N. 24.6° £ 0.9 39.4 14° % 0.1 42.0 4625 £ 1.0 21.2 57°¢£01 20.7
2 Galat.i 704% £ 1.4 20.2 502 £02 44.5 876218 20.1 1082 = 0.4 34.0
3 Ias.i 5370 £ 21 39.7 36 £0.2 52.2 8237+ 14 17.2 780 £02 23.1
4 Saty Mare 296 % 15 51.3 230+ 01 43.2 5749 +13 22.7 740 £02 28.2
5 Botos ani 4600 £ 18 39.6 320 £ 01 429 7743 =13 17.2 820 %02 20.8
6 Arad 452 £ 16 34.9 280 01 47.1 7697 =13 16.8 75P 02 23.3
7 Vélcea 5070 £ 17 34.2 443 £02 45.8 7747 £ 1.4 18.4 1097 %03 26.2
8 Bihor 418% £ 19 45.2 18 £0.1 59.7  622° %13 21.7 6.755 202 2538

Mediile din coloane pentru proveniente, urmate de aceeasi litera, nu sunt semnificativ diferite la nivelul p < 0,05, conform testului de
comparatii multiple Duncan (DMRT).

Anul patru al cercetarii a favorizat calcularea unei trasaturi suplimentare care a fost
influenta pentru dezvoltarea puietilor: numarul de ramificatii (Tabelul 3.4). Indltimea puietilor de
salcam a variat intre 65 cm (Bistrita-Nasaud) si 278 cm (Bihor). Puietii proveniti din Galati au
inregistrat valori semnificativ mai mari pentru inaltime (a doua medie), diametru (cea mai mare
medie, urmata de puietii din Botosani, fara diferente semnificative) si numarul de ramificatii (cea
mai mare medie, urmatd de puietii din Botosani si Valcea). Cresterea puietilor din Galati a fost

constanta, prezentand o variabilitate redusa (CV% sub 20) in toate analizele efectuate.

Tabelul 3.4
Inaltimea, diametrul si numarul de ramificatii ale puietilor de salcam la sfarsitul celui de-
al patrulea an in functie de originea geografica a celor opt proveniente

Seedling Height Seedling Diameter Number of Ramifications
No. Provenance (cm) (mm) per Plant

Mean * = SEM CV% Mean = SEM CV% Mean = SEM CV%

1 Bistrita-N. 65.00 = 1.7 26.2 681 =02 24.8 610 +0.1 19.8
2 Galat.i 2740 £ 438 17.5 3162 £05 16.3 1012 £ 0.2 19.0
3 Tas.i, 20350 66 32.6 1575+ 06 41.0 749 £02 21.7
4 Satu Mare 21350 £ 37 17.5 148° £ 06 38.8 68° £0.1 18.8
5 Botos ani 25802 £ 54 20.9 2992 £0.9 29.6 973 £02 205
6 Arad 1165¢ + 34 29.3 13.0° + 0.4 30.3 72 £01 19.9
7 Valcea 26703 £51 18.9 233P =05 23.2 942402 18.4
8 Bihor 27807 £ 6.6 23.7 253°% £ 06 25.1 63%£01 13.7

Mediile din coloane pentru proveniente, urmate de aceeasi literd, nu sunt semnificativ diferite la nivelul p < 0,05, conform testului de
comparatii multiple Duncan (DMRT).

Influenta generala a provenientelor
Este impresionant sd Intelegem impactul pe care originea din diferite proveniente si

stimularea germinatiei il pot avea asupra dezvoltarii puietilor, deoarece salcamul este un arbore
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de interes silvicultural, iar materialul reproductiv de inaltd calitate este esential pentru
gestionarea corespunzatoare.

Relatia dintre originea semintelor si parametrii, germinatia si trasaturile puietilor este
evidentiatd prin corelatia Pearson (Figura 3.7). Corelatiile pozitive, care aratd o dependenta
directionald, sunt afisate cu albastru, iar corelatiile negative cu rosu. Intensitatea culorii si
dimensiunea cercului sunt proportionale cu coeficientul de corelatie. Casutele de fundal gri din
unele celule ilustreaza valorile statistic semnificative (p < 0.05).

Derivand din asocierea intre variabile, trasaturile investigate de grosime si latime ale
semintelor au fost corelate pozitiv si semnificativ statistic, dar nu cu datele de germinatie. Mai
mult, lungimea si diametrul puietilor, in special in al doilea an de viatd, au fost, de asemenea,

statistic corelate pozitiv.
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Figura 3.7 Corelatiile Pearson (valoarea r) Tntre caracteristicile analizate ale celor opt
proveniente de salcam

Intensitatea legaturii pentru caracteristicile analizate a fost evidentiatd prin date statistic
asigurate pozitiv intre lungimea si diametrul puietilor in primii doi ani de crestere si numarul de
ramificatii in al patrulea an. Valorile apropiate de r = 1, indicand o relatie mai puternica intre
variabile, au fost observate intre cresterea vegetativd, lungime si diametru. Coeficientul de
corelatie pozitiv indicd faptul ca o crestere a unei variabile ar corespunde cu o crestere a celei
asociate, implicand astfel o relatie directa intre cele doua variabile (de exemplu, asa cum s-a
observat pentru lungimea si diametrul puietilor). In schimb, o corelatie negativd indici o

dependenta inversa, adica o variabila creste, iar cealalta scade (Taylor, 1990).
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Analiza corespondentelor canonice (CCA) este o metodd multivariatd utila pentru
elucidarea si reprezentarea relatiilor dintre ansamblurile biologice ale speciilor si mediul lor (Ter
Braak si Verdonschot, 1995). In acest studiu, trasiturile investigate pentru seminte au inclus
tratamentele de germinatie, caracteristicile rasadurilor si provenienta originii. Analiza canonica a
corespondentelor (CCA), ilustrata in Figura 3.8, a oferit o reprezentare pentru cele opt
proveniente de R. pseudoacacia si cele 13 caracteristici analizate ale semintelor si rasadurilor
obtinute.

