RST — Raport stiintific privind implementarea proiectului "REASONING — Rezilienta la seceta
si valoarea ecologica a plantatiilor de duglas, molid si brad avand in vedere schimbarile
climatice" (PN-III-P1-1.1-TE-2019-1099; Contract de Finantare pentru Executie proiecte
TE 75/ 2020)

RAPORT FINAL (15/09/2020 - 14/09/2022)

I. OBIECTIVE PREVAZUTE SI REALIZATE:

Principalul obiectivul al proiectului REASONING a fost acela de a efectua studii ecologice si
genetice 1n plantatii mixte de duglas (specie alogend in Europa), molid (specie nativa din zonele reci
si muntoase ale Europei) si brad (specie nativa in Romania) din Romania. Acest principal obiectiv
s-a bazat pe faptul ca, desi importanta economicd a duglasului pare a fi foarte bine stabilita (i.e.,
cherestea), date importante precum performanta acestei specii In ceea ce priveste cresterile si
rezistenta la fenomene severe de secetda, marcate de schimbarile climatice, lipsesc din literatura de
specialitate. Totodata, desi existda mai multe studii care compara plantatii de duglas si molid, exista
foarte putine date care compara plantatii de duglas si brad, desi bradul este originar din Europa, este
o specie comuna in Europa Centrala si de Est, are nevoie de conditii climatice foarte asemanatoare
cu cele ale duglasului si este si el apreciat pentru calitatea lemnului sau [1, 2].

Tindnd cont de obiectivul principal prevdzut in cadrul proiectului REASONING, trei plantatii
mixte de duglas, molid si brad au fost identificate (Act. 1.1 si 1.1.1 din Etapa I a Planului de
Implementare) si esantionate in SV Romaniei: Ana Lugojana, Rusca Montana si Otelu Rosu (Fig.
1; Ocolele Silvice Ana Lugojana, Rusca Montana si Otelu Rosu). Toate aceste trei plantatii sunt

situate in Muntii Poiana Rusca.
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Fig. 1 Locatia celor trei zone de studiu (Ana Lugojana, Rusca Montana si Otelu Rosu) in SV

Romaniei (Muntii Poiana Rusca).

In continuare, in cele trei plantatii mixte de duglas, molid si brad s-au efectuat studii care sa duca
la realizarea obiectivelor specifice propuse in cadrul proiectului REASONING:

(1) Studii privind ratele istorice de crestere (i.e., pe baza inelelor anuale de crestere) ale
duglasului, molidului si bradului din zonele de studiu Ana Lugojana, Rusca Montana si Otelu Rosu.
Pentru realizarea acestui obiectiv prevazut in proiectul REASONING, membrii echipei de cercetare
s-au deplasat in teren (Act. 1.2 din Etapa I a Planului de Implementare). In cadrul acestei
campanii de teren care s-a desfasurat in 2020, a fost urmata schema de esantionare prezentata in
propunerea initiala de proiect. Astfel, la fiecare dintre cele trei zone de studiu, au fost selectati
aleatoriu si esantionati 25 de arbori adulti pentru fiecare dintre cele trei specii de conifere plantate
(Actul 1.2.1 din Etapa I a planului de implementare). Esantionarea a constat in extragerea din
fiecare arbore a cate doua carote folosing burghie cu diametrul interior de 5 mm (Hagl6f, Suedia).
In total, 450 de carote au fost extrase manual din 225 de arbori (adica, 25 de arbori x 3 specii x 3

zone de studiu; Tabelul 1). In plus, toti arborii esantionati s-au masurat (diametru, DBH; iniltime)



si s-au geolocalizat (Tabelul 1). Dupd terminarea campaniei de teren, carotele extrase au fost
pregatite folosind proceduri dendrocronologice standard. Ulterior, aceste carote au fost folosite
pentru a misura (precizie 0.01 mm) inelele anuale de crestere ale arborilor esantionati. In acest
scop, s-a folosit software-ul CDendro si CooRecorder (Cybis Elektronik & Data, Saltsjobaden,
Suedia; Act. 1.3 si 1.3.1 din Etapa I a Planului de Implementare; Act. 2.1 si 2.1.1 din Etapa Il a
Planului de Implementare). Acuratetea statistica a procesului de crosdatare (i.e., potentiale erori
de datare; calitatea masuratorilor inelelor anuale) a fost verificatd in mod repetat utilizand
programul COFECHA [3]. In total, 215 arbori (74 duglas, 70 molid si 71 brad; Tabelul 1) au fost
crosdatati cu acuratete si inclusi in baza finala de date anuale de crestere. Aceastd baza de date a
fost utilizata in continuare pentru a efectua analize dendrocronologice si dendroecologice (Act. 2.3
si 2.3.1 din Etapa II a Planului de Implementare). In mod concret, aceasti bazi de date s-a
utilizat pentru a compara cresterile anuale ale celor trei specii studiate (i.e., performanta) si pentru a
le evalua rezistenta/toleranta/rezilienta la evenimentele severe de secetd la care au fost expusi de-a
lungul vietii lor (i.e., inelele anuale de crestere Inregistreaza cu fidelitate conditiile climatice la care
arborii sunt expusi de-a lungul vietii lor). Pentru a realiza acest lucru, pe langd baza de date anuale
de crestere, s-au obtinut, prelucrat si utilizat si date privind Indicele Standardizat de Precipitatie-
Evapotranspiratie (SPEI) [4, 5].

Rezultatele obtinute pentru obiectivul (1) al proiectului REASONING sunt descrise in
detaliu in sectiunea II. REZULTATE SI INDICATORI de mai jos si vor fi publicate intr-o
revista de specialitate: Petrea $., Petritan 1.C., Gazol A., Curiel Yuste J., Heres A.-M., in prep.
(Act. 3.2 si 3.2.1 din Etapa III a Planului de Implementare).

(2). Studii privind genetica duglasului, molidului si bradului din zonele de studiu Ana Lugojana,
Rusca Montana si Otelu Rosu. Pentru realizarea acestui obiectiv prevdzut in proiectul
REASONING, in cadrul campaniei de teren desfasurate in anul 2020 (Actul 1.2 din Etapa I a
Planului de Implementare), s-au prelevat si acicule si probe de cambiu de la exact aceiasi 225 de
arbori (duglas, molid si brad; Act. 1.2.1 din Etapa I a Planului de Implementare). Si in acest caz,
a fost urmatd schema de esantionare prezentatd in propunerea initiala de proiect. Prelevarea
probelor genetice a fost efectuata fie folosind o foarfeca telescopicd, necesara pentru a ajunge la
aciculele situate n partea de sus a coroanelor arborilor, fie un cilindru metalic foarte rezistent,
necesar pentru extragerea cambiului. Dupa terminarea campaniei de teren, aciculele si probele de
cambiu au fost utilizate pentru extragerea ADN-ului (Act. 1.3 si 1.3.1 din Etapa I a Planului de
Implementare; Act. 2.1 si 2.1.1 din Etapa a II-a a Planului de Implementare). Pentru aceasta,
mai intai s-au introdus 60-70 mg de tesut biologic (acicule / 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, 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 B-
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 adaugat 200 pl de Wet Chlorophorm, pentru a separa si denatura unele proteine existente, 600 pl
Izopropanol (-20 °C) si 1000 pul de Wash Buffer (50 pl acetat de amoniu + 40 ml etanol 76% + 10
ml H20) pentru eliminare unor reziduri de CTAB si purificarea ADN-ului extras. La final, peste
produsul rezultat s-au adaugat 50 pl Elution Buffer. Dupa extractia ADN-ului, calitatea si
concentratia acestuia au fost testate cu ajutorul spectrofotometrului Nanodrop 8000. Pentru aceasta,
s-a utilizat un volum de 1pul de ADN din solutia stoc. Concentratiile au fost destul de mari insa
calitatea ADN-ul, apreciata in functie de raportul 260/280 la care valorile optime sunt cuprinse in
intervalul 1.8-2.0, a fost uneori destul de slaba datorita continutului mare de impuritati. Ulterior, n
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. Baza de date genetice obtinutd In urma acestor analize
de laborator a fost utilizata in continuare pentru efectuarea de analize (Act. 2.3 si 2.3.1 din Etapa a
II-a a Planului de implementare) cu scopul de a identifica originea geografica a semintelor care
au fost folosite la plantarea duglasului, molidului si bradului. Totodatd, aceastd baza de date
genetice s-a folosit si pentru a evalua diversitatea genetica a celor trei plantatii mixte selectate in
cadrul proiectului REASONING, astfel de informatii permitdndu-ne sd intelegem mai bine
adaptarea locala si viitorul acestor plantatii de conifere avand in vedere schimbarile climatice.
Datorita volumului urias de munca privind baza de date genetice, momentan s-au prelucrat statistic
doar probele de duglas. Probele de molid si brad sunt in prezent in curs de analizd statistica (in
prep.).

Rezultatele obtinute pentru obiectivul (2) al proiectului REASONING sunt descrise in
detaliu in sectiunea II. REZULTATE SI INDICATORI de mai jos si vor fi publicate intr-o
revista de specialitate: Curtu Al., Ciocirlan E., Sofletea N., Petritan C., Petrea $., Heres A.-
M., Assessing genetic diversity and structure of Douglas-fir (Pseudotsuga menziesii)
plantations in Romania based on nuclear and chloroplast microsatellite polymorphisms,

submitted to Annals of Forest Research (Act. 3.2 si 3.2.1 din Etapa III a Planului de

Implementare).

(3). Studii privind subarboretului si arbori competitori ai duglasului, molidului si bradului din
zonele de studiu Ana Lugojana, Rusca Montana si Otelu Rosu. Pentru realizarea acestui obiectiv

prevazut in proiectul REASONING, membrii echipei de cercetare au desfasurat o a doua campanie



de teren in anul 2021 (Act. 2.2 si 2.2.1 din Etapa II a Planului de Implementare). In cadrul
acestei campanii de teren, toti cei 225 de arbori (duglas, molid si brad) din care s-au extras carote si
au fost prelevate acicule si cambiu Tn 2020, au fost revizitati in zonele de studiu Ana Lugojana,
Rusca Montana si Otelu Rosu. Acesti arbori au fost usor de gasit datorita faptului ca in cadrul
campaniei de teren din 2020 au fost geolocalizati. Si 1n acest caz, a fost urmatd schema de
esantionare prezentati in propunerea initiald de proiect. In acest sens, s-a urmat metodologia
descrisa de Curiel Yuste et al. 2019 [6]: in jurul fiecdruia dintre cei 225 arbori (i.e., arbori de
referintd) s-a stabilit un cerc cu diametrul de 5 m, iar in acest cerc s-a efectuat un sondaj detaliat al
subarboretului si arborilor competitori. Mai exact, toti puietii au fost numadrati si identificati la nivel
de specie. Totodatd, toti arborii competitori dominanti au fost identificati la nivel de specie. Pentru
acestia din urma, s-au masurat diametrele (DBH) si distantele la care sunt situati fata de cei 225
arbori de referintd. Datele privind subarboretulu s-au utilizat in continuare pentru a estima
capacitatea de regenerare a celor trei specii de conifere studiate (duglas, molid si brad) si a altor
specii de arbori si arbusti. Datele privind arborii competitori s-au utilizat in continuare pentru a
estima concurenta pe care acesti arbori competitori o exercitd asupra celor 225 arbori (duglas, molid
si brad) din zonele de studiu Ana Lugojana, Rusca Montana si Otelu Rosu (Actul 3.1 si 3.1.1 din
Etapa III a Planului de implementare).

Rezultatele obtinute pentru obiectivul (3) al proiectului REASONING sunt descrise in
detaliu in sectiunea II. REZULTATE SI INDICATORI de mai jos si vor fi publicate intr-o
revista de specialitate: Petrea $., Petritan 1.C., Gazol A., Curiel Yuste J., Heres A.-M., in prep.
(Act. 3.2 si 3.2.1 din Etapa III a Planului de Implementare).

(4). Evaluarea serviciilor ecosistemice oferite de cele trei plantatii de duglas, molid si brad in
zonele de studiu Ana Lugojana, Rusca Montana si Otelu Rosu. Pentru realizarea acestui obiectiv
prevazut in proiectul REASONING, s-a colaborat cu dr. Stefano Balbi si doctiranda sa Alba
Marquez Torres. Ambii experti in modelizare lucreaza in cadrul k. LAB (BC3 - Basque Center for
Climate Change; Spania) si au folosit software-ul ARIES (ARtificial Intelligence for Ecosystem
Services) pentru a efectua analizele privind serviciilor ecosistemice (Act. 3.1 si 3.1.1 din Etapa a
I1I-a a Planului de Implementare). Aceastd colaborare a fost stabilitd si prezentata in propunerea
originala de proiect unde dr. Stefano Balbi si doctoranda sa Alba Marquez Torres au fost inclusi ca
si colaboratori externi. Analizele privind serviciile ecosistemice, realizate de cei doi experti, s-au
realizat pe baza datelor anuale de crestere, subarboret si arbori competitori (i.e., obtinute in cadrul
obiectivelor specifice (1) si (3) descrise anterior) si pe geolocalizarea celor 225 arbori (duglas,

molid si brad) din zonele de studiu Ana Lugojana, Rusca Montana si Otelu Rosu.



Rezultatele obtinute pentru obiectivul (4) al proiectului REASONING sunt descrise in
detaliu in sectiunea II. REZULTATE SI INDICATORI de mai jos si vor fi publicate intr-o
revista de specialitate (Act. 3.2 si 3.2.1 din Etapa Il a Planului de Implementare).

II. REZULTATE SI INDICATORI:

Obiectivele prevazute in cadrul proiectului REASONING au fost realizate conform propunerii
initiale de proiect si a planului de implementare.

Rezultatele proiectului REASONING sunt detaliate in continuare pe baza obiectivelor specifice
prezentate in sectiunea I. OBIECTIVE PREVAZUTE SI REALIZATE.

(1) Studii privind ratele istorice de crestere (i.e., pe baza inelelor anuale de crestere)

Baza de date privind cresterile anuale continea date brute de latime a inelelor (TRW, raw tree ring
widths - conform denumirii lor in limba englezd). Pentru a obtine o estimare mai fiabila a cresterilor
arborilor si pentru a elimina fluctuatiile de frecventa joasd determinate de cresterea marimii tulpinii
si a varstei arborilor de-a lungul timpului, seriile TRW au fost transformate in basal area increment
(BAI), folosind pachetul R dpIR [7, 8]. Mai exact, pentru a obtine BAI, a fost folosita functia
,bai.out”. Deoarece molizii din zonele de studiu Ana Lugojana si Rusca Montan au avut serii mai
scurte de BAI (i.e., incepand cu 1980; Tabelul 1), s-a folosit o perioadd comuna de studiu (i.e.,
1980-2020) pentru a efectua analize statistice cu cele trei specii de conifere din cele trei zone de

studiu. In aceste analize statistice, s-au folosit datele BAI si SPEL

Tabelul 1. Principalele caracteristici ale speciilor duglas, molid si brad din zonele de studiu Ana

Lugojana, Rusca Montana si Otelu Rosu

Zona'de Ana Lugojana Otelu Rosu Rusca Montana

studiu

Specie brad duglas molid brad duglas molid brad duglas molid
Nr. inifial 25 25 25 25 25 25 25 25 25
de arbori
Nr. final de 23 25 24 24 24 22 24 25 24

arbori

Perioada | 1966 - 1979 - 1980- | 1972- 1971 - 1974- | 1975- 1975- 1980 -

2020 2020 2020 2020 2020 2020 2020 2020 2020

DBH (cm) | 34.61 36.51 34.26 36.36 36.87 36.56 3539  38.64 37.42
In?rg)me 24.02 26.74 25.68 27.28 30.53 29.82 2698  29.59 27.27

Perioada, perioada de timp acoperita de arborii esantionati; DBH, diametru la inaltimea pieptului;

Inaltime, inaltimea arborilor.




Conform rezultatelor obtinute, cresterile (i.e., performanta) arborilor (duglas, molid si brad) din
zonele de studiu Ana Lugojana si Rusca Montana au inregistrat tendinte pozitive (semnificative din
punct de vedere statistic; Fig. 2). In schimb, in zona de studiu Otelu Rosu, crestile celor trei specii
de conifere studiate au diferit intre ele. In concret, bradul a inregistrat o tendinti de crestere pozitiva
(semnificativd din punct de vedere statistic), molidul a inregistrat o tendinta de crestere negativa
(semnificativa din punct de vedere statistic), in timp ce duglasul nu a inregistrat nicio tendintd de
crestere (Fig. 2). Per ansamblu, aceste rezultate aratd cd bradul, o specie nativa din Romania, are
performante bune de crestere indiferent de zona de studiu. In schimb, desi in zonele de studiu Ana
Lugojana si Rusca Montana, duglasul si molidul par sd creasca bine, in zona de studiu Otelu Rosu
cresterile lor pare a fi limitate. Posibilii factori care stau la baza limitarii cresterii lor trebuiesc
investigati In continuare mai in detaliu, i.e., conditiile de sol sau microclima ar putea fi implicate,

printre altele.
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Fig. 2 Tendinte de crestere (BAI) pentru duglas, molid si brad in zonele de studiu Ana Lugojana, Rusca Montana si Otelu Rosu



Pentru a putea evalua modul in care arborii esantionati (duglas, molid si brad) din zonele de studiu
Ana Lugojana, Rusca Montana si Otelu Rosu raspund la evenimente severe de secetd, s-au calculat
indicii privind rezistenta (capacitatea de a face fatd evenimentelor de secetd), recuperarea
(capacitatea de a se recupera dupa evenimente de secetd), rezilientd (capacitatea de a reveni la
cresteri similare celor de dinainte de secetd) si rezilienta relativd (rezilienta care ia in considerare
daunele survenite in timpul evenimentelor de secetd) [9]. In primul rand, mai multe evenimente
severe de seceta (i.e., 1983, 1994, 2000 si 2011) au fost identificate intre 1980 si 2020, la cele trei
zone de studiu, folosind Indicele Standardizat de Precipitatie-Evapotranspiratie (SPEI) [4, 5]. Apoi,
pentru a efectua analize statistice, s-au fost luate In considerare trei ani de cresteri inainte si trei ani
de cresteri dupd aceste evenimente severe de secetd. Rezultatele analizelor statistice (i.e.,
generalized least squares models followed by least-square means based on Tukey HSD tests [10,
11]) efectuate cu aceste seturi de date au ardtat ca nu existd diferente semnificative intre speciile
duglas, molid si brad in ceea ce priveste indicii de rezistentd, recuperare, rezilientd si rezilienta
relativa (Fig. 3). Cu alte cuvinte, toate cele trei specii au raspuns foarte similar atunci cand s-au
confruntat cu evenimente severe de secetd, duglasul (alogen) neavand niciun avantaj in acest sens in

comparatie cu molidul si bradul (nativi in Europa).
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Fig. 3 Rezultatele analizei statistice generalized least squares models followed by least-square
means based on Tukey HSD tests ce aratd cd nu sunt diferente semnificative in ceea ce priveste
indicii de rezistentd, recuperare, rezilienta si rezilientd relativa intre speciile duglas, molid si brad

din zonele de studiu Ana Lugojana, Rusca Montana si Otelu Rosu



Indicatori:

Toate rezultatele prezentate in aceastd sectiune au fost prezentate in cadrul a doud conferinte

internationale — prezentari orale:

- 29 octombrie 2021, Petrea S., Petritan 1.C., Heres A.-M., "Mixed silver fir, Douglas fir and
Norway spruce plantations in the SW of Romania — growth and components of tree resilience
to severe droughts". 5th Edition of the International Conference “Integrated Management of
Environmental Resources”; Suceava, Romania; prezentare orala;

- 24-27 may 2022, Petrea S., Petritan 1.C., Gazol A., Curiel Yuste J., Heres A.-M., "Drought
resilience and stability of coexisting planted silver fir, Norway spruce and Douglas fir trees in
the face of climate change". TRACE2022 “Tree-Rings in Archaeology, Climatology and
Ecology”; Erlangen, Germany; prezentare orala.

In plus, rezultatele prezentate in aceasti sectiune vor fi incluse intr-un articol stiintific care se afla

in momentul de fatd in curs de pregatire: Petrea $., Petritan 1.C., Gazol A., Curiel Yuste J.,

Heres A.-M., in prep.

(2). Studii privind genetica

Baza de date genetice a fost impartita luand in considerare cele trei specii de conifere studiate. In
mod concret, actualmente, doar baza de date genetice a duglasului a fost tratata statistic cu scopul
de a estima diversitatea geneticd a acestei specii si de a identifica posibile cauze istorice care ar
putea explica structura genetica si variatia celor trei populatii de duglas (Ana Lugojana, Rusca
Montana si Otelu Rosu). Analizele datelor s-a facut in baza a diferite abordari statistice (UPGMA,
unweighted pair group method with arithmetic mean;, DAPC, Discriminant Analysis of Principal
Components; AMOVA, analysis of molecular variance and pairwise FST) folosind software-uri
specifice (Micro-Checker [12]; GenAlEx v.6.51b2 [13]; Haplotype Analysis 1.05 [14]; Treeview
[15]; ARLEQUIN [16]). Aditional, metoda Median-Joining [17] si software-ul Qgis 3.22 au fost
utilizate pentru a construi haplotipurile cpSSR ale duglasilor esantionati si pentru a ilustra structura
si distributia lor genetica. In final, pentru a evalua structura genetica a celor trei populatii de duglas,
metoda de clustering Bayesian (Structure software v.2.3.4) [18] a fost utilizata. Valoarea K finala
(clustere genetice potentiale) a fost evaluata pe baza probabilitétilor log (In Pr(X|k)) si a metodei Ak
[19] folosind STRUCTURE HARVESTER v.0.6.94 [18, 19, 20].

In ceea ce priveste markerii nucleari SSR, rezultatele obtinute au aratat ci numirul mediu de alele
per locus (Na) a variat intre 14.500 (Otelu Rosu) si 15.700 (Rusca Montana) (Tabelul 2).
Diversitatea genetica a fost ridicatd, in timp ce heterozigozitatea observatd a variat intre 0.724
(Otelu Rosu) si 0.806 (Rusca Montana) (Tabelul 2). In ceea ce priveste coeficientul de

consangvinizare, doar populatia de duglas de la Otelu Rosu a prezentat o valoare > 0.1. Per



ansamblu, rezultatele obtinute sugereaza diferente minore intre cele trei populatii de duglas din
zonele de studiu Ana Lugojana, Rusca Montana si Otelu Rosu (Tabelul 2). Aceste rezultate sunt
coroborate si de analizele UPGMA, bazate pe distanta genetica Nei, si de analizele DAPC care, per

ansablu, nu au aratat nicio diferentiere intre cele trei populatii de duglas.

Tabelul 2. Variatia indicilor de diversitate geneticd, pe baza locilor de microsateliti nucleari, a

populatiilor de duglas din zonele de studiu Ana Lugojana, Rusca Montana si Otelu Rosu

Zona.de Ana Lugojana  Otelu Rosu  Rusca Montana
studiu
Specie duglas duglas duglas
Na 15.200 14.500 15.700
He 0.870 0.880 0.876
Ho 0.777 0.724 0.806
F 0.096 0.168 0.077

Na, numar de alele; He, heterozigozitate asteptatd; Ho, heterozigozitate observatd; F, coeficientul

de consangvinizare.

In ceea ce priveste variatia genetica, evaluati prin markeri cpSSR, rezultatele obtinute au aritat ca
numarul de haplotipuri detectate pentru fiecare populatie a variat intre 3 (Ana Lugojana) si 5 (Otelu
Rosu), numarul efectiv de haplotipuri a variat intre 2.462 (Ana Lugojana) si 4.000 (Otelu Rosu),
bogatia haplotipurilor a variat intre 1.607 (Ana Lugojana) si 2.750 (Otelu Rosu), diversitatea
haplotipului a variat intre 0.679 (Ana Lugojana) si 0.857 (Otelu Rosu), in timp ce distanta genetica
medie dintre arbori a variat intre 0.655 (Ana Lugojana) si 12.179 (Rusca Montana) (Tabelul 3).

Tabelul 3. Variatia haplotipului, pe baza locilor de microsateliti cloroplastici, a populatiilor de

duglas din zonele de studiu Ana Lugojana, Rusca Montana si Otelu Rosu

Zona.de Ana Lugojana  Otelu Rosu  Rusca Montana
studiu
Specie duglas duglas duglas
A 3 5 4
Ne 2.462 4.000 2.909
Rh 1.607 2.750 2.143
He 0.679 0.857 0.750
D?sh 0.655 1.750 12.179

A, numarul de haplotipuri detectate pentru fiecare populatie; Ne, numarul efectiv de haplotipuri;
Rh, bogatia de haplotipuri; He, diversitatea haplotipurilor; D’sh, distanta geneticd medie dintre

arbori.



Rezultatele obtinute privind structura genetica a populatiilor, bazate pe metoda de clustering
Bayesian (Structure software v.2.3.4) [18], au indicat valoarea 2 ca fiind cea mai probabild pentru
numirul K. In plus, rezultatele obtinute pe baza analizelor de structurd a markerilor nucleari SSR si

a markerilor cpSSR (Fig. 4), au aratat o structura geneticd nediferentiatd in functie de populatii.
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Fig. 4 Rezultatele analizelor de structura a markerilor cpSSR, estimate cu K = 2, pentru populatiile

de duglas din zonele de studiu Ana Lugojana, Rusca Montana si Otelu Rosu

Indicatori:

Toate rezultatele prezentate in aceasta sectiune vor fi incluse intr-un articol stiintific care are in
momentul de fatd statusul de transmis spre publicare intr-o revistd de specialitate: Curtu Al,
Ciocirlan E., Sofletea N., Petritan C., Petrea S., Heres A.-M., Assessing genetic diversity and
structure of Douglas-fir (Pseudotsuga menziesii) plantations in Romania based on nuclear and

chloroplast microsatellite polymorphisms, submitted to Annals of Forest Research.

(3). Studii privind subarboretului si arbori competitori

Datele privind subarboretul si arborii competitori au fost utilizate pentru a calcula indicii de alfa-
diversitate Shannon [21] si de competitie Hegyi [22], separat pentru fiecare dintre cei 225 de arbori
de referintd de duglas, molid si brad. Pentru a calcula indicele de alfa-diversitate Shannon, a fost
utilizatd functia ,,diversity” disponibild din pachetul R vegan [23]. Pentru a calcula indicele de
competitie Hegyi, a fost utilizata functia ,,pairwise” disponibild din pachetul R Siplab [24]. Ambii
indici (i.e., Shannon si Hegyi) au fost ulterior considerati ca fiind constanti in timp pana in anul
2005. Pentru a lua aceasta decizie, s-au consultat Amenajamentele Ocoalelor Silvice Ana Lugojana,
Rusca Montana si Otelu Rosu, unde sunt disponibile toate informatiile referitoare la aceste plantatii.
Conform acestor Amenajamente, in ultimii 15 ani (i.e., 2020-2005) nu s-au efectuat curatiri si nici
rarituri in cadrul celor trei plantatii. Pentru a confirma In continuare aceste informatii, s-au efectuate

analize statistice suplimentare (segmented or broken-line models) folosind datele TRW de-a lungul



timpului si utilizand functia ,,segmented” disponibila din pachetul R segmentat [25, 26] urmata de
aplicarea testului Davies. Rezultatele acestor analize nu au ardtat niciun punct de intrerupere
semnificativ intre 2005 si 2020. Aceste rezultate confirmd astfel informatiile disponibile din
Amenajament. In caz contrar, ar fi fost gisite puncte de intrerupere semnificative, puncte ce ar fi
fost determinate de reducerea competitiei intre arbori.

Pentru a vedea daca, in cadrul fiecarei zone de studiu, existd diferente in ceea ce priveste indicii de
alfa-diversitate Shannon si de competitie Hegyi intre duglas, molid si brad, s-au efectuat analize
ANOVA (urmate de un test post hoc Tukey’s Honest Significant Difference (HSD)) sau Kruskal-
Wallis (urmate de un pairwise Wilcoxon post hoc test with a Bonferroni correction) , in functie de
normalitatea datelor.

Rezultatele obtinute au aratat cd, in cadrul celor trei zone de studiu, nu existd diferente
semnificative Intre duglas, molid si brad argintiu in ceea ce priveste indicii de alfa-diversitate
Shannon si de competitie Hegyi (Tabelul 4; Fig. 5). Cu alte cuvinte, toate cele trei specii prezintd o
alfa-diversitate foarte asemanatoare (rdsaduri cu DBH < 10 cm si inaltimea > 10 cm si toti arbustii)
$i sunt expuse unei presiuni competitive asemanatoare din partea arborilor competitori. Analize
ulterioare vor aprofunda totusi rezultatele obtinute si vor investiga daca existd diferente
semnificative intre cele trei zone de studiu si daca indicele de competitie Hegyi ar putea explica,
alaturi de alti factori, tendintele de crestere a celor trei specii de conifere studiate la Ana Lugojana,

Rusca Montana si Otelu Rosu.

Tabelul 4. Indicele de alfa-diversitate Shannon

Zona.de Ana Lugojana Otelu Rosu Rusca Montana
studiu
Specie brad duglas molid brad duglas molid brad duglas molid
Indicele
de alfa- 0.75% 0.62% 0.65% 0.91* 0.99% 0.95% 0.62¢ 0.62¢ 0.60?
diversitate | (0.34) (0.42) (0.44) (0.31) (0.38) (0.25) (0.27) (0.33) (0.30)
Shannon

Numerele din paranteze reprezintd abaterile standard. Literele ,,a” indica faptul cd nu exista
diferente semnificative in ceea ce priveste indicele de alfa-diversitate Shannon intre speciile duglas,

molid si brad in cadrul aceleiasi zone de studiu (Ana Lugojana, Rusca Montana si Otelu Rosu).
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Fig. 5 Indicele Hegyi pentru duglas, molid si brad din zonele de studiu Ana Lugojana, Rusca Montana si Otelu Rosu



Indicatori:

Toate rezultatele prezentate in aceasta sectiune au fost prezentate intr-o conferinta internationala:

- 24-27 mai 2022, Petrea S., Petritan 1.C., Gazol A., Curiel Yuste J., Heres A.-M., "Drought
resilience and stability of coexisting planted silver fir, Norway spruce and Douglas fir trees in
the face of climate change". TRACE2022 “Tree-Rings in Archaeology, Climatology and
Ecology”; Erlangen, Germany; oral presentation.

In plus, rezultatele prezentate in aceasta sectiune vor fi incluse intr-un articol stiintific care se afla

in momentul de fatd in curs de pregatire: Petrea $., Petritan 1.C., Gazol A., Curiel Yuste J.,

Heres A.-M., in prep.

(4). Evaluarea serviciilor ecosistemice

Date privind cresterile anuale, subarboretul si arborii competitori, impreund cu coordonatele
geografice ale celor 225 de arbori esantionati, au fost utilizate pentru a face o evaluare a serviciilor
ecosistemice pe care cele trei plantatii de duglas, molid si brad din zonele de studiu Ana Lugojana,
Rusca Montana si Otelu Rosu le-ar putea oferi naturii si societatii umane (i.e., captarea / stocarea
carbonului, recreere etc.). Pentru a realiza acest lucru, dr. Stefano Balbi si doctoranda sa Alba
Mirquez Torres de la k.LAB (BC3 - Basque Center for Climate Change; Spania) au introdus cele
datele mentionate mai sus in software-ul ARIES (ARtificial Intelligence for Ecosystem Services)

(https://aries.integratedmodelling.org/).

Rezultatele obtinute pana acum in acest sens au aratat urmatoarele:

i). Conform modelului IPCC tier 1, zona de studiu Otelu Rosu (Fig. 6, colturile din dreapta jos)
pare a fi cea care ar avea cel mai mare potential in ceea ce priveste capacitatea de captare/ stocare a
carbonului. Cu toate acestea, trebuie subliniat faptul ca, potrivit aceluiasi model, datele de crestere,
impreund cu indicii Shannon si Hegyi, indica faptul ca mai multi arbori (in principal molizi) din
zonele de studiu Ana Lugojana si Rusca Montana au de fapt potential mai mare in ceea ce priveste
capacitatea de captare/ stocare a carbonului (Tabelul 5). Modelele IPCC tier 1 au fost descrise atat
pentru factorii de emisie, cat si pentru datele de activitate. In mod specific, modelul IPCC tier 1,
utilizat in aceste analize, reprezintd modelul de baza si utilizeaza frecvent valorile implicite la nivel

de tara recomandate de IPCC.
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Fig. 6 Capacitatea de captare / stocare a carbonului, estimata folosind datele anuale de crestere si
indicii Shannon si Hegyi a speciilor duglas, molid si brad din zonele de studiu Ana Lugojana, Rusca

Montana si Otelu Rosu

Tabelul 5. Arborii (in principal molid), amplasati in zonele de studiu Ana Lugojana si Rusca

Montana, care au un potentialul cel mai mare in ceea ce priveste capacitatea de captare / stocare a

carbonului
Specie ar(;)(())(:lelllui Zona de studiu Cresteri Slﬂgﬁl,f, Il;;ielgc;:e
molid L36 Ana Lugojana 6.72 0.00 0.66
molid L58 Ana Lugojana 6.49 0.00 0.80
molid M45 Rusca Montana 5.90 0.36 0.58
duglas L9 Ana Lugojana 5.89 0.24 1.87
molid M9 Rusca Montana 5.80 0.28 0.67
molid M27 Rusca Montana 5.59 0.91 1.18
brad M55 Rusca Montana 5.40 0.60 0.86
duglas L30 Ana Lugojana 5.32 1.20 1.73
molid M1 Rusca Montana 5.24 0.33 0.60
duglas L13 Ana Lugojana 5.18 1.07 1.99

ii). Atunci cand datele s-au suprapus cu CORINE land cover layer [27], rezultatele obtinute au
ardtat ca zonele de studiu Ana Lugojana si Rusca Montana par sa ofere mai mult habitat pentru
polenizatori. Cu toate acestea, trebuie subliniat faptul ca aceste rezultate nu sunt legate de prezenta
speciilor duglas, molid si brad, ci de prezenta speciilor de foioase care apar pe acesti versanti de
munte (Fig. 7a). In ciuda acestor rezultate aparent pozitive, nu au putut fi identificate culturi ce ar

putea fi polenizate in apropierea zonelor de studiu (Fig. 7b).
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Fig. 7 Potentialul de a oferi habitat pentru polenizatori al plantatiilor mixte de duglas, molid si

brad din zonele de studiu Ana Lugojana, Rusca Montana si Otelu Rosu

iii). Rezultatele obtinute au aratat ca posibilitatile de recreere oferite de zonele de studiu Otelu
Rosu sunt teoretic mai bune decat cele oferite de zonele de studiu Ana Lugojana si Rusca Montana.
Aceastd valoare de recreere teoreticd a zonei de studiu Otelu Rosu se explica prin faptul ca acesta
zond de studiu este mai accesibild decat celelalte doud. Intr-adevir, accesibilitatea semnalatd de
catre model poate fi coroboratd de membrii echipei de cercetare care au vizitat cele trei locuri de
studiu In cadrul campaniile de teren din 2020 si 2021. Un alt rezultat interesant, referitor la
Montana pentru care s-a identificat o0 mai mare aprovizionare teoretica. Acest rezultat este legat de
faptul ca, avind in vedere CORINE land cover layer [27], oamenii preferd sa viziteze paduri cu

compozitii forestiere mixte mai degraba decat monoculturi (Fig. 8).
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Fig. 8 Valoarea teoreticd de recreere a plantatiilor mixte de duglas, molid si brad din zonele de

studiu Ana Lugojana, Rusca Montana si Otelu Rosu

Indicatori:
Toate rezultatele prezentate in aceasta sectiune vor fi incluse intr-un articol ce va fi publicat intr-
un jurnal de specialitate odatd ce vor fi finalizate si completate cu modele de sol si biomasa, modele

care sunt in curs de construire si validare.

II1. IMPACT:

Toate obiectivele prevazute in cadrul proiectului REASONING au fost realizate in perioada
15/09/2020 - 14/09/2022, asa cum este detaliat in sectiunile I. OBIECTIVE PREVAZUTE SI
REALIZATE si II. REZULTATE SI INDICATORI prezentate anterior.

In concluzie, rezultatele obtinute in cadrul proiectului REASONING au aritat ¢ duglasul, molidul
si bradul din zonele de studiu Ana Lugojana si Rusca Montana prezintd tendinte de crestere
pozitive. In schimb, la Otelu Rosu, doar bradul prezinta o tendinta pozitiva de crestere. Totodata, nu
s-a observat niciun avantaj (i.e., in ceea ce priveste rezistenta, recuperarea, rezilienta si rezilienta
relativd) pentru duglas in comparatie cu molidul si bradul atunci cand aceste trei specii se confrunta
cu evenimente de secetd severd. In ceea ce priveste duglasul, analizele genetice efectuate pe aceasti
specie au aratat ca nu exista diferentiere intre cele trei populatii din zonele de studiu Ana Lugojana,
Rusca Montana si Otelu Rosu. Totodata, rezultatele obtinute n ceea ce priveste structura genetica a
populatiilor de duglas, avand in vedere analize de structura a markerilor nucleari SSR si a

markerilor cpSSR, au evidentiat o structura genetica nediferentiata in functie de populatii, un model



des intilnit in randul speciilor de conifere. Datele de subarboret si arbori competitori au ardtat in
continuare cd nu exista diferente semnificative intre cele trei specii de conifere atunci cand se
analizeaza indicii de alfa-diversitate Shannon si de competitic Hegyi. In ceea ce priveste serviciile
ecosistemice oferite de cele trei plantatii mixte de duglas, molid si brad din zonele de studiu Ana
Lugojana, Rusca Montana si Otelu Rosu, acestea nu par sd ofere beneficii deosebite naturii si
societdtii umane. Desi in sectiunea IIl. REZULTATE SI INDICATORI de mai sus au fost
evidentiate unele beneficii teoretice, aceste servicii ecosistemice trebuiesc privite si interpretate cu
prudentd, deoarece au o multime de nuante ce trebuiesc luate in considerare inainte de a putea trage
concluzii foarte solide in ceea ce le priveste.

Evenimentele de secetd tot mai severe si mai frecvente nu mai sunt doar un scenariu viitor de
schimbari climatice, ci o realitate a zilelor noastre [28] care afecteaza ecosistemele forestiere la
toate nivelurile (i.e., structura, functii si servicii ecosistemice) in intreaga lume [29, 30]. In acest
context, societatea umana si padurile trebuie s se ajusteze si sd se adapteze Impreuna pentru a face
fata unor astfel de provocari. In concret, avem nevoie de paduri care si continue si ofere servicii
ecosistemice cheie si sd satisfacd in acelasi timp nevoile societatii umane intr-un mod durabil, iar
pentru ca acest lucru sa se intample avem nevoie de masuri forestiere bine planificate. Proiectul
REASONING a adus date stiintifice noi pentru Romania. Din cate stim, inainte de acest proiect, nu
au existat publicatii care sa combine date ecologice si genetice din plantatiile de duglas stabilite in
Romania. Rezultatele proiectului REASONING completeaza astfel informatiile disponibile pe care
le avem in prezent in Europa despre aceastd specie alogena, completand o piesd importantd in
puzzle-ului plantatiilor sale (i.e., stabilite in afara arealului natural de distributie). In plus, prin
studierea de plantatii mixte de duglas, molid si brad, proiectul REASONING a completat un gol de
cunostinte ecologice si genetice nu numai in Romania, ci si in Europa, deoarece, desi au fost
publicate mai multe studii cu plantatii mixte de duglas si molid, in literatura stiintifica lipsesc date
despre plantatii mixte de duglas si brad [1]. Rezultatele proiectului REASONING vor fi, prin
urmare, de mare interes atat pentru comunitatea stiintifica, cat si pentru stakeholders (i.e., societate,
silvicultori), deoarece cele trei specii de conifere au functii ecologice si economice importante.
Complexitatea proiectului REASONING a fost definitd de interdisciplinaritatea sa, acest proiect
fiind unul in care s-au combinat diferite metode / studii de cercetare: dendrocronologice,
dendroecologice, genetice, inventarieri de subarboret si arbori competitori si modele. Proiectul
REASONING a adus impreuna experti din toate aceste domenii de cercetare, experti care si-au
combinat cunostintele pentru a obtine, cat mai complete posibil, rezultate importante din plantatiile
mixte de duglas, molid si brad din zonele de studiu Ana Lugojana, Rusca Montana si Otelu Rosu.
Abordarea inovatoare si interdisciplinard a proiectului REASONING ne-a permis sd cercetaim

caracteristicile ecologice si genetice ce stau la baza proceselor ce au loc in plantatii mixte de



conifere, pe de o parte, si sa facem estimari asupra serviciilor ecosistemice pe care acestea le-ar
putea oferi naturii si societdtii umane, pe de alta parte. Rezultatele obtinute in cadrul proiectului
REASONING au fost diseminate in conferinte internationale (Petrea et al., 2021; Petrea et al.,
2022) si vor fi publicate in reviste de specialitate (Curtu et al., submitted; Petrea et al., in prep.). La
o scard mai mica, proiectul REASONING a contribuit cu sigurantd la dezvoltarea studiilor
dendrocronologice, genetice si ecologice care se realizeaza in Romania. Echipa internationala care a
participat in cadrul proiectului REASONING (cei patru membrii ai echipei de cercetare [Ana-
Maria Heres, Elena Ciocirlan, Stefan Petrea si Ion Catalin Petritan] si colaboratorii externi
[Alexandru Lucian Curtu, Jorge Curiel Yuste, Antonio Gazol Burgos, Stefano Balbi si Alba
Marquez Torres]) si-a consolidat, de asemenea, colaborarea stabilitd, crednd in continuare conditii
optime pentru a mentine o retea de cercetare continud in jurul subiectului impactului schimbarilor
climatice asupra ecosistemelor forestiere, un subiect de mare interes la nivel mondial. In plus,
cercetatorii juniori implicati in proiectul REASONING au putut beneficiat de expertiza membrilor
seniori ai echipei de cercetare, formandu-si, consolidandu-si si extinzandu-si cunostintele si

abilitatile stiintifice.

Toate informatiile referitoare la proiectul REASONING, implementarea si rezultatele acestuia, pot

fi gdsite si pe urmdtoarea pagind web: https:/silvic.unitbv.ro/ro/cercetare/525-proiect-

reasoning.html
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