RST - Raport stiintific privind implementarea proiectului ,,REASONING - Rezilienta la
seceta si valoarea ecologica a plantatiilor de duglas, molid si brad avind in vedere
schimbarile climatice” (cod: PN-III-P1-1.1-TE- 2019-1099; Contract de Finantare pentru
Executie Proiecte NR. TE 75/2020) in perioada 15/09/2020 - 31/12/2020

I. REZUMATUL ETAPEI I

OBIECTIVELE SPECIFICE ALE PRIMEI ETAPE: intocmirea a doua baze de date ce
vor cuprinde date anuale de crestere si date genetice pentru fiecare dintre cele trei specii de
conifere studiate (duglas, molid si brad)

ACTIVITATI REALIZATE IN CADRULUI ETAPEI I:

Etapa I: Studii dendroecologice si genetice In paduri mixte de duglas, molid si brad

Activitate 1.1: Selectarea de paduri mixte de duglas, molid si brad In SW-ul Romaniei.

Activitate 1.1.1: Selectia padurilor mixte de duglas, molid si brad se va face in baza
informatiilor extrase din Planurile Locale de Management. in acest sens, ocoalele silvice Ana
Lugojana (Timis), Rusca Montand (Caras-Severin) si Otelu Rosu (Caras-Severin) au fost
contactate 1n prealabil si s-a stabilit o colaborare cu ele.

Activitate 1.2: Deplasare in teren pentru prelevarea de probe.

Activitate 1.2.1: Se vor preleva carote (pentru masurarea inelelor anuale de crestere) si
frunze / cambiu (pentru extragerea de ADN) din 225 de arbori (duglas, molid si brad).
Realizarea acestei activitati depinde de restrictiile, In ceea ce priveste deplasarile, ce ar putea
apdrea pe fondul situatiei determinate de virusul COVID-19, astfel incét sanatatea membrilor
echipei de lucru sa nu fie expusa. Astfel, in cazul 1n care aceasta deplasare in teren nu se va
putea realiza in Etapa I, ea se va realiza in Etapa II (primavara anului 2021).

Activitate 1.3: Prelucrarea probelor prelevate in teren.

Activitate 1.3.1: Masurarea inelelor anuale de crestere (pe carote) si extragerea de ADN
(din frunze / cambiu). Aceste activitati de laborator vor fi realizate urmand protocoale si
programe  specifice din  domeniul dendrocronologiei st cel al  geneticii.
Datorita volumului mare de lucru si dat fiind faptul cd aceste activitdti sunt extrem de
minutioase, necesitind multa precizie si deci timp, ele vor fi continuate in Etapa II a
proiectului. Activitatea 1.3.1 depinde de realizarea activitatii 1.2: Deplasare in teren pentru
prelevarea de probe. Inceperea intocmirii celor doud baze de date: crestere si genetica.

II. DESCRIEREA STIINTIFICA SI TEHNICA, CU PUNEREA IN EVIDENTA A
REZULTATELOR ETAPEI I SI GRADUL DE REALIZARE A OBIECTIVELOR:

Toate activitatile propuse pentru Etapa I a proiectului REASONING (a se vedea mai sus)
au fost realizate cu succes, in conformitate cu planul de implementare.

Proiectul REASONING a inceput in septembrie 2020 (mai exact pe 15/09/2020). La
inceputul lunii octombrie 2020, campania de teren era deja organizata si s-a putut realiza cu
precautii, avand in vedere situatia COVID-19 din Romania la acel moment.

Activitatile 1.1 si 1.1.1: dupa ce am studiat cu atentie Planurile Locale de Management ale
Ocoalelor Silvice Ana Lugojana (Timis), Rusca Montana (Caras-Severin) si Otelu Rosu
(Caras-Severin), am selectat trei plantatii mixte de duglas, molid si brad, toate situate in sud-
vestul Romaniei. Am preferat sa lucram in aceasta zona din Romania, deoarece aici clima are
o influentd sub-mediteraneana, iar scopul proiectului REASONING este de a studia, printre
altele, performantele celor trei specii de conifere atunci cand trebuie sa faca fatd fenomenelor
de seceta severd, avand in vedere provenienta si diversitatea lor geneticd. Cele trei plantatii
mixte de duglas, molid si brad au fost denumite Ana Lugojana, Rusca Montana si Otelu Rosu,
pentru a fi usor de identificat, si sunt toate situate pe versanti cu expunere nordica.

Activitatile 1.2 si 1.2.1: deplasarea 1n teren a avut loc la inceputul lunii octombrie 2020.
Prelevarea de mostre a constat in extragerea de carote si colectarea de frunze / cambiu,
necesare analizelor dendrocronologice si genetice propuse. La fiecare dintre cele trei plantatii



mixte, un numadr de 75 de arbori maturi au fost selectati si esantionati aleatoriu: 25 duglasi, 25
molizi si 25 brazi. Toti arborii selectati (75 de arbori x 3 plantatii mixte = 225 de arbori) sunt
dominanti si cu un diametru similar la inaltimea pieptului (DBH), pentru a evita introducerea
de “zgomot” nedorit in analize. S-au prelevat probe doar din arbori vii, sandtosi, care nu
prezentau semne de atac biotic (ex. insecte, putregai) si nici de rani provocate de doboraturi
de vant sau zipada. In cadrul fiecarei plantatii, toti arborii esantionati sunt situati pe acelati
versant, astfel incat conditiile la nivel micro si nu varieze prea mult intre ei. In timpul
deplasarii in teren, nu s-au observat evenimente de mortalitate Tn randul speciilor studiate la
niciuna dintre cele trei plantatii mixte de duglas, molid si brad.

Din fiecare arbore selectionat (adicd un total de 225 arbori), s-au extras doua carote.
Extragerea carotelor s-a facut la indltime standard (1,3 m deasupra solului) si perpendicular cu
pantd pentru a evita posibilele zone de lemn comprimat. Carotele au fost extrase folosind
burghie (diametru 5 mm; Hagl6f, Suedia). Aceste mostre vor fi folosite pentru realizarea
primului obiectiv specific al proiectului REASONING: studierea cresterilor istorice (adica,
inelele anuale ale arborilor) ale celor tre specii de conifere (duglas, molid si brad), in trei
plantatii mixte din SV Romaniei: Ana Lugojana, Rusca Montana si Otelu Rosu.

Din exact aceiasi 225 arbori selectationati, s-au prelevat si mostre de frunze / cambiu.
Acest lucru s-a facut fie folosind o foarfecd telescopicd, necesara pentru a ajunge la frunzele
situate sus 1n coroand, fie folosind un cilindru metalic foarte rezistent, necesar pentru
extragerea cambiului. Aceste mostre vor fi folosite pentru realizarea celui de-al doilea
obiectiv specific al proiectului REASONING: studierea geneticii celor trei specii de
conifere (duglas, molid si brad), in trei plantatii mixte din SV Romaniei: Ana Lugojana,
Rusca Montana si Otelu Rosu.

Activitatile 1.3 si 1.3.1: dupa incheierea campaniei de teren, am inceput sa procesam
mostrele colectate (carote, frunze / cambiu). Carotele au fost uscate, lipite pe suporturi
speciale de lemn si slefuite cu hartie abraziva de diferite granulatii pand cand toate limitele
inelelor au devenit clar vizibile. Carotele au fost apoi scanate la 1200 dpi (Epson Expression
11000XL) si s-a inceput mdasurarea (precizie de 0,01 mm) lor folosind software-ul
CooRecorder (Cybis Elektronic & Data, Saltsjobaden, Suedia). Masurarea inelelor anuale ale
arborilor este o activitate extrem de minutioasa ce necesita foarte mult timp. Astfel, aceasta
activitate va fi continuata si in Etapa II (2021) a proiectului. Rezultatul final va fi o baza de
date de cresteri anuale ce va fi utilizatd pentru a efectua analize dendrocronologice si
dendroecologice in vederea compararii modului in care cresc cele trei specii de conifere
studiate (performanta lor) si evaludrii modului in care rezista / tolereaza / sunt reziliente la
evenimente de secetd severa la care au fost expuse in trecut (inelele anuale inregistreaza cu
exctitudine conditiile climatice la care sunt expusi arborii de-a lungul vietii lor). Toate aceste
analize ne-ar putea ajuta sd intelegem cum au crescut de-a lungul timpului aceste specii de
conifere, avand in vedere faptul ca toate au fost expuse unor conditii de mediu asemanatoare.
In plus, aceste analize ne vor permite si facem estimari cu privire la modul in care aceste
specii vor raspunde in viitor la evenimente de secete severe, avand in vedere diferitele
strategii pe care le-au folosit in trecut pentru a face fata unor astfel de evenimente neprielnice.