Prin identificarea unor noi variabile ca functii liniare ale celor din setul de date original,
s-a constatat cd primul ax al CCA, Ax 1, a explicat 73,65% din variatia totala observata, in timp
ce a doua componenta (Ax 2) a explicat 20,51%. Provenienta cea mai indepartatd a fost Bistrita-
Nasaud, care a fost in corelatie negativa cu Bihor.

Datele au fost distribuite In mod obisnuit intre trasaturile si provenientele investigate
(Figurile 3.8 si 3.9). In cazul caracteristicilor analizate, s-a observat un grup distinct si evident
pentru lungimea rasadurilor in al patrulea an de investigare. Un alt grup a fost format din
lungimea rasadurilor in primul si al doilea an de viata, separat de un al treilea grup, care includea
multe alte subgrupuri distincte.

ee
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Figura 3.8 Analiza corespondentelor canonice (CCA) pentru cele opt proveniente de
salcam si cele 13 caracteristici analizate ale semintelor si puietilor
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Figura 3.9 Clusterul ierarhic - metoda grupurilor pereche UPGMA (metoda grupurilor
pereche neponderate cu media aritmetica) - indicele de similitudine (Gower) pentru cele opt
proveniente de salcam si cele 13 caracteristici analizate ale semintelor si puietilor

Mai mult, dendrograma obtinutd (Figura 3.9) aratd grupurile provenientelor conform
clasificarii observatiilor efectuate si nivelurilor de similitudine dintre toate caracteristicile
investigate. Diagrama arborelui confirma rezultatele dispersate, atat prin modelul de formare a
grupurilor, cat si prin nivelurile de similitudine sau distantd dintre grupurile care au continut
provenientele analizate de R. pseudoacacia. Au fost identificate doud grupuri mari, fiecare cu
mai multe subgrupuri. S-a observat ca Iasi si Botosani au fost grupate impreuna intr-un subgrup,
probabil datorita datelor privind germinatia, in timp ce Bihor s-a remarcat ca un subgrup separat
intr-o parte a arborelui, deoarece puietii proveniti din semintele sale au inregistrat rezultate

semnificativ superioare.

4. Discutii

Caracteristicile morfologice observate pentru semintele de salcdm au indicat ca originea
acestora a fost relevanta pentru investigarea de fata, iar datele au prezentat o variabilitate
considerabild (Roman si colab., 2022). Studiul actual a evidentiat trasaturi ale semintelor,
precum grosimea, lungimea, ldtimea si greutatea, reprezentate sub forma unui diagrama boxplot
(Figura 3.2), care cuprinde valorile minime si maxime, quartilele superioare si inferioare, precum
si mediana, pentru a rezuma distributia setului de date inregistrate. Este important de mentionat
ca semintele provenite din judetul Bihor au prezentat o variabilitate relativ scazuta pentru toate
trasaturile analizate. Pentru provenientele din judetele Véalcea si Galati, media datelor

experimentale a fost apropiatd de mediana din diagrama boxplot pentru lungimea si grosimea
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semintelor. Diferentele dintre provenientele analizate au fost statistic semnificative, ceea ce
indicd faptul cd germinatia a fost cu siguranta influentatd de parametrii ecologici din zona de
provenientd, impreund cu tratamentul aplicat.

Conform literaturii de specialitate, semintele mai mari pot avea o ratd de germinatie mai
ridicatd, deoarece contin o rezervad mai mare de resurse nutritionale si energetice care sustin
germinarea (Kheloufi si colab., 2018) si, ulterior, dezvoltarea rasadurilor mai sanatoase (Pedrol
si colab., 2017). Semintele de salcam sunt caracterizate ca fiind dure si impermeabile la apa.
Astfel, pentru aceasta specie, dormanta naturala a semintelor este exclusiv fizica (duritatea
semintei) (Giuliani si colab., 2015). Aceastd caracteristicd este comund mai multor familii de
plante, dintre care una dintre cele mai mari este Fabaceae (Hidayati si colab., 2001). Pentru a
sparge dormanta fizica a semintelor, sunt necesare activitatea microorganismelor, temperaturi
ridicate (incendii) sau temperaturi scazute (inghet) (Yuan si colab., 2022). Cand tegumentul
semintei este deteriorat, apa patrunde si initiazd procesul de germinare. Pentru genul Robinia,
proportia semintelor capabile de germinare fard tratament este de obicei scazutda, dupd cum o
demonstreaza nivelul mediu de 10,8% obtinut in trecut (Jastrzebowski si colab., 2017).
Rezultatele obtinute 1n acest studiu au aratat, de asemenea, o germinatie foarte scazuta (2,18%)
in absenta oricarui tratament. Rezultate similare au fost raportate de alti cercetatori (Mondoni si
colab., 2013).

In scopuri economice, tratamentul de scarificare este aplicat semintelor inainte de
insdmantare pentru a creste rata de germinatie. Metodele obisnuite includ tratarea semintelor in
bai de apa la temperaturi cuprinse intre 60 si 98 °C (Tylkowski si Grupa, 2010), cu acid sulfuric
(Olson si colab., 2008) sau cu metode care deterioreaza fizic tegumentul semintei (Mondoni si
colab., 2013). De asemenea, existd diverse tratamente chimice si mecanice utilizate pentru a
stimula germinarea. Capacitatea de germinare a semintelor de salcadm este facilitatd prin
imersarea in apa clocotita, tratamente mecanice (scarificare) sau tratamente chimice (de
exemplu, utilizarea acidului sulfuric diluat) inainte de insamantare (Cruz si colab., 2021).

