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INTRODUCERE

Padurile boreale reprezinta unul dintre cele mai mari ecosisteme de pe Pamant. Cea mai mare parte a
padurilor boreale se afld in Rusia, unde alcatuiesc o fasie larga intre tundra forestiera din nord si zona
de paduri mixte de foioase din sud. in padurile boreale predomina speciile de conifere. Pinul silvestru Si
laricele formeaza o taiga de conifere deschisa, iar bradul, molidul si cedrul - taiga de conifere inchisa
(Markatyuk, 2012). Pana la 75 % din taigaua din Siberia este aproape de starea sa naturala (WWF).
Astfel, in aceasta regiune, unde structura naturald a populatiilor forestiere a fost inca pastrata, este
posibil sd se efectueze studii unice care vizeaza conservarea diversitdtii genetice a plantelor lemnoase
in viitor. Conservarea resurselor genetice forestiere este de importanta vitald, deoarece acestea
reprezintd o resursa exceptionald si de neinlocuit pentru generatiile viitoare. Diversitatea genetica este
cheia pentru a asigura viabilitatea ecosistemelor forestiere si adaptarea speciilor forestiere la
schimbarile climatice (FAO 2014). Cu cat potentialul genetic este mai ridicat, cu atat mai puternic este
impactul factorilor de stres la care poate rezista o populatie si cu atat mai diverse sunt habitatele in
care aceasta se poate dezvolta (Padutov et al. 2008). in prezent, principalii factori care duc la o
diminuare a diversitdtii genetice a padurilor sunt incendiile, bolile, doboraturile de vant, inundatiile si
activitdtile antropice. Se considerd ca un nivel al diversitdtii genetice (heterozigotie) sub 30 % ameninta
supravietuirea populatiilor in conditiile schimbdrilor climatice (The State Coordination Program for the
Development of Biotechnology in the Russian Federation 2012, Padutov V. E. 2001, Padutov et al.
2008). Prin urmare, dezvoltarea durabila a arboretelor este posibila numai prin conservarea diversitatii
genetice.

Pinul silvestru (Pinus sylvestris L) este una dintre speciile principale in ecosistemele forestiere din
regiunile boreale din Eurasia. Acesta are o mare importanta ecologica si este adaptat la o varietate de
conditii de mediu (Naydenov et al. 2007, Dering et al. 2017). Pinul silvestru este una dintre cele mai
importante specii de arbori din punct de vedere comercial, care este apreciata la nivel mondial pentru
lemnul sdau (Matyas et al. 2004). O parte semnificativa din arealul speciei se afld in Siberia, unde padurile
de pin sunt dispersate sub forma unui mozaic spatial complex si doar in bazinul raului Angara formeaza
0 zond continuad. Din cauza perturbadrilor naturale, a supraexploatdrii si a gestiondrii necorespunzatoare,

suprafata pddurilor de pin silvestru din Rusia a scazut cu doud milioane de hectare in ultimii zece ani
-



(Sheller et al. 2021). De aceea, studiul diversitatii genetice si al structurii padurilor de pin silvestru din
Rusia este foarte relevant.

In ultimele decenii, markerii ADN de tipul microsatelitilor (sin. secvente simple repetitive, SSR), au fost
utilizati pe scara largd in studiile genetice. Acestia se caracterizeazd printr-un nivel ridicat de
polimorfism si pot fi extrem de utili in studierea structurii populationale a speciilor de conifere
caracterizate printr-un nivel scdzut de diversitate interpopulationald (Bernhardsson et al. 2016,
Sofletea et al. 2020, Dering et al. 2021, Kavaliauskas et al. 2022). in aceasti lucrare, se abordeazi
problema evaludrii diversitatii si structurii genetice a populatiilor de pin silvestru din Siberia Centrala cu

ajutorul markerilor ADN nucleari si cloroplastici.