Mostrele de frunze / cambiu au fost folosite pentru extragerea ADN-ului. Pentru aceasta,
mai intai s-au introdus 60-70 mg de tesut biologic (adicd frunze / cambiu) impreuna cu 2 bile
de wolfram intr-un cilindru de 2 ml si s-au macinat (30 Hz) timp de 2-3 minute folosind
moara Tissue Lyser Roche MM400. Extractia ADN-ului a fost apoi efectuatd urmand
protocolul CTAB [19, 20], protocol ce presupune extregerea ADN-ului In mai pasi. Primul
pas: pentru ruperea membranelor celulare s-au adaugat 1000 pl 2 x CTAB Extraction Buffer
(substanta ce contine CTAB, PVP si -mercaptoethanol) si 10-15 pl Proteinase K, dupa care
tuburile astfel pregatite s-au introdus intr-un Thermomixer pentru 30 de minute la o
temperatura de 65°C si 550 rotatii / minut. Al doilea pas: s-au addugat 200 pl de Wet
Chlorophorm, pentru a separa si denatura unele proteine existente, 600 pl Izopropanol (-20



°C) st 1000 pl de Wash Buffer (50 pl acetat de amoniu + 40 ml etanol 76% + 10 ml H>O)
pentru eliminare unor reziduri de CTAB si purificarea ADN-ului extras. La final, peste
produsul rezultat s-au addugat 50 pl Elution Buffer. Dupd extractia ADN-ului, calitatea si
concentratia acestuia au fost testate cu ajutorul spectrofotometrului Nanodrop 8000. Pentru
aceasta, s-a utilizat un volum de 1pl de ADN din solutia stoc. Concentratiile au fost destul de
mari insa calitatea ADN-ul, apreciatad in functie de raportul 260/280 la care valorile optime
sunt cuprinse in intervalul 1.8-2.0, a fost uneori destul de slaba datoritd continutului mare de
impuritati. Ulterior, in functie de cantitatea si calitatea ADN-ului s-au efectuat dilutii de 1:10 -
1:30, pentru a obtine o concentratie de aproximativ 20 — 30 ng/ul. Rezultatul final va fi o baza
de date genetice care va fi utilizata pentru a identifica originea geografica a semintelor care au
fost folosite pentru plantarea duglasului, molidului si bradului in cele trei plantatii mixte din
SV-ul Romaniei. Analizele genetice propuse pentru proiectul REASONING ne-ar permite, de
asemenea, sa evaludm si diversitatea genetica a celor trei plantatii mixte selectate, informatii
care ne-ar permite totodatd sa intelegem mai bine adaptarea locald si soarta acestor plantatii
de conifere avand in vedere schimbarile climatice.

1. MANAGEMENTUL PROIECTULUI REASONING:

In 2020, a fost necesari achizitionarea de diferite materiale pentru a efectua analizele
dendrocronologice si genetice. Astfel, s-au achizitionat un slefuitor electric cu vibratii si
accesorii (casti antifoane, menghine), toate necesare slefuirii carotelor esantionate. Pentru
extractiile ADN si analizele genetice, s-au achizitionat diferite kit-uri de laborator (de
exemplu, markeri genetici, tuburi Eppendor, microplaci, varfuri de pipete, etc.). Totodata,
echipa de lucru a proiectului a necesitat achizitionarea de tonere de imprimantd pentru a-si
putea desfasura in mod corespunzator activitatea de laborator si birou.

IV. CONCLUZIILE ETAPEI I ALE PROIECTULUI REASONING:

Toate activitatile (1.1, 1.1.1, 1.2, 1.2.1, 1.3 si 1.3.1) propuse pentru Etapad I a proiectului
REASONING au fost finalizate cu succes in cursul anului 2020, conform planului de lucru.
Principalele rezultate ale acestei prime etape vor fi doud baze de date (dendrocronologice si
genetice) care vor sta la baza analizelor ulterioare ce se vor face In vederea studierii
plantatiilor mixte de duglas, molid si brad esantionati in sud-vestul Romaniei.

V. REALIZARI STIINTIFICE ALE DIRECTORULUI DE PROIECT PE
PARCURSUL ETAPEI I A PROIECTULUI REASONING:

De la inceputul proiectului REASONING, directorul de proiect Ana-Maria Heres a
publicat un articol ISI: Gazol A., Heres A.-M., Curiel Yuste J., Land-use practices (coppices
and dehesas) and management intensity modulate responses of Holm oak growth to drought.
Agricultural and Forest Meteorology, in press,
https://doi.org/10.1016/j.agrformet.2020.108235

Acest articol reprezintd rezultatul colaborarii sale cu institutii internationale. Deoarece, pe
parcursul lucrului la acest articol directorul de proiect Ana-Maria Heres a fost sprijinitd
financiar de proiectul REASONING, proiectul (PN-III-P1-1.1-TE-2019-1099) este mentionat
in sectiunea Multumiri a articolului publicat.

Brasov, 24.11.2020 director proiect,
dr. Ana-Maria Heres
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