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Abstract. Silver fir (4bies alba Mill.) is the most productive coniferous species in
Romania and represents about 4% of the Romanian forests. During the last centu-
ries, Silver fir forests from Romanian Carpathians have been intensively exploited,
which has led to a substantial reduction of the area, from 10-15% in the 19" century
to th present cover. Although the natural regeneration of Silver fir is dominant, the
artificial regeneration is used especially for increasing the stability of mixed stands
(e.g. with Norway spruce). Due to the good fructification of Silver fir seed orchards
and the high-quality of seeds, the forest reproductive material currently used in the
reforestation works is coming also from seed orchards. In this study, we analyz-
ed five Silver fir seed orchards of different sizes and clonal compositions located
in different provenance regions of Romania. We used 13 microsatellite markes to
characterize the individual clones and evaluate the genetic structure and the genetic
diversity and 185 clones were successfully genotyped and the presence of foreign
genotypes was verified. The results showed loss of alleles with the decreasing of
the clones number in seed orchards and an increased value of genetic diversity
when the number of clones is comparable, but the origin is different. The Bayesian
analysis indicated that the pattern of clustering is in accordance with the origin of
clones. The genetic information obtained may contribute to the establishment the
new Silver fir seed orchards and to an improved seed orchards management.
Keywords: Silver fir, seed orchards, microsatellites, genetic structure, genetic di-
versity, breeding.
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tic preconizat si un nivel adecvat de diversita-
te geneticd, iar cea mai comund metoda de a

Ameliorarea arborilor presupune, printre alte-  asigura acest lucru este infiintarea plantajelor
le, asigurarea echilibrului intre castigul gene- (Tang si Ide 2001). Plantajele sau livezile se-
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mincere, (engl. seed orchard) reprezinta lega-
tura stransa dintre activitatea de ameliorare
si practica forestiera (semintele ameliorate
genetic fiind utilizate pentru producerea de
puieti destinati regenerarii padurii) si sunt, n
cea mai mare masurd, cele mai utilizate popu-
latii de productie din lume (Funda si El-Kas-
saby 2012). Masura succesului unui program
de ameliorare si de conservare ex situ consta
in capturarea unei cat mai largi proportii din
diversitate genetica gasitd in populatiile de
origine si care depinde, in mare masura, de
existenta unei strategii de esantionare bazatd
pe cunoasterea modelului de variatie genetica
intra- si interpopulationald a speciei.

In ciuda importantei bradului pentru silvi-
cultura romaneasca si europeand, studii pri-
vind diversitatea geneticd a populatiilor din
toate zonele arealului natural de distributie
sunt inca rare. Primele studii, bazate pe mar-
keri izoenzimatici (Teodosiu 2009), sau cele
mai recente (Postolache et al. 2014, Teodosiu
et al. 2019, Todea Morar et al. 2020) punctea-
za asupra considerabilei diversititi genetice
intrapopulationale observate, care a permis
identificarea asa numitelor hot-spot sau zone
cu potential risc de adaptare, dat fiind nivelul
scazut de diversitate genetica, precum sunt po-
pulatiile din sud-vestul Carpatilor Romaniei
(Teodosiu et al. 2019).

Intre speciile de conifere din Romania, bra-
dul ocupa locul secund, dupa molid, ca pon-
dere din suprafata padurilor si inregistreaza o
raspandire discontinua, suprafata maxima ocu-
pata fiind in Carpatii Orientali si de Curbura,
unde formeaza arborete pure sau in amestec cu
molidul si fagul, conditiile prielnice intalnite
in aceastd zonda contribuind la formarea unor
arborete viguroase si de naltd productivitate
(Stanescu si Sofletea 1998). In ultimii 200 de
ani, presiunea antropica a condus la reducerea
suprafetei ocupate de brad atat in Europa, cat
si in Romania: daca la inceputul secolului al
XX-lea ponderea bradului era de 6,5%, in pre-
zent ea se situeaza la nivelul a cca. 4% (IFN,
2018). Interesul pentru cultura bradului a cres-

cut substantial in ultimii ani, de unde si nece-
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sitatea aproviziondrii cu cantitdti tot mai mari
de seminte a sectorului forestier, atat in tara,
ct si in striinatate. In acest context, plantajele
sunt o variantd la indeménd pentru a asigura
acest necesar, dar si pentru conservarea ex situ
a unui genofond valoros.

Diversitatea genetici a semintelor obtinu-
te din plantaje este influentatd semnificativ de
provenienta si numarul de parinti ce constituie
plantajul, diferentele de fertilitate, gradul de ru-
denie intre parinti, dar si de nivelul de contami-
nare cu polen strain, genetic inferior (Lindgren
si Presher 2005, Hansen 2008, Senstebe et al.
2018). Se admite ca, cu cat provenientele sunt
mai diferentiate din punct de vedere genetic, cu
atat se asteaptd un nivel mai ridicat de diversi-
tate genetica in semintele obtinute din planta-
je comparativ cu populatiile naturale (Tong et
al. 2020) sau, din contra, se poate produce o
reducere a capacitatii de adaptare daca prove-
nientele sunt adaptate la conditii de mediu di-
ferite (Johansen-Morris si Latta 2006, Edmants
2007). Cu atat mai mult, in cazul generatiilor
avansate de plantaje, cunoasterea structurii
genetice in interiorul plantajelor de prima ge-
neratic este importantd mai ales in contextul
cunoasterii gradului de consagvinizare.

Studiile bazate pe markeri moleculari au ara-
tat ca existd o corelatie pozitiva semnificativa
intre distanta genetica dintre parinti si perfor-
mantele de crestere si adaptare ale descenden-
tilor (Zhang et al. 2013). Utilizarea markerilor
genetici moleculari este o metoda alternativa
eficientd de evaluare directd a relatiilor gene-
tice si a diversitdtii la nivel de ADN 1in cadrul
plantajelor. Dintre diferitele tipuri de markeri
moleculari, microsatelitii (SSR), s-au aplicat
pe scara larga si cu succes, pentru a clarifica
relatiile genetice datoritd modului de expresie
codominant, a gradului ridicat de polimorfism
si de reproductibilitate (Zeng et al. 2023).

In Romania, prima generatie de plantaje de
brad a fost instalatd in perioada 1979-1984,
prin selectia fenotipica a 550 de arbori plus din
15 regiuni de provenientd, obtinerea prin alto-
ire a copiilor vegetative si instalarea a 11 plan-
taje clonale (Enescu, 1972, Mihai et al. 2014).
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Aceste plantaje, pe langa rolul de a produce
seminte genetic ameliorate pentru regenerarea
artificiald a arboretelor, servesc si ca baza de
selectie pentru trecerea la o generatie avansata
de plantaje de brad (Mihai 2007).

Scopul lucrarii este de a verifica identitatea
clonala a rametilor, de a analiza diversitatea
genetica si structura populationald a unor plan-
taje reprezentative de brad din Romania cu
ajutorul markerilor microsateliti nucleari de
tip gSSR si EST-SSR.

Material $i metode
Plantajele analizate

Pentru surprinderea unei variatii cat mai largi
a compozitiei clonale, atat ca numar de clone
ce alcatuiesc plantajul, cat si ca provenienta a
arborilor plus, au fost alese cinci plantaje de
brad din prima generatie, localizate In majo-
ritatea regiunilor de provenientd din Romania
(Tabelul 1).

Plantajul Carbunar (PS-BR-MMS81) este
localizat 1n nordul tarii, fiind in adminstrarea
Ocolului silvic Baia Sprie din cadrul Directiei
silvice Maramures. Plantajul are o suprafata
de 10 ha si a fost infiintat in anul 1981, cu 42
de clone, copii vegetative ale arborilor plus se-
lectionati in cadrul regiunilor de provenienta
(actualele subregiuni ecologice) Al (Carpatii
Orientali Nordici), in raza Ocolului silvic
Strambu Baiut, A2 (Ocolul silvic Marginea) si
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B2 (Ocolul silvic Naruja).

Pentru regiunea estica, plantajul Garcina (PS-
BR-NT&81) din Directia silvicd Neamt, are o su-
prafatd de 5 ha si a fost constituit In anul 1981
din 40 clone, copii ale arborilor plus selectio-
nati din cadrul a patru regiuni de provenienta:
A2 (Carpatii Orientali Estici) din raza Ocolului
silvic Varatec, B2 (Carpatii de curbura-clina
exterioarda) din raza Ocolului silvic Sinaia, re-
giunea C1 (Carpatii Meridionali Nordici) din
cadrul Ocolului silvic Avrig si din regiunea D1
(Ocolul silvic Rusca Montana).

Plantajul Valcele (PS-BR-CV82) a fost in-
fiintat In anul 1982 si are o suprafatd de 10
ha, fiind constituit din 24 de clone, obtinute
prin altoire din arbori plus selectionati in regi-
unea de provenientd B2 (Carpatii de Curbura),
ocoalele silvice Covasna si Azuga.

Plantajul Poiana Neamtului (PS-BR-SB79)
din cadrul Ocolului silvic Avrig, Directia sil-
vica Sibiu a fost instalat in anul 1979 pe o
suprafatd de 5,0 hectare. Plantajul a fost con-
stitut din 36 de clone, copii vegetative ale
arborilor plus selectionati in cadrul a trei re-
giuni de provenienta, respectiv regiunea B2
(Carpatii de curbura-clina exterioara), ocoalele
silvice Sinaia si Azuga, regiunea C1 (Carpatii
Meridionali Nordici), Ocolul silvic Avrig si re-
giunea D1, Ocolul silvic Rusca Montana.

Plantajul Stancesti (PS-BR-HD84) din ca-
drul Directiei silvice Hunedoara a fost insta-
lat Tn anul 1984 si are o suprafatd de 5,0 ha.
Plantajul a fost constituit din 36 de clone, ob-
tinute din multiplicarea vegetativa a arborilor

Tabel1 Caracteristici cu privire la plantajele de brad si la esantionare
Seed orchard characteristics and sampling of the plant material

Nr. Plantajul Denumirea Lat. Long. Numar Numar  Variatia Marime

plantajului genotipuri  actual de numaruluide  esanion

unice rameti rameti per clond

1  PS-BR-MMS81 Carbunar 47°34>  23°40° 41 1394 1-55 150
2 PS-BR-NT81  Garcina 47°03°  26°26° 46 735 2-39 144
3 PS-BR-CV825 Vilcele 45°40°  27°00° 26 2313 55-132 96
4  PS-BR-SB79  Poiana Nemtului 45°39° 24°26° 39 1158 1-130 112
5 PS-BR-HDS84  Stancesti 45°54°  22°34° 33 655 5-33 120
TOTAL 185 622
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plus selectionati fenotipic din cadrul unei sin-
gure regiuni de provenienta, respectiv regiu-
nea D1, din raza Ocolului silvic Hunedoara.

La instalare, s-a urmarit o reprezentare cat
mai uniforma a clonelor prin numarul de rameti
utilizati, insd atat din documentatia referitoare
la instalare, cat si in urma analizelor efectua-
te, au existat clone reprezentate de 1-3 rameti
sau extragenotipuri care fie au fost incluse
pentru sporirea gradului de diversitate geneti-
ca, fie au inlocuit arbori a caror altoire a esuat.
Verificarea identitatii clonale pentru rametii din
plantajele analizate a fost un pas necesar, iar in
absenta probelor de referinta din arbori plus,
verificarea s-a efectuat prin analiza a 2-4 ra-
meti din fiecare clond, cu exceptia clonelor re-
prezentate de un singur ramet. In total, din cele
cinci plantaje au fost prelevate probe de la 622
arbori (Tabelul 1), care au fost apoi depozitate
la -70°C pana la extragerea ADN-ului.

Izolarea ADN si analiza genetica

Pentru evaluarea structurii genetice, au fost uti-
lizati un numar de 13 markeri genetici de tipul
microsatelitilor nucleari (nSSR) si expressed
tag (EST-SSR) respectiv, NFH15, NFH3,
NFF3, NFF7 (Hansen et al. 2005), Sf1, Sf78,
Stb4 (Cremer et al. 2006) si Aat01, Aag01,
Aat04, Aat06, Aatll, Aatl5 (Postolache et al.
2014), pentru a caror analizd au fost optimizate
trei combinatii multiplex. Multiplexul A a fost
compus din markerii NFH3, NFF3, NFF7,
markerii NFH15, Sf1, Sf78 si Sfb4 au alcatuit
multiplexul B, iar multiplexul C a fost com-
pus din markerii Aat01, Aag01, Aat04, Aat06,
Aatl] si Aatl5. Reactia de polimerizare in lant
(PCR) a fost realizatd intr-un volum de reactie
de 15ul cu un continut de 1x Qiagen Multiplex
PCR MasterMix 2x, 2uM din fiecare primer si
apa ultrapura pana la volumul final. Conditiile
de amplificare au constat Intr-un pas initial de
denaturare la 95°C timp de 15 min., urmat de
30 de cicluri de 30 sec. la 94°C (denaturare), 1
min si 30 sec. la 57°C si 1 min. la 72°C (mul-
tiplex A), 27 de cicluri de 30 sec. la 94°C (de-
naturare), 1 min si 30 sec. la 57°C si 1 min. la
88
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72°C (multiplex B) si 30 de cicluri de 30 sec. la
94°C (denaturare), 1 min si 30 sec. la 620C si 1
min. la 72°C (multiplex C), urmat de un pas fi-
nal de extensie timp de 30 min. la 60°C. Reactia
de amplificare s-a realizat cu ajutorul termo-
cycler-ului  MiniAmpPlus  (ThermoFisher
Scientific). Fragmentele SRR au fost separa-
te prin electroforeza capilara cu ajutorul ana-
lizorului automat Beckman-Coulter GeXP.
Lungimea fragmentelor s-a determinat prin
intermediul programului GenomLab versiunea
10.1 (Beckman-Coulter).

Analiza datelor

Principalii parametri ai diversitatii genetice,
respectiv, AT (numarul total de alele) Ho (hete-
rozigotia observata), He (heterozigotia astepta-
ta), uHe (heterozigotia asteptata fara bias), FIS
(indicele de fixare) si FST (indicele de diferen-
tiere geneticd) au fost estimati prin intermediul
aplicatiei GenAlEx versiunea 6.51b2 (Peakall
si Smouse 2012). Determinarea continutului
informativ si a capacitatii de discriminare a
setului de markeri genetici a fost efectuata in
versiunea CERVUS 3.0.7. (Kalinowski et al.,
2007).

Pentru verificarea identitatii clonale, genoti-
purile multilocus pentru toti rametii analizati
au fost comparate prin intermediul functiei
“matches” implementata in programul GenA-
IEx (Peakall si Smouse 2012), intai in cadrul
fiecdrui plantaj si apoi luand in considerare
toate plantajele. Stabilirea genotipului clonal,
posibilele erori de etichetare dar si identifica-
rea genotipurilor unice a fost validata prin po-
trivirea la nivelul tuturor locilor analizati.

In prima faza, gruparea plantajelor a fost
investigatd si prin analiza coordonatelor prin-
cipale (PcoA) implementata in GenAlEx ver-
siunea 6.51b2. Structura genetica a fost deter-
minata cu ajutorul programului STRUCTURE
2.3.4 (Pritchard et al. 2000), utilizand modelul
admixture fard a include informatia cu privi-
re la plantajul analizat. Setdrile au constat in
50.000 de pasi burn-in, 100.000 iteratii Mar-
kov Chain Monte Carlo, cu 5 ruldri indepen-
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dente pentru fiecare valoare k (1-5). Numarul
de clustere a fost estimat pe baza parametru-
lui AK (Evanno et al. 2005) si a programului
STRUCTURE HARVESTER (Earl si vonHol-
dt 2012).

Polimorfismul setului de markeri genetici utilizati,
identificarea si caracterizarea genotipurilor clona-
le multilocus din plantajele de brad analizate

Cei 13 microsateliti nucleari au Inregistrat un
grad de polimorfism de 89,74%. In total au fost
identificate 200 alele, numarul de alele pentru
fiecare locus fiind cuprins intre 2 (Aat06, si
Aatl5) si 42 pentru locusul Sf78. Heterozigotia
asteptatd (H) variazd intre 0,014 (locusul
Aat06) 510,904 (locusul Sf78) cu o valoare me-
die de 0,597 (Tabelul 2). Continutul polimorfic
de informatie (PIC) este strans legat de gradul

Diversitatea genetica in plantaje clonale de prima generatie de brad...

de heterozigozitate, cea mai ridicata valoare a
acestui parametru fiind identificata pentru locu-
sul NFF7. Pentru toti cei 13 loci SSR, avem o
valoare medie a PIC de 0,587, ceea ce indica o
capacitate discriminatorie moderata.

Indicele de fixare (F ) a prezentat valori cu-
prinse intre -0,090 (Aatll) si 0,450 (Aat06).
Exces de homozigoti in procent foarte ridicat
s-a inregistrat si pentru locusul Aatl5. Valoarea
indicelui de diferentiere (liST) variaza de la 0,009
(Aatll) si 0,042 (NFF3). In ceea ce priveste nu-
marul de alele recenzate in fiecare din plantajele
analizate, acesta este cuprins intre 101 in plan-
tajul Valcele si 127 in plantajul Stancesti.

Dupa validarea setului de markeri, verifica-
rea identitatii clonale pe baza analizei simulta-
ne a mai multor rameti per clona i compararea
genotipurilor multilocus s-a ajuns la identifi-
carea in cele cinci plantaje a 185 genotipuri
unice. Au fost gasite mai multe genotipuri
unice decat numarul initial de clone in plan-
tajele Garcina, Poiana Neamtului si Valcele

Tabel2 Valorile diversitatii genetice pentru setul de 13 microsateliti analizati
The values of genetic diversity for the 13 analyzed microsatellites

Multiplex  Locus Lungimea frag- A,

PIC H H F F

mentelor (bp) ° ’ N .
A NFH3 97-183 30 0,912 0,904 0,895 -0,010 0,020
NFF3 115-153 13 0,819 0,767 0,797 0,037 0,042
NFF7 116-174 27 0,925 0,934 0,898 -0,040 0,034
B NFH15 98-132 17 0,803 0,783 0,810 0,032 0,018
Sfl 209-230 5 0,413 0,447 0,481 0,070 0,025
Sf78 163-289 42 0,924 0,910 0,904 -0,007 0,023
Stb4 143-193 23 0,868 0,852 0,858 0,008 0,021
C Aat01 99-120 5 0,416 0,454 0,479 0,053 0,039
Aag01 188-230 13 0,783 0,830 0,794 -0,046 0,018
Aat06 207-216 2 0,013 0,008 0,014 0,451 0,016
Aatl5 364-370 2 0,022 0,014 0,023 0,391 0,029
Aat04 156-171 5 0,264 0,250 0,261 0,043 0,030
Aatll 263-269 3 0,469 0,614 0,563 -0,090 0,009
Media 14.38 0,587 0,597 0,598 0,069 0,025
SE 0,037 0,036 0,045 0,003

Abreveri: A| — numarul total de alele; H — heterozigotia observatd; H_— heterozigotia asteptata;
uH_ — heterozigotia asteptatd obiectivd (engl. unbiased expected heterozygosity), F; — indicele de

fixare; F, — indicele de diferentiere.
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Tabel3 Numarul de alele in plantajele de brad analizate la nivelul locilor individuali
The number of alleles in the analyzed Silver fir seed orchards, at the level of individual loci

Locus Cérbunar Garcina Valcele Poiana Neamtului Stancesti
NFH3 23 23 17 17 20
NFF3 7 7 7 12 8
NFF7 20 17 14 16 20
NFH15 12 12 14 13 11
Sfl 3 3 3 4 3
Sf78 19 18 14 17 24
Sfb4 16 15 11 13 18
Aat01 3 3 3 4 3
Aag01 10 11 8 9 9
Aat06 3 1 2 1 1
Aatl5 1 1 1 2 2
Aat04 3 4 4 4 5
Aatll 3 3 3 3 3
Total 123 118 101 115 127

si mai putine in cazul plantajelor Carbunar si
Stincesti (Tabelul 1). In ceea ce priveste erorile
de etichetare, adica faptul ca amplasarea clonei
in plantaj nu corespunde numarului real, aces-
tea sunt in jurul valorii de 5%.

Diversitatea genetica

Diversitatea genetica per ansamblu nu inre-
gistreaza diferente majore intre plantajele ana-
lizate, totusi o diferentiere notabila se poate
observa in ceea ce priveste numarul mediu de
alele per locus (Na) a carui valoare variaza de
la 8,15 1n plantajul Valcele la 9,76 in plantajul
Garcina (Tabelul 6). Valorile heterozogotiei
observate (Ho) sunt apropiate, inregistrand va-
loarea maxima in plantajele Carbunar si Poiana

Neamtului (Ho = 0,607) si minima in plantajul
Stancesti (Ho = 0,583). Acelasi trend se menti-
ne si in ceea ce priveste heterozigotia asteptata
(He), cu o valoarea de He = 0,617 in plantajul
Carbunar si He = 0,586 in plantajul Sancesti.
Indicele de fixare (FIS) are valori negative,
corespunzatoare unui exces de heterozigoti, in
plantajele Stancesti si Poiana Neamtului si o
valoarea foarte apropiata de echilibru (FIS =
0,003) in plantajul Garcina (Tabelul 4).

Structura genetica

Diferentierea genetica dintre plantaje este
redusd, cea mai micd valoare a indicelui
FST fiind intre plantajele Garcina si Poiana
Neamtului (FST = 0,0089) si cea mai mare

Tabel4 Parametrii diversitatii genetice pentru plantajele de brad analizate
Genetic diversity parameters of the analyzed seed orchards

Plantajul N N, 1 H H Fo
Carbunar 9,15 5,19 1,48 0,607 0,617 0,016
Garcina 9,76 5,31 1,46 0,603 0,594 0,003
Vilcele 8,15 4,53 1,42 0,601 0,611 0,023
Poiana Neamtului 9,38 4,50 1,44 0,607 0,593 -0,030
Stancesti 9,61 5,01 1,43 0,583 0,586 -0,016
Media 9,21 4,91 1,45 0,600 0,600 0,000
SE 0,86 0,46 0,11 0,040 0,039 0,012

Abrevieri: N — numar de clone analizate; N, — numdrul mediu de alele per locus; N, — Numarul efectiv de
alele per locus; I - indicele Shannon's; H_ — heterozigotia observata; H_ — heterozigotia asteptatd; uHe —
heterozigofia asteptatd obiectiva (engl. unbiased expected heterozygosity), F ; — indicele de fixare.
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Tabel5 Matricea F
The F, pairwise matrix

Diversitatea genetica in plantaje clonale de prima generatie de brad...

Carbunar Garcina Valcele Poiana Neamtului ~ Stancesti

Cérbunar 0,0000

Garcina 0,0153 0,0000

Valcele 0,0113 0,0137 0,0000

Poiana Neamtului 0,0164 0,0089 0,0105 0,0000

Stancesti 0,0153 0,0094 0,0148 0,0100 0,0000
intre plantajele Carbunar si Poiana Neamfului
(FST=0,0164) (Tabelul 5).

Analiza coordonatelor principale (PCoA)

confirma apropierea geneticd a  plantajelor ¢ stincest
Garcina si Poiana Neamtului (Figura 1) si se- + Carbunar
pararea clard a plantajului Carbunar de restul ‘é S

plantajelor analizate. Primele doud axe explica
79,04% din totalul variatiei genetice observate.

Analiza STRUCTURE furnizeaza informatii
suplimentare legate de reprezentarea principa-
lelor fonduri de gene si gradul de amestecare
al genotipurilor si provenientelor in interiorul
plantajelor individuale. Asadar, cel mai proba-
bil numar de grupe genetice este de trei (K =

Deltak = mean(|L"(K)|} / sd(L(K))

2.5

1.00
0.80
0.80
0.40
0.20
0.00

Carbunar Garcina

+ Poiana Neamtului
+ Valcele

55.03%

Figura1 Analiza coordonatelor principale pentru cele
cinci plantaje de brad analizate
Principal coordinates analysis for the seed
orchards

L(K) {(mean +- SD)
=7600

—7800 *

1 1
® @
5] ]
=3 S
= S

Mean of est. Ln prob of data
&
B
=
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—8600

—8800
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Stancesti

Poiana Neamtului
Figura 2 Rezultatul analizei STRUCTURE pentru K=3. Fiecare arbore este reprezentat printr-o bara verticald iar
culorile corespund fiecaruia din cele trei clustere deduse
The results of the STRUCTURE analysis for K=3. Each tree is represented by a vertical bar, while
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3) si se observa un grad ridicat de amestecare
intre cele trei grupe in toate plantajele (Figura
2). Un numar redus de clone au valoarea de
afiliere la unul din clustere mai mare de 0,8
si acestea se regasesc in plantajele Carbunar,
Garcina si Poiana Neamtului.

Discutii

Niveluri ridicate de variatie genetica se gasesc
in mod constant in populatiile naturale de ar-
bori datorita trasaturilor lor cunoscute, determi-
nate de larga distributie geograficd, de un grad
ridicat de panmixie si de modul de diseminare
a semintelor (Li et al. 2022, Lv et al. 2020).
Determinarea diversitatii genetice in populati-
ile de productie de seminte este un pas impor-
tant, mai ales pentru ca nivelul acesteia poate
fi modificat prin procedee de ameliorare a ar-
borilor, ca de exemplu selectia repetata a geno-
tipurilor superioare. Pentru a sustine demersul
de trecere la generatia a 2-a de plantaje de brad
si chiar de a accelera procesul de ameliorare a
acestei specii in Romaénia, caracterizarea din
punct de vedere genetic a plantajelor, evalua-
rea diversitatii si a structurii genetice cu aju-
torul markerilor moleculari (SSR) este o etapa
foarte importanta. Setul de markeri utilizati in
analiza prezintd un polimorfism moderat, totusi
din ratiuni practice si economice, pentru evalu-
area diversitatii genetice a bazei de ameliorare
sau pentru analize de paternitate, primele doua
combinatii de markeri care au un continut in-
formativ ridicat, de peste 0.800, pot fi utilizate
cu succes.

Un plantaj ideal ar trebui sa indeplineas-
ca o serie de conditii, printre care panmixia
si izolarea de polenul strdin, inferior genetic.
Contaminarea cu polen strdin se poate produce
nu numai prin instalarea plantajelor in apro-
pierea arboretelor si/sau arborilor din aceeasi
specie, ci si prin introducerea in plantaje de
genotipuri straine, care de cele mai multe ori
provin din cresterea portaltoiului in detrimen-
tul altoiului. Rata de contaminare poate atinge
in unele situatii un procent considerabil, fiind

92

Articole de cercetare

estimata chiar si la cca. 40%, situatie raportata
in cazul unui plantaj de pin silvestru (Gomory
et al. 2003). Majoritatea plantajelor de brad
din prima generatie sunt infiintate pe baza se-
lectiei fenotipice a arborilor plus din arborete
naturale si multiplicarea prin altoire a acestora.
Toate etapele de lucru, de la recoltarea altoaie-
lor la instalarea plantajelor predispun la erori,
iar daca sunt cunoscute se poate contribui la
0 mai buna gestionare a plantajelor. De altfel,
un control eficient bazat pe markeri genetici ar
trebui sa existe 1n toate etapele de ameliorare.
Identificarea clonald corectd este o conditie
prealabila atat pentru programele de amelio-
rare, cat si pentru studiile privind panmixia si
contaminarea. Etichetarea gresitd a rametilor
sau omiterea unor clone ar putea influenta acu-
ratetea estimarii unor parametri genetici (Kaya
si Isik 2010).

Principalul scop al plantajelor este produce-
rea de samanta in cantitati mari cu calitati ge-
netice superioare, la intervale regulate de timp
si fard a Ingusta nivelul de diversitate genetica
regasit in populatiile naturale (Chaloupkova
et al 2019). In studiul de fatd, s-a urmarit eva-
luarea diversitatii si structurii genetice a cinci
plantaje clonale de prima generatie de brad din
Roménia, diferentiate prin numarul de clone si
compozitia clonald, analizele pornind de la un
plantaj cu originea clonelor in aceeasi regiune
de provenientd, pana la unul cu originea clo-
nelor in patru regiuni de provenienta. in gene-
ral, diversitatea genetica in cele cinci plantaje
este ridicata si indica o legatura intre numarul
si originea clonelor si valorile parametrilor
diversitatii genetice, dar si o stransa legatu-
ra cu nivelul diversitatii genetice observat in
populatiile naturale, nivelul de heterozigotie
din populatiile din nordul Carpatilor Orientali
(Teodosiu et al. 2019) regasindu-se in plantajul
Carbunar, in timp ce bogatia alelica din popu-
latiile de pe clina estica a Carpatilor Orientali
(Varatec) si din populatia Avrig se regaseste in
plantajul Garcina. Totusi, comparabilitatea cu
populatiile naturale este limitata dat fiind setul
de markeri utilizati in cele cateva studii reali-
zate in Romania. Rezultatele obtinute in unele
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studii care au urmdrit analiza comparativd a
diversitatii genetice intre populatiile naturale
si plantaje au indicat un nivel comparabil daca
nu mai ridicat al diversitatii genetice in planta-
je fatd de populatiile naturale (Mouna si Harju
1989, Chaisurisri si El-Kassaby 1994, Godt et
al. 2001, Cengel et al. 2012, Ilinov si Raevsky
2015, Sonstebo et al. 2018, Ciocirlan et al.
2021 si 1n sinteza la Ivetic et al 2016), atat sub
aspectul diversitatii alelice, cat si al heterozigo-
tiel.

Diferentierea geneticd intre plantajele anali-
zate este redusd, dar comparabila cu cea obser-
vata intre populatiile naturale (Postolache et al.
2016, Teodosiu et al. 2019). Asa cum era de as-
teptat, plantajele care contin clone originare 1n
aceeasi regiune de provenientd se apropie mai
mult din punct de vedere genetic. In fiecare din
cele cinci plantaje se regasesc in diferite pro-
portii genotipuri parentale cu grade de afiliere
la unul din cele trei clustere, reduse cu doar ca-
teva exceptii in plantajele Carbunar, Garcina si
Poiana Neamtului. Pentru mentinerea nivelului
de diversitate genetica si in loturile de seminte,
amestecarea diferitelor fonduri de gene este un
mijloc eficient, desi acest aspect este conditio-
nat de o serie de mecanisme privind sincroniza-
rea infloririi, unde adaptarea regionald ar putea
avea un rol important. Studii realizate n ceea
ce priveste fructificatia si rata de panmixie in
plantaje de brad au indicat ca totusi participarea
clonelor este redusa (Teodosiu et al. 2022).

Studiu de fata arata faptul ca plantajele clona-
le de brad din Romania au un nivel ridicat de
diversitate genetica si se coreleaza direct cu ni-
velul de diversitate genetica din populatiile na-
turale: cu cat populatiile de origine de unde au
fost selectionati arborii plus sunt mai diferenti-
ate geografic si genetic, cu atat plantajele clo-
nale capteaza un nivel mai ridicat de diversitate
genetica. In interiorul plantajelor exista un grad
ridicat de amestecare strans legat de diferentie-
rea interpopulationala la nivelul arealului spe-

Diversitatea genetica in plantaje clonale de prima generatie de brad...

ciei in Romania. Stabilirea genotipului parental
si verificarea identitatii clonale este foarte utila
si va fi folosita cu succes atat in amprentarea
geneticd a plantajelor si controlul materialelor
forestiere de reproducere, cat i pentru selectia
asistata a genotipurilor valoroase si integrarea
rezultatelor in strategia de ameliorare.
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