Capitolul 1. CONTEXTUL STUDIULUI

1.1. Caracteristicile biologice, ecologia si arealul pinului silvestru (Pinus sylvestrisL.)

Pinul silvestru (Pinus sylvestris L.) este una dintre cele mai raspandite specii de pin (familia Pinaceae).
Esteunarbore cu oindltime de pana la 25-35 m si un diametru de pana la 1 m. Coroana este piramidala,
dar, in timp, ramurile de |la baza coroanei se usucad, cad si coroana capdtd o forma tabulara. Scoarta este
brun-rosiaticd, exfoliabild in mod constant sub forma de placi subtiri. Acele sunt grupate cate doua
intr-o teacd, de culoare verde - albdstrui, acoperite cu uninvelis ceros. Florile mascule sunt galbene, iar
cele femele sunt rosiatice, localizate pe varfurile lujerilor anuali si apar din aprilie panad in mai. Conurile
sunt la nceput verzi, ulterior brune, iar la matturarea acestora solzii se depdrteaza si elibereaza
semintele aripate (Pravdin 1964, Steven si Carlisle 1959).

Pinul silvestru este una dintre speciile cu temperament de luming, lumina fiind unul dintre factorii care
stimuleaza germinatia semintelor. Slaba tolerantd la umbra a pinului silvestru se explica prin
incapacitatea aparatului sau asimilator de a se adapta la umbrirea puternica. Subarboretul de pin de
sub coronamentul padurii sufera de lipsd de luming, dar, in momentul in care beneficiaza de suficienta
luming, o parte din subarboret reuseste sa isi adapteze aparatul asimilator, dupa care isi accelereaza
semnificativ cresterea (Zelawsk si Zelawska 1967, Rysin si Savelieva 2008). Pinul silvestru este
considerat ca fiind o specie termofila. Dependenta pinului silvestru de regimul de temperatura este
foarte clar vizibila in regiunile muntoase din Siberia de Est si Transbaikalia, unde creste pe versantii
sudici mai bine incalziti si este absent pe versantii orientati spre nord (Rysin si Savelieva 2008). Pinul
silvestru este o specie xerofita. Particularitdtile aparatului sdu asimilator si ale sistemului radicelar ii
permit sa creasca pe diferite soluri cu regimuri hidrologice foarte diferite. Pinul silvestru este capabil sa
reziste la un continut relativ scdzut de oxigenin sol, dar pana la anumite limite. De exemplu, atunci cand
concentratia de oxigen din sol scade de la 21% la 9%, cresterea raddcinilor puietilor de pin nu se modifica
semnificativ, dar la 4% aceasta incetineste de 20 de ori (Leyton si Rousseau 1958). Pinul silvestru poate
creste pe soluri foarte sdrace, fiind capabili sa supravietuiasca cu o deficienta semnificativa sau chiar
cu oprirea completa a aportului de nutrienti. Pinul silvestru poate creste pe soluri foarte acide (pH =
3,0-3,5) si pe soluri calcaroase, dar pH-ul optim este de 4,5-5,6 (lvanov 1970). La 0 majorare a pH-ului

pana la 7,0, cresterea puietilor scade cu aproape jumdtate (Levkina 1964).



Pinul silvestru este un arbore foarte raspandit in Eurasia, incepand din Spania si Marea Britanie si mai
departe spre est pand in bazinul raului Aldan si in mijlocul raului Amur din Siberia de Est. in nord, creste
pana in Laponia, iar in sud se gdseste in Mongolia si China (Pravdin 1964). Aria de distributie a pinului

silvestru in Rusia este prezentata in figura 1.1.
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Figura 1.1. Distributia pinului silvestru in Rusia (Pravdin 1964). Zonele portocalii reprezinta prezenta

naturald a pinului silvestru.

In Rusia, pinul silvestru este una dintre principalele specii de arbori din fondul forestier siacoperd 15,6%
din acesta (FAO 2012). O parte semnificativa a arealului sau se afla in Siberia, unde padurile de pin
silvestru formeaza un mozaic spatial complex si doar in bazinul raului Angara formeaza un areal de
distributie continuu, instalandu-se pe mai multe tipuri de soluri (Pimenov 2015).