Evolutia germinatiei semintelor (%) In timpul experimentului, in functie de tratamentul
de stimulare a germinatiei, pentru studiului reprezentat de cele opt proveniente ale semintelor de
R. pseudoacacia, a fost similard. Pe langa linia de regresie si ecuatia de regresie, au fost
prezentate coeficientul de determinare (R?) si coeficientul de corelatie Pearson (r) pentru fiecare
tratament. Tratamentul de scarificare a aratat cele mai bune rezultate de germinatie.

Rezultate comparabile au fost obtinute de alti autori (Masaka si Yamada, 2009) cu rate
ridicate de germinatie obtinute prin imersarea semintelor in apa clocotita la temperaturi de 60—80
°C, cu un timp de inmuiere cuprins intre 20 de minute si 72 de ore. In studiul actual, procentul de

germinatie (GP) a avut valori mai ridicate pentru tratamentul de scarificare, urmat de tratamentul
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termic la cea mai fnalti temperaturd de 100 °C si un timp de inmuiere de 10 minute. In practica
silvica, poate fi suficient sa se utilizeze o metoda chimica prin imersarea semintelor timp de 60
de minute in acid sulfuric concentrat, urmata de spalarea semintelor in apa rece si uscarea lor la 0
temperatura reglata [46]. O altd metodad de succes este scarificarea semintelor utilizand smirghel
manual pentru a zgaria tegumentul semintelor (Usberti si Martins, 2007).

Investigatia privind germinatia din acest studiu a confirmat, de asemenea, cea mai buna
capacitate de germinatie a semintelor de salcAm dupd tratamentul de scarificare, similar cu
rezultatele raportate recent in literatura de specialitate, cu rate de germinatie (GR) de pana la si
peste 95% (Bennis si colab., 2022). Totusi, acesti autori au constatat ca nu existd diferente
semnificative In GR intre tratamentele de scarificare, testele preliminare sugerand ca scarificarea
mecanicd a oferit cele mai mari rate de germinatie, asa cum a fost observat si la multe alte specii
din familia Fabaceae (Hidayati si colab., 2001). In studiul nostru, datele obtinute pentru
germinatie au fost semnificative din punct de vedere statistic, cu valori mai mari pentru GP
(procentul de germinatie), GI (indicele de germinatie) si SVI (indicele de vigoare a puietilor)
(Tabelul 3.2) pentru tratamentul de scarificare, comparativ cu tratamentele termice,
biostimularea sau solutia de acetona.

CVG (coeficientul de variatie al germinatiei) nu se concentreaza pe procentul final de
germinatie, ci pune accent pe timpul necesar pentru a ajunge la acesta. Detaliile legate de timp
(prima zi, ultima zi si intervalul de timp) nu sunt luate in considerare, deoarece timpul este
mediat. Kader (2005), a aratat ca loturile de seminte cu aceleasi valori pentru FDG (prima zi de
germinatie), LDG (ultima zi de germinatie) si TSG (intervalul total de germinatie) pot avea
valori diferite ale CVG. Acest lucru inseamna ca masuratorile bazate pe timp, necorelate cu date
suplimentare, nu reprezinta o reprezentare foarte utila a activitatii generale de germinatie a
semintelor. Pornirea si finalizarea germinatiei in acelasi timp nu sunt suficiente pentru a produce
un CVG uniform si, prin urmare, pot induce in eroare.

GI pare sa fie cel mai cuprinzator parametru de masurare, combinand atat procentul de
germinatie, cat si viteza (durata, raspandirea si evenimentele extreme). Acesta evidentiaza
variatia dintre loturile de seminte printr-o madsuratoare numericd usor de comparat. Coeficientul
ratei de germinatie (CRG) si indicele de vigoare a rasadurilor (SVI) au scdzut semnificativ odata
cu cresterea concentratiilor de extracte In raport cu valorile martor, indiferent de timpul de
tratament al semintelor si de tipul de extract (Mozdzen si colab., 2020).

Analiza datelor de germinatie pe baza indicilor a aratat ca procentul de germinatie a
variat considerabil, cu valori intre 2% (provenienta Bihor, cu tratament termic la 70 °C si 78,5%)
pentru semintele din provenienta lasi dupa scarificare. GP a avut valori mai mari pentru

tratamentul de scarificare, urmat de tratamentul termic la cea mai ridicata temperatura de 100 °C,
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in timp ce valorile s-au situat intre 1,0% si 3,5% pentru lotul martor. S-a observat cd unele
proveniente au avut valori distincte in cadrul aceluiasi tratament, sugerand ca originea semintelor
poate avea un impact semnificativ asupra germinatiei (de exemplu, datele pentru scarificare au
rezultat in GP = 9% pentru provenienta Bihor si cea mai mare valoare de 78,5%, urmata de
68,5% pentru provenientele lasi si Galati). GP si GI au avut cele mai ridicate valori pentru
provenienta lasi cu tratamentul de scarificare.

Este interesant de inteles mai profund diferentele de rezultate obtinute pentru tratamentul
termic la 70 °C, unde germinatia a fost statistic inferioara, dar puietii au inregistrat valori
superioare, similare cu cele obtinute prin scarificare (Figura 3.5). O astfel de diferenta poate fi
datoratad adaptabilitatii semintelor, care influenteaza dezvoltarea puietilor, luand in considerare
provenientele din diverse conditii climatice si arborii de varste diferite.

In ultimul an al investigatiei, indltimea puietilor provenind din judetul Bistrita-Nasiud a
fost statistic inferioara. Inltimea redusd, comparativ cu celelalte proveniente, poate fi datorata

.....

la arbori care nu au fost selectati corect sau care au fost genetic debilitati (Lucas-Borja si colab.,
2017).

Analiza corespondentei canonice (CCA) este o metoda utilizata pentru aranjarea speciilor
in functie de variabilele de mediu. CCA construieste combinatii liniare de variabile de mediu, pe
baza carora distributiile speciilor sunt maxim separate. Valorile proprii produse de CCA masoara
separarea (Ter Braak si Verdonschot, 1995), evidentiind distributiile speciilor in raport cu
variabilele de mediu. Aplicatiile ecologice demonstreaza cd CCA poate fi utilizatd atat pentru a
detecta relatiile dintre specii si mediu, cat si pentru a investiga Intrebari specifice despre
raspunsul speciilor la variabilele de mediu bazate pe procese spatiale care creeaza autocorelatie.
In studiul nostru, analiza corespondentei canonice (CCA), ilustrati in Figura 3.8, oferd o
prezentare pentru cele opt proveniente de R. pseudoacacia si cele 13 caracteristici analizate ale
semintelor si puietilor obtinute. In plus, dendrograma (Figura 3.9) confirmi rezultatele
dispersate, atat prin modelul prin care au fost formate clusterele, cat si prin nivelurile de
similaritate sau distanta ale acestora, care contin provenientele analizate de R. pseudoacacia.

Rezultatele prezente sugereazd ca@ tratamentele aplicate semintelor de Robinia
pseudoacacia ar putea imbunatati capacitatea de germinare si caracteristicile rasadurilor,
conducand astfel la obtinerea unui material biologic reproductiv mai valoros pentru aceastd
specie. Stimularea germinatiei prin metode fizice, precum scarificarea, poate constitui o
alternativa ecologica la utilizarea substantelor chimice, oferind atat beneficii pentru mediu, cat si

posibilitatea unei aplicari eficiente pe scara larga.
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Testele de germinatie efectuate in cadrul acestui studiu si analiza indicilor au evidentiat o
variabilitate remarcabild in raspunsurile germinatiei semintelor provenite din diferite proveniente
romanesti. Originea geografica a provenientelor semintelor s-a dovedit a influenta semnificativ
dezvoltarea viitoarelor plante, in ceea ce priveste rata de crestere in primele stadii de viata.
Diferentele dintre proveniente pentru anumite trdsaturi ale materialului reproductiv ar putea fi
partial atribuite furnizorilor de seminte din rezervatiile incluse in catalogul national, care nu
asigura intotdeauna material biologic de calitate superioara.

In acest context, studii similare pot fi utilizate pentru a evalua si verifica calitatea
materialului biologic furnizat. Corelatiile stranse dintre unele caracteristici ar putea fi utilizate ca
indici de selectie indirecta si aplicate eficient in procesul de selectie a exemplarelor valoroase in
pepiniere, pentru utilizare In reimpaduriri sau alte scopuri. Provenientele identificate cu material
reproductiv de calitate ar putea fi recomandate pentru utilizare n noi programe de reimpadurire

cu salcam sau in activitati noi de ameliorare si selectie.
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(B-ii) Planuri de evolutie si dezvoltare a carierei
1. EVOLUTIA PROFESIONALA

Studii universitare si postuniversitare

2003-2008: Studii de licenta, specializarea ‘Silviculturd’. Calificarea/diploma obtinuta: diploma
de inginer, titlul de inginer diplomat, USAMV Cluj-Napoca.

2008-2010: Studii de master, in domeniul ‘Horticultura’, programul de studiu ‘Inginerie genetica
in ameliorarea plantelor’. Calificarea/diploma obtinutd: diploma de master, USAMV Cluj-
Napoca.

2008-2011: Studii de doctorat in domeniul ‘Horticulturd’, specializarea ‘Genetica si ameliorarea
plantelor’. Conducdtor stiintific: Prof. dr. Radu E. SESTRAS. Calificarea/diploma obtinuta:
diploma de doctor in ‘Horticulturda’, USAMYV Cluj-Napoca.

2013-2018: Studii de licenta, specializarea ‘Drept’. Calificarea/diploma obtinuta: diploma de
licenta in Drept, Universitate Bogdan Voda Cluj-Napoca.

Activitatea profesionala

2022-in prezent: Cadru didactic titular - conferentiar, Universitatea de Stiinte Agricole si
Medicina Veterinara din Cluj-Napoca (USAMYV Cluj-Napoca)

2016-2022: Cadru didactic titular - sef de lucrari, USAMYV Cluj-Napoca.

2013-2016: Cadru didactic titular - sef de lucrari, USAMV Cluj-Napoca.

2011-2013: Cadru didactic asociat, USAMYV Cluj-Napoca.

Activitatea stiintifica

Coordonarea activitatii de cercetare stiintifica in domeniul silviculturii

Granturi de cercetare
Responsabil de proiect in doua granturi de cercetare:
Granturile castigate in competitii, in calitate de responsabil de proiect sunt urméatoarele:

- Aplicarea unor tehnologii moderne menite s asigure reusita regenerarilor mixte prin
utilizarea puietilor containerizati in completarea regenerdrilor naturale, in scopul
mentinerii continuitd{ii padurilor si gestiondrii durabile a acestora, cu aplicabilitate Tn
zona de munte.

- Reconstructia ecologica a suprafetei de padure, afectata de calamitati si tdieri ilegale,
prin tehnologii moderne, integrate gestiondrii durabile a padurilor, menite sd conduca
la cresterea biodiversitdtii ecosistemelor foresiere.

Membru al unor asociatii / societiti stiintifice / profesionale:

Nationale: Societatea de Horticultura si Silvicultura din Transilvania, SHST, membru din

2011; Asociatia Amicii Rozelor din Romania (afiliata la Federatia Mondiala a Rozelor), membru
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din 2011; Societatea de Masuratori Terestre si Cadastru din Transilvania (SMTCT), membru din
2022.

Activitate editoriala si de referent stiintific
Membru in colective editoriale:
Notulae Botanicae Horti Agrobotanici Cluj-Napoca (ISI)
Notulae Scientia Biologicae
Bulletin of University of Agricultural Sciences and Veterinary Medicine Cluj-Napoca,
Forestry and Cadastre

Recenzor (reviewer/recenzor pentru numeroase jurnale ISI si BDI, ex.):
Reviste ISI:

-Forests

-Agronomy

-Sustainability

-Life

-Genes

-Notulae Botanicae Horti Agrobotanici Cluj-Napoca

Reviste BDI:
-Notulae Scientia Biologicae
-Bulletin of the UASVM Cluj-Napoca Forestry and Cadastre
-Bulletin of the UASVM Cluj-Napoca Horticulture
-Nova Geodesia

Scientific 1Ds (link-uri):
-ResearcherID Web of Science ResearcherIlD: AAT-2183-2021
-Scopus Author ID [hindex=7]: 55481168100;
-Orcid ID: https://orcid.org/0000-0002-3126-9761 ;
-Google Scholar/Academic: Truta M. Alina
-Brain Map: U-1700-036J-8160

2. PROPUNERE DE DEZVOLTARE A CARIEREI PROFESIONALE,
STIINTIFICE SI ACADEMICE

Aspecte generale

De-a lungul istoriei si in toate societdtile, profesia de cadru didactic a avut si continud sa
aibd un impact semnificativ asupra societdtii, jucand un rol esential in dezvoltarea resurselor
umane si in formarea generatiilor viitoare.

Pentru Romania, in contextul schimbarilor din ultimul deceniu, misiunea pedagogica s-a
remarcat 1n special prin formarea si dezvoltarea capacitatii studentilor de a se adapta la fluctuatia
continud a informatiilor si la integrarea lor in aceastd perioada de tranzitie spre un invatamant
globalizat.

In conceptia traditionald, cariera profesionald reprezinti o succesiune de etape prin care

individul accede la o pozitie de prestigiu, caracterizata prin recunoastere sociala si o remuneratie
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ridicatd. Evolutia unei persoane in domeniul sdu de activitate este asociata atat cu o crestere a
veniturilor, cét si cu o extindere a responsabilitatilor, a influentei si a statutului profesional.

Termenul "carierd" are o semnificatie complexa, iar cercetdtorii subliniaza necesitatea de
a face distinctia intre doua dimensiuni esentiale intre cariera obiectiva, care vizeaza dezvoltarea
profesionald si implicd aspecte precum promovarea, specializarea, motivarea si planificarea
resurselor umane si cariera subiectivd, care se referd la perceptia individuald asupra propriei
traiectorii profesionale si la impactul acesteia asupra vietii personale. Cariera didactica are o
puternica dimensiune umana, depdsind simpla acumulare de cunostinte si competente definite
prin standarde profesionale. Aceasta presupune, in egald masura, atitudini, valori si o constiinta
profesionald profunda, dificil de standardizat. Profesia de cadru didactic implica multiple
responsabilitati, roluri si competente, care o diferentiaza de alte meserii centrate pe interactiunea
cu oamenii.

Un profesor nu este doar un executant al unor norme prestabilite, ¢i si un actor activ in
procesul educational, investindu-se personal in activitatea sa, conferindu-i semnificatie si
implicandu-se profund in relatia cu elevii sau studentii. Se considera ca ,,a fi profesor” inseamna,
de fapt, ,,a deveni profesor”, adicd a transforma aceastd meserie intr-o veritabila cariera.
Profesorii excelenti sunt cei care reusesc sa capteze si sd mentina atentia elevilor, sd formuleze
clar competentele vizate, sd coreleze noile cunostinte cu cele anterioare, sd transmita informatiile
intr-un mod accesibil si convingator, sa creeze contexte de invatare adecvate, sa ghideze procesul
educational si sa obtind feedback constant, utilizind metode variate de evaluare. Acest ideal
subliniaza importanta formarii continue a cadrelor didactice, un aspect esential in modernizarea
sistemului educational. Formarea continud este nu doar o necesitate, ci si o obligatie
reglementatd, avand rolul de a sprijini evolutia in carierd a profesorului, perfectionarea sa in

acord atat cu propriile nevoi, cat si cu cele ale elevilor, studentilor si ale societatii.

2.1 Dezvoltarea carierei universitare din punct de vedere didactic

In contextul actual, devine tot mai evidentd necesitatea ca procesul de predare-invitare si
trebuie sa le ofere elevilor si studentilor capacitatea de a anticipa si de a se adapta schimbarilor
din jurul lor, facilitand astfel invatarea continud pe tot parcursul vietii (Delors, 2000).

Pentru a-si indeplini rolul cu succes, profesorii trebuie sa imbine talentul si abilitdtile
pedagogice cu trasaturi umane esentiale, precum empatia, rabdarea si deschiderea fata de nevoile
elevilor sau studentilor. Calitatea actului educational este fundamentald, deoarece un profesor

slab pregétit si demotivat poate compromite bazele intregului proces de invétare al unui copil sau
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adult. Profesorul universitar, prin statutul sau profesional, are responsabilitatea si oportunitatea
de a valorifica la maximum potentialul noii generatii. Acest lucru este posibil doar atunci cand
dispune de competentele, abilitatile si capacitatile necesare pentru a-si indeplini eficient functiile
didactice si rolurile asociate profesiei. Arta predarii nu se limiteaza la transmiterea de cunostinte,
ci implica si o atitudine adecvatd fatd de studenti, reflectand atit conceptia pedagogicd asumata,
cét si trasaturile de personalitate ale profesorului. In contextul actual, marcat de schimbiri rapide
si de o societate globalizata, multiculturala si dinamica, a fi profesor reprezintd o adevarata
provocare.Profesorul trebuie sa fie un bun colaborator, inovator si activ in misiuni de formare si
initiere de grupuri stiintifice, flexibil in gandire si actiune, critic, dar in acelasi timp deschis la
propuneri venite din partea tinerei generatii. Eforturile cadrelor didactice din ultimii ani au
condus la o clasificare exceptionald a USAMYV Cluj-Napoca la nivel national, in prima categorie
valoricd a universitatilor din Romania (,,Universitai de cercetare avansatd si educatie”), pe
pozitia a 5-a, respectiv a pozitiei programelor de studii gestionate de facultate si departamentul
de care apartine postul (prima pozifie, in prima categorie, "A", in cadrul Domeniului
"Agronomie, Horticultura, Silviculturd, Inginerie forestierd").

Propunerea de dezvoltare a carierei universitare a candidatului trebuie sd se axeze
obligatoriu si pe cerintele la adresa cadrelor didactice si cercetatorilor, prevazute de ministerul de
resort (Ministerul Educatiei) si legislatia in domeniu (Legea Educatiei Nationale, acte normative
subsecvente acesteia), Carta Universitatii si regulamente la Carta USAMV, metodologii si norme
metodologice interne. De asemenea, trebuie avute in vedere atributiile, misiunea si principalele
reglementari referitoare la actul educational si cercetare emise de organisme cu atribufii in
functionarea programelor de studii si evaluarea externa a calitatii educatiei (Agentia Romana de
Asigurare a Calititii in Invatamantul Superior - ARACIS), stimularea excelentei in cercetarea
stiintifica (Consiliul National al Cercetarii Stiintifice - CNCS), sustinerea si promovarea calitatii,
leadership-ului in invatamantul superior, cercetare stiintifica, dezvoltare si inovare (Unitatea
Executiva pentru Finantarea Invatimantului Superior, a Cercetirii, Dezvoltarii si Inovarii —
UEFISCDI) etc. Cunoasterea unor asemenea cerinte poate fi extrem de utila in activitatea de
planificare a carierei academice, ca un proces coordonat, in care dezideratele referitoare la
orientarea carierei, ocuparea unui post sau evolutie profesionala, sa fie bazate pe fundamente
concrete, respectiv atributii si responsabilitati asumate.

Dezvoltarea unei cariere didactice in domeniul silviculturii, specializarile: dendrologie,
impaduriri se va baza pe urmatoarele obiective generale:

- dobandirea de noi cunostinte si competente prin educatie continud, in paralel cu

dezvoltarea si formarea de noi aptitudini si abilitati utile in activitatea educationala;
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- valorificarea cunostintelor, competentelor, performantelor valoroase atat in
domeniul silviculturii cat si domenii adiacente postului, in vederea interdisciplinaritatii,

- implicare si dedicatie in formarea profesionald si umana a studentilor;

- aplicarea si consolidarea printr-o practica neintrerupta a cunostiintelor dobandite;

- respectarea normelor de etica profesionala si deontologica din mediul academic,
relatii corecte si oneste cu studentii, personalul universitatii, colegi, colaboratori si membri ai
unor unitafi de invatamant, cercetare si productie;

- vizarea unei evolutii in functiile didactice in concordantd cu capacitatile si
oportunitatile existente.

Toate aceste obiective cu caracter general pot fi atinse avand ca punct de plecare o buna
colaborare cu cadrele didactice experimentate. Potrivit lui Marcelo (2009), care a analizat
evolutia cadrelor didactice novice, aceastd etapa de formare reprezinta un proces de dezvoltare
profesionald, in care, prin programe de initiere, profesorii sunt sprijiniti sd isi Insuseasca
competente, abilitdti si cunostinte esentiale pentru cariera didactica.

Universitatea de Stiinte Agricole si Medicind Veterinara din Cluj-Napoca s-a afirmat
constant ca una dintre universitatile de stat din Romania cu rezultate deosebite in activitatea
didactica si in formarea profesionald a studentilor, completatd de valoarea absolventilor si
capacitatea lor de integrare si afirmare pe piata muncii. Consider cd propunerea de dezvoltare a
carierei universitare a candidatului din punct de vedere didactic trebuie s includa obiective in
concordantd cu statutul si recunoasterea institugiei. Obiectivele propuse de candidat sa fie
sustinute de argumente si documente relevante care sa demonstreze si capacitatea de dezvoltare a
carierei universitare a candidatului, astfel incat acestea, impreund cu propunerea elaborata, sa
poata constitui criterii obiective de departajare a candidatilor.

Printre cele mai importante obiective referitoare la activitatea didacticd a oricdrui cadru
didactic sunt:

- programarea si planificarea activitatii de predare (curs, seminar/lucrari practice);

- respectarea continutului tematic al programelor analitice la disciplinele aferente
postului, pregatirea corespunzdtoare si susfinerea pe masurd, cu multa responsabilitate pentru
studenti si viitorul acestora, formare aplicativa, practica, elaborare proiecte de licentd/disertatie
etc.;

- pregatirea profesionald continua;

- dezvoltarea unul limbaj profesional-stiintific accesibil studentilor;

- dezvoltarea unui limbaj cadru didactic-student adecvat varstei, situatiei si

continutului ce va fi transmis;
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- stabilirea unor obiective in vederea evaludrii, informarea studentilor despre
criteriile si modalitatile de evaluare a activitatii si a rezultatelor lor profesionale;

- responsabilitate si respect fata de studenti, implicare si dedicatie in pregatirea lor
profesionald, formarea ca specialisti, formarea-dezvoltarea personalitifii umane, respectiv
formarea intelectuala si sociala;

- respectarea eticii si deontologiei profesionale, a comportamentului si tinutei
decente in institutie si societate.

Un cadru didactic, pentru a atinge obiectivele privind activitatea didactica trebuie sa fie
inmagazinat cu vaste cunostinte din domenii variate, sa utilizeze tehnici si metode de predare
variate care sa stimuleze studentii. Pentru atingerea acestor obiective, cadrul didactic trebuie sa
tind cont de mai multe criterii in derularea procesului de predare: o perfectionare continud; sa
detind bune capacitati orale de transmitere a informatiei §i continuturilor; o buna intelegere a
informatiilor si formularea intrebarilor adecvate situatiei; managementul timpului; o invatare
activa; spirit autocritic.

Planul didactic se va concretiza in cursurile si laboratoarele la care voi participa, precum
si in interactiunea directd cu studentii. Elementele esentiale ale acestuia includ utilizarea unor
materiale si metode adecvate, promovarea acestora, organizarea de competitii intre studenti,
incurajarea feedback-ului si asigurarea transparentei in procesul educational.

In procesul de predare, se va urmdrii dezvoltarea unei relatii bazatd pe comunicare directd
intre cadru didactic si student, elaborarea si punerea la dispozitia studentilor a indrumatoarelor
(caietelor) de lucrari practice, materiale didactice (suport de curs, fise de lucru, planse);
publicarea de carti (cursuri, manuale etc.) in edituri recunoscute CNCS, care sa usureze procesul
de insusire a cunostintelor din domeniu; indrumerea studentilor si catre alte surse informationale
(dictionare de specialitate, programe de calculator, internet, etc.); Tmbunatatirea permanenta a
bazei materiale si a laboratoarelor de specialitate (echipamente, aparatura, materiale, exponate,
carti de specialitate); disponibilitate fatd de nevoile individuale ale studentilor, etc.

Un element esential in desfasurarea procesului didactic este feedback-ul, care joaca un rol
fundamental in imbunatatirea continua a actului educational, fiind strans legat de procesul de
evaluare. Evaluarea reprezintd o activitate complexa de analizd a colaborarii dintre profesor si
studenti, avand ca scop verificarea gradului de indeplinire a obiectivelor didactice. Aceasta
implica atat aprecierea progresului realizat, cat si autoevaluarea studentilor, completand astfel

ciclul predare-invatare (Giurgiuman, 2002).
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2.2 Dezvoltarea carierei universitare din punct de vedere al activitatilor de cercetare

stiintifica

Propunerea de dezvoltare a carierei universitare a candidatului din punct de vedere al
activitatilor de cercetare In Universitatea de Stiinte Agricole si Medicind Veterinard din Cluj-
Napoca trebuie sa fie in congruenta cu statutul unei universitagi de top din Romania. Candidatul
trebuie sa fie constient de complexitatea standardelor, a eforturilor si realizarilor pe care le-a
presupus ocuparea acestui loc de catre institutie, precum si de dificultatea mentinerii lui in timp,
si de faptul ca rezultatele obtinute in cercetare contribuie in mod hotarator la pozitionarea
universitatii in clasamentele nationale si internationale.

Disciplinele ,,Dendrologie” si ,,impéduriri”, prevazute in Statul de functii al
Departamentului I Silviculturd, Facultatea de Silvicultura si Cadastru, pe langa partea didactica,
prevad si o deosebitd aplicabilitate practica, disciplinele enumerate confin mai multe aspecte
comune. Dendrologia reprezintd una dintre stiintele de bazd din domeniul silviculturii, oferind
informatii de o mare diversitate in legaturd cu speciile lemnoase spontane sau introduse in fondul
forestier (morfologie, areal de raspandire, importanta economica si ecologica, insusiri biologice),
iar disciplina de impaduriri trateazad semintele forestiere, pipinierele forestiere precum si
tehnologii de instalare a culturilor forestiere.

Pornind de la aceste considerente, dezvoltarea carierei de cercetator va tinti spre
realizarea urmatoarelor obiective:

- continuarea activitatii de cercetare stiintificd in domeniul in care am activat pana
in prezent;

- abordarea unor noi programe de cercetare, conform planurilor operationale si
strategice la nivel de facultate si universitate, respectiv teme de cercetare la nivelul
departamentului;

- integrarea in colectivul de cercetare al departamentului si facultdtii, inclusiv prin
abordarea unor teme, programe de cercetare inter- si trans-disciplinare;

- abordarea unor teme de cercetare cu studentii si implicarea acestora cat mai mult
in cercetarea stiintifica de profil;

- valorificarea rezultatelor cercetarii prin publicarea de lucrari stiintifice;

- 0 implicare activa si consistentd in activitatea de cercetare a departamentului si
facultatii, contribuind la obtinerea de rezultate relevante si la mentinerea universitatii in categoria
institutiilor de cercetare avansata si educatie;

- respectarea riguroasd a normelor de etica si bund practica in cercetarea stiintifica,

dezvoltarea tehnologica si inovare.
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Indeplinirea acestor obiective vor avea ca finalitate cresterea reputatiei stiintifice a
departamentului, a facultatii, respectiv a universitatii.

Planul de cercetare va fi fundamentat pe parteneriatele stabilite cu alte grupuri de
cercetare relevante si pe colaborarea in cadrul proiectelor nationale si internationale, avand la
baza profesionalismul, experienta si Increderea reciproca a colaboratorilor.

Tinand seama de disciplinele aferente postului, imi propun sa initiez, formez si pregatesc
studentii pentru abordarea unor problematici largi si variate de cercetare, sa-i responsabilizez in
privinta importantei cercetarii in formarea lor profesionald si In aplicarea rezultatelor cercetarii
in practica, sa fie capabili sa-si organizeze si sa deruleze experiente de cercetare pe baza carora
sa elaboreze lucrari pentru simpozioane studentesti, simpozioane desfasurate atat in cadrul
USAMYV cit si la alte universititi din tara. In acest sens, din pozitia de cadru didactic asociat, in
anii universitari 2011-2013, asistent universitar 2013-2016, sef de lucrari 2016-2022,
conferentiar 2022 si pana in prezent, am avut ocazia de a coordona studenti, impreund cu d.nul
Prof. dr. Liviu Holonec si d.na Prof. dr. Adriana Sestras, la simpozioane stiinfifice studentesti
(Sesiunea de Comunicari Stiintifice Studentesti organizatd de ciatre USAMV Cluj-Napoca,
respectiv Sesiunea de Comunicari Stiintifice Studentesti, Suceava, Republica Moldava). De
asemenea, partea de cercetare se va reflecta si in proiectele de diploma 1n care ma voi implica.
Tinand cont de nivelul foarte bun al studentilor voi susfine pentru ca acestia sa 1si continue
cariera ITn mediul academic ca masteranzi, cercetatori sau doctoranzi.

Strategiile propuse in scopul dezvoltarii activitdtii de cercetare prevad si atragerea de
fonduri si crearea unui laborator de cercetare, prin aplicatii de proiecte in competitiile de granturi
nationale sau internationale, prin colaborari la nivelul departamentului, facultatii, universitatii,
dar si cu parteneri din tard sau din strdinatate.

Pe parcursul anilor de activitate am depus numeroase proiecte in cadrul Programului
Resurse Umane, Tinere Echipe de Cercetare (TE), competitia 2016, 2019 respectiv 2021, in
urma procesului de evaluare, proiectele s-au incadrat a fi eligibile dar nefinantabile. La ultimul
proiect depus in competitia din anul 2021 cu titlul "Responses to abiotic stress factors in some
Romanian provenances of Larix decidua and the identification of chemical compounds from the
bark™, Th urma evaluarii punctajul obtinut a fost 85,40, fiind pe prima pozitie in lista de rezerva.

Valorificarea rezultatelor cercetarii se va asigura prin publicarea de lucrari stiintifice in
jurnale internationale cu factor de impact, prin publicarea in reviste indexate Tn baze de date din
strainatate si recunoscute CNCSIS, prin participarea la conferinte nationale si internationale

recunoscute (simpozioane, conferinte, workshop-uri etc.) si publicarea de carti de specialitate la
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edituri recunoscute CNCSIS. Realizarile personale de pana in acest moment pot constitui un
argument in plus in realizarea acestui deziderat.

Fundamentele pe care imi propun sd-mi construiesc cariera se bazeaza pe un set de valori
esentiale: feedback-ul, transparenta si deschiderea catre inovatie. Mad bazez pe sprijinul
colectivului Departamentului de Silvicultura pentru sustinerea acestor principii $i pe promovarea
lor in randul colaboratorilor. Consider ca dezvoltarea domeniului silviculturii, a disciplinelor
conexe, precum si progresul profesional atat al meu, cat si al colaboratorilor mei, depind in mod

direct de respectarea si aplicarea acestor valori.

2.3. Corelarea activitatii de cercetare cu cea didactica

La nivel european, in octombrie 2000 a fost lansat Memorandumul asupra invatarii
permanente (Comisia Comunitatilor Europene, ***2000) avand drept scop elaborarea unei
strategii pentru implementarea conceptului de invdtare permanentd la nivel individual si
institutional. Acest concept este definit ca un proces de invatare intentionat si continuu, avand ca
scop dezvoltarea si imbunatatirea cunostintelor, abilitatilor si competentelor. Chiar daca stilurile
de munca ale cadrelor didactice sunt diferite, fiecare cadru didactic trebuie sd aiba la baza
piramidei conceptelor acest termen de invatare permanentd, care in mediul universitar 1si gaseste
cel mai potrivit contur in corelarea activitatii didactice cu cea de cercetare. Un mare beneficiu al
muncii de cercetare il constituie si faptul ca cercetatorul este mereu la curent cu inovatiile
stiintifice din domeniul sau de activitate, astfel ca optimizarea planurilor de invatamant existente,
sau a unor elemente, structuri ale acestor coreleaza in mod pozitiv activitatea educationald cu cea
de cercetare stiintifica. Interdependenta dintre misiunea de cercetare si cea didactica trebuie
concretizatd de catre cadrul didactic in promovarea inovatiilor din domeniul sdu de activitate, in
promovarea unor noi laboratoare de specialitate, a unor noi sisteme de evaluare, in introducerea
unor noi metode si tehnologii mergand pana la introducerea de noi discipline.

Corelarea activitatii de cercetare cu cea didacticd va face apel si va pune accent pe
metodele moderne de predare, pe metodele activ-participative. Prin aceste metode se va pune
accent pe invatarea prin cooperare, astfel ca studentii pot deveni coparticipanti si nu doar
receptori de informatie. Tn acest fel, se va stimula dezvoltarea gandirii critice, care presupune
detinerea unor informatii valoroase si relevante, formarea unor convingeri rationale si opinii
proprii, deschiderea catre analiza si evaluarea ideilor personale, sustinerea argumentatd a
punctelor de vedere, implicarea activd in identificarea solutiilor si colaborarea eficienta cu

ceilalti.
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Evolutia carierei universitare in contextul societdfii actuale este un proces complex, in
care vor interveni roluri noi, motivatii si atitudini noi, dar indiferent de contextele sociale,
procesul de predare-invatare-evaluare trebuie centrat pe student si pe nevoile acestuia. Procesul
educational are ca scop cultivarea increderii in invdtare, astfel incat studentul sa isi poata
valorifica cunostintele, competentele si aptitudinile in viitoarea sa carieri. In acest sens,
metodele si sistemele de predare, invatare si evaluare trebuie sa fie adaptate nevoilor si cerintelor

studentului, nu invers.
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