Pinul silvestru este adesea plantat pentru a consolida terenurile nisipoase si ravenele, versantii
montani sau pentru a crea perdele forestiere de protectie. Prezinta un mare interes ornamental, fiind
utilizat in amenajari si constructii peisagistice. in plus, este o specie importanta din punct de vedere
comercial, lemnul sau este usor de prelucrat, cu proprietati mecanice bune si are numeroase utilizari,

in primul rand ca material de constructie si lemn de celuloza (Matyas et al. 2004).
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1.2.Scopul si obiectivele cercetdrilor

Scopul studiului este de a caracteriza modelele de diversitate genetica ale pinului silvestru la nivelul
ADN -ului nuclear si cloroplastic pentru diferite tipuri de ecosisteme si regiuni geografice.

Obiectivele specifice ale cercetarii sunt:

1. evaluarea diversitatii genetice la nivelul ADN-ului cloroplasticin populatiile de pin silvestru din Siberia
Centralg;

2. evaluarea diversitatii genetice la nivelul ADN-ului nuclear in interiorul siintre populatiile naturale de
pin silvestru din Siberia Centralg;

3. evaluarea comparativa a diversitatii genetice la nivelul ADN-ului nuclear in populatii de pin silvestru

din zona montana si de podis din sudul Siberiei Centrale.

1.3. Material si metode

1.3.1. Localizarea cercetarilor

Siberia Centrala este o regiune imensa din punct de vedere al acoperirii teritoriale si unicd din punct de
vedere al conditiilor naturale. O serie de geografi asociaza teritoriul acestei regiuniin principal cu Platoul
Siberiei Centrale, determinand localizarea sa intre raurile Yenisey si Lena pana la bazinul raului Aldan,
linia de coastd a mdrilor Kara si Laptev, creasta muntilor Sayan de Est si centura muntoasa a regiunii
Baikal (Parmuzin 1964; Snytko si Konovalova 2005). Potrivit lui Gerasimov si coautorilor (1964), Siberia
Centrala include, de asemenea, partea din Campia Siberiei de Vest adiacentd raului Yenisey si partea
centrala a Muntilor Altai-Sayan. In acest studiu, optam, de asemenea, la aceasta din urma viziune
asupra teritoriului Siberiei Centrale. Siberia Centrala poate fi considerata ca fiind cea mai impadurita
regiune a Rusiei. Taigaua europeand este puternic tdiatd, in Siberia de Vest - aproximativ jumatate din
suprafata zonei forestiere este ocupatd de mlastini, iar la est de raul Lena si de lacul Baikal, zona de
taiga pand la Oceanul Pacific este traversata de lanturi muntoase fara arbori sau slab impddurite
(Gerasimov 1964). Zonele de studiu sunt situate pe teritoriile a trei regiuni federale ale Rusiei:

Krasnoyarsk Krai, Republica Khakassia si Republica Tuva.
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1.3.1.1. Caracteristicile climatice ale regiunii Krasnoyarsk

Krasnoyarsk Krai ocupa 2 366 797 km? si se extinde pe 650 -1460 km de la vest la est si 2990 km de
lanord la sud (figura 1.2). Suprafata padurii din regiunea Krasnoyarsk este de 168,1 milioane de hectare.
Padurile acopera 69% din teritoriul regiunii. Conditiile naturale ale regiunii sunt foarte diverse datorita
dimensiunilor sale impresionante. Sudul regiunii face parte din regiunea fizico-geografica a muntelui
Altai-Sayan, in nordul regiunii exista o vastd campie - campia Siberiana de Nord (Goryachko si colab.
2010). Raul Yenisey traverseaza cea mai mare parte a regiunii Krasnoyarsk. Campia Siberiand de VVest

ocupd malul stang al raului Yenisey, iar platoul Siberian de Est ocupa malul drept.
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Figura 1.2. (a), (b) Harti ale populatiilor de pin silvestru din regiunea Krasnoyarsk. Populatiile de pin
silvestru studiate sunt indicate prin puncte de culoare rosie. (b) Arealul pinului silvestru - culoare

purpurie (Shvidenko si Schepaschenko 2014). (c) zonele de vegetatie din regiunea Krasnoyarsk.

Teritoriul regiunii Krasnoyarsk este situat in trei zone climatice: arctic, subarctic si temperat.

Temperatura medie anuala in nord este de -10°C (Khatanga, Dudinka), in centru de -7°C (Turukhansk),
12



si in sud de -2,4°C (Boguchany) / -0,7°C (Kansk). Numai in bazinul Minusinsk temperaturile sunt
positive (1,2°C). Regiunea este caracterizatd prin ierni lungi si reci. Temperaturile medii ale lunii ianuarie
in partile nordice si centrale sunt de la -27 (-29)°C (Dikson, Dudinka) pand la -36 (-39) °C(Tura, Essey);
in partea sudica sunt de la -16° C (Krasnoyarsk) pana la -24° C (Boguchany) (figura 1.2 ¢). Temperaturile
medii din luna iulie variaza de la mai putin de 10°C pe coasta arcticd pand la 19°C'in partea de sud. in
partea sudica a regiunii sunt frecvente ingheturile timpurii sau tarzii si ploile prelungite in a doua
jumatate a verii. Cantitatile anuale de precipitatii scad de la 550 mm in vest la 300 mm in est; cantitatea
maximd de precipitatii (1000-1200 mm pe an) este pe versantii vantuiti ai Muntilor Sayan.

Pe teritoriul regiunii Krasnoyarsk Krai exista mai multe tipuri de ecosisteme naturale, cum ar fi:
deserturi arctice, tundrd, tundra forestierd, taiga, stepa si stepd forestiera (figura 1.2c). Zona
deserturilor arctice se intalneste pe extremitatea nordica a Peninsulei Taymyr - Capul Chelyuskin. Cea
mai mare parte a peninsulelor Taymyr si Gyda este ocupatd de o zona de tundrd, cu latimea de 600-
700 km si este impartitd in subzone arctice. Zona de tundra forestiera se extinde in nordul Campiei
Siberiene de Vest cu o fasie de 150-200 km, iar in Siberia Centrald |atimea acestei zone ajunge la 900
km, contopindu-se cu zona de paduri pre-tundra. Tundra forestierd este reprezentata de larice siberian,
iar in partea de sud este amestecatd cu molidul siberian (Efits 2012). Aproape 50% din teritoriul regiunii
este ocupat de zona de taiga, care este impdrtita in trei subzone: taiga nordicd, taiga mijlocie si taiga
sudica. La sud de Cercul Arctic, taigaua nordica se intinde panad la 64 °latitudine nordica pe platoul
Siberiei Centrale si aproape pana la 62° latitudine nordica la vest de raul Yenisey. Taigaua mijlocie de
pe platoul Siberiei Centrale atinge 58°latitudine N, iar la vest de raul Yenisey se intinde pana la
60°latitudine N. Padurile mixte de conifere domina pe lantul Yenisey, iar printre acestea se regdsesc
paduri de mesteacdn si de plop. In bazinul raului Angara si in valea raului Podkamennaya Tunguska,
sunt prezentate pdaduri de larice si pin. Taigaua sudicd, care se intinde la vest si la est de lantul Yenisey,
se caracterizeaza printr-o abundenta a padurilor de pin. Stepele forestiere sunt reprezentate de stepa
forestiera Mariinsky-Achinsk (tip vest-siberian) si de stepele forestiere Krasnoyarsk si Kansk (tip
central-siberian). Zona de silvostepd este cea mai dezvoltatd din punct de vedere economic. Suprafete
mari de padure din zona de stepd sunt ocupate de terenuri arabile si de fanete. Vegetatia din partea
muntoasa sudica a regiunii este extrem de diversa. in Muntii Sayan de Est predomina padurile de

conifere, iar in Muntii Sayan de Vest padurile mixte. Incepand de la o altitudine de 1300-1400 m in
13



Muntii Kuznetsk Alatau si 1500-1700 m in Muntii Sayan, se intinde zona subalping, iar la o altitudine
de 1500- 2000 m zona alpina. Pajistile subalpine si alpine ocupa in principal versantii sudici (Goryachko

et al. 2010).

1.3.1.2. Caracteristicile climatice ale Republicii Khakassia

Republica Khakassia ocupa 61 569 km* si se intinde pe aproximativ 200 km de la vest la est si pe circa

460 km de la nord la sud. Republica Khakassia este situatd in sudul Siberiei si are ca forma

predominanta de relief muntii care ocupa 80% din teritoriu (figura 1.3).
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Figura 1.3. Harta populatiilor de pin silvestru din Republica Khakassia. Populatiile de pin silvestru
studiate sunt indicate prin puncte de culoare rosie. Arealul pinului silvestru este marcat cu culoare

purpurie (Shvidenko si Schepaschenko 2014).

Teritoriul regiunii este eterogen si este impartit in trei mari zone geografice: vestul Muntilor Sayan,
Muntii Kuznetsky Alatau si bazinul Minusinskaya (Lushnikova et al. 2018). Dealurile cu aflorimente
stancoase si creste joase alterneaza cu vaile raurilor si bazinele lacurilor. Clima este extrem de
continentald, cu ierni reci si veri calde in depresiuni. Temperatura medie a lunii ianuarie este cuprinsa

intre -19si-21°C, la poalele muntilor aceasta variind de la-16 la -18°C. Vara este calda cu numeroase
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zileinsorite. Temperatura medie in luna iulie este de 18-19°C (zona montana 12 °C). Precipitatiile medii
anuale variaza de la 250 mm in regiunea de stepd la 600-700 mm in regiunea montanad. Lungimea

sezonului de vegetatie este de 155-165 de zile.

1.3.1.3. Caracteristicile climatice ale Republicii Tuva

Republica Tuva ocupa 168 604 km? si se extinde 630 km de la vest la est si 420 km de la nord la sud
(figura 1.4). Republica Tuva este situatd in sudul Siberiei, in partea superioara a raului Yenisey.
Predomina muntii cu o altitudine de 1200-1800 m (Samoylova 2017).

Clima este extrem de continentald. lernile sunt dure, lungi (din noiembrie pana in aprilie), cu multe zile
insorite. Temperatura medie in luna ianuarie variaza intre -28 si -34,9°C (in depresiuni). Pe versanti, in
special in sud, apare o inversare a temperaturii. in depresiuni, indltimea stratului de zapada este de 10-
15 cm, in munti de 50-80 cm sau mai mult. Verile sunt calduroase, aride, cu temperaturi ridicate in
depresiuni si moderat calde in munti. Temperatura medie in iulie este de 16-18°C (maxim 39°C).
Precipitatiile medii anuale variaza intre 600 mm in munti si 138 mm in depresiuni. Sezonul de vegetatie
este de 150-160 de zile. Diversitatea tipurilor de sol si a vegetatiei este asociatd cu pozitia intermediara
aacestei regiuniintre semideserturile Mongoliei si regiunile boreale din Siberia. Padurile de pin silvestru
(padurea Balgazynsky) se regdsesc in depresiuni pe sedimente nisipoase (Kuzhuget 2014). In muntj,
are loc zonarea altitudinala a peisajelor. La o altitudine de 1300-1500m, stepele sau silvostepele sunt
inlocuite cu paduri de cedru-zada in amestec cu molid, mesteacan si plop. Padurile ocupa 64,5% din

teritoriu (Samoylova 2017).

15



0 12502 500 S000km fsF_
L L S O B | 4
(e
‘h

T |40
Range of distribution of Pinus sylvestris

:40"E 60°E 80°E 100°E 120°E "140°E~ 160°E 180"
& R ~ S

Republic of Tuva .
= 'iTﬁ;ini:blx

A
‘Tsagan-Shibetu

Mongolia 50° N

0 25 50 100 km'

i | Rl ol
90°E 92°E M E 9° E 98°E

Figura 1.4. Harta populatiilor de pin silvestru din Republica Tuva. Populatiile de pin silvestru studiate
sunt indicate prin puncte rosii. Arealul pinului silvestru este marcat cu culoare purpurie (Tikhonova et

al. 2018).

1.3.2. Populatii de pin silvestru analizate

Au fost alese 19 populatii de pin silvestru din arealul natural de distributie a speciei, din
Siberia Centrala (Figurile 1.5). Pinul silvestru este specia dominanta in toate populatiile
studiate. Cinci dintre ele (BOR, VAN1, VAN2, CHU si BORZ) se afla in zona forestiera de
taiga, trei (SUK1, SUK2 si ZEL) cresc in zona de silvostepa, iar unsprezece (UYA, SHA, NAR,
KOS (SAR1), SAR (SAR-2), PER-1, PER-2, KER, YRB (TOD), BAL1 si BAL2) sunt distribuite in
zona muntoasa din sudul Siberiei. Totodata au fost incluse in studiu sapte populatii
indepartate: patru din Carpatii Romaniei (POI, CHE, RET, LOT), una din partea europeana
a Rusiei (SHA), una din Siberia de Vest (ARO) si una din Extremul Orient rusesc (SVO).

16



* BOR
VAN2
% VAN1
POI
©
CHE
L
o CHU
BORZ o
SUK2
REI o7, ZEL &#SUK1
°
SHA'® UYA
2 KOS/(SAR-1) NAR
SAR (SAR-2)
PER-1 PER-2
2 YRB (TOD)
0 75 150  300km ~
B § vy ) .KER
BAL-1BAL-2
SRS v
075 150 300 km
eV |
Taiga zone
60°N e Forest-steppe zone
.ARO Southern-Siberian mountain zone
SHAT o -
.
SVO
50° N ° .
S Range of distribution of Pinus sylvestris
e 0 1000 2000 4000km
1 1 1 1 I 1 1 1 I
20°E 40°E 60°E 80°E 100° E 120°E 140°E 160° E 180

Figura 1.5. Localizarea populatiilor de pin silvestru studiate in Siberia Centrald, partea europeand a

Rusiei, Siberia de Vest, Extremul Orient rusesc si Carpatii Romaniei.

1.3.3. Analize genetice

ADN-ul a fost extras prin metoda CTAB (Doyle si Doyle 1990) din ace de pin uscate. Calitatea si
concentratia ADN-ului extras au fost mdsurate cu spectrofotometrul Nanodrop 8000 (Thermo Fisher
Scientific, SUA). Pentru analizele ulterioare, probele au fost diluate astfel incat concentratia ADN-ul sa
fie de 10-20 ng/pl.

Pentru analiza ADN-ului la nivel cloroplastic au fost alesi 10 markeri de tipul microsatelitilor dupa cum
urmeaza: PCP45071, PCP36567, PCP48256, PCP41131, PCP30277, PCP26106, Pt1254, Pt15169,
Pt71936, Pt87268 (Vendramin et al. 1996; Provan et al. 1998). Markerii cpSSR au fost grupati in doud
reactii PCR, fiecare reactie cu un volum total de 10-12 pl. Pentru amplificarea ADN-ului s-a folost kitul
Qiagen Multiplex PCR (Qiagen, Germania) respectand protocolul recomandat de producator. Reactia
PCR a fost efectuata intr-un termocycler Corbett (Corbett Research, Australia) in urmatoarele conditii:

denaturarea initiald - 15 min la 95°C, apoi 30 de cicluri de 15 s la 94°C, 1 min 30 s la 60°C (pentru setul
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de 6 markeri PCP) si 58°C (pentru setul de 4 markeri Pt), 1 min 30 s la 72°C si o extensie finals de 10
min la 72°C.

Pentru analiza ADN-ului la nivel nuclear au fost utilizati zece perechi de markeri SSR: Psyl16, Psyl17,
Psyl42, Psyla4, Psyl57 (Sebastiani et al. 2012); PtTX2146 (Auckland et al. 2002); PtTX4001 (Auckland
et al. 2002); lw_isotig04195, Iw_isotig04306, Iw_isotig07383 (Fang et al. 2014). Markerii au fost
grupati in trei multiplexe de analiza: setul 1 - Psyl44, Psyl57 si lw_isotig04306; setul 2 - Psyl16,
PtTX2146 si lw_isotig07383; setul 3 - Psyl17, Psyl42, Iw_isotig04195 si PtTX4001. Primerii au fost
marcati pentru a fi analizati cu ajutorul secventiatorului Beckman Coulter (Fullerton, CA, SUA). Markerii
au fost amplificati cu ajutorul kitului Qiagen Multiplex PCR (Qiagen, Hamburg, Germania) respectand
protocolul recomandat de producdtor. Reactia PCR a fost efectuata in urmatoarele conditii: o
denaturare initiala de 5 minute la 95 °C, apoi 32 de cicluride 30s1a95 °C,90s1a58 °C,50s1a72 °C
si 0 extensie finald de 7 minute la 72 °C. Genotiparea indivizilor a fost realizata cu ajutorul software-
ului GenomelLab GeXP (versiunea 10.2, Beckman Coulter, Fullerton, CA, SUA).

Fragmentele amplificate au fost analizate pe un analizor genetic Beckman Coulter (Beckman Coulter,
Fullerton, CA) utilizand protocolul standard recomandat de producator. Dimensionarea fragmentelor a
fost realizatd cu ajutorul software-ului GenomelLab GeXP (versiunea 10.2, Beckman Coulter, Fullerton,

CA).

1.3.4. Analize statistice

Programele POPGENE ver. 1.31 (Yeh et al. 1999) si GenAlEx v. 6. 5 (Peakall si Smouse 2006) au fost
utilizate pentru a estima parametrii diversitatii genetice: numarul mediu de alele (/A%); numarul efectiv
de alele (MJ); coeficientul de consangvinizare in raport cu subpopulatia (Fs); coeficientul de
consangvinizare in raport cu populatia totala (Fi); coeficientul de diferentiere genetica (Fs);
heterozigotia observata (H,); heterozigotia asteptatd (#.); indicele Shannon (A; indicele de diversitate
genetica Nei (h); fluxul genetic (//,). Bogadtia alelica (4q) a fost calculatd in R (R Core Team. R 2013)
utilizand pachetul "hierfstat" (Goudet 2005).

Programul HAPLOTYPE ANALYSIS ver. 1.05 (Eliades si Eliades 2009) a fost utilizat pentru a estima
numarul de haplotipuri diferite (4), numarul de haplotipuri private (A, numarul efectiv de haplotipuri

(NVe), diversitatea haplotipurilor (Hc4) si distanta genetica medie intre haplotipuri (£°sh).
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Software-ul BOTTLENECK v.1.2.02 (Piry et al. 1999) a fost utilizat pentru a testa daca exista blocaje
recente ale populatiei pe baza modelului - stepwise mutation model (SMM). Semnificatia statistica a
fost determinata prin testul Wilcoxon signed-rank cu 1000 de iteratii.

Structura populatiei a fost analizata cu ajutorul programului STRUCTURE v.2.3.4 - analiza bayesiana
(Pritchard et al. 2000). Testarea s-a realizat pentru urmatorii parametri : 20 de executii independente,
pentru K de la 1 la 10, fiecare executie cu 100 000 de pasi burn-in si 500 000 de iteratii Monte Carlo
Markov, presupunand un model de mixt (admixure model, cu optiune LocPrior selectatd) si frecventele
alelelor corelate. Identificarea numadrului de grupuri omogene s-a realizat cu ajutorul programului
Structure Harvester (Earl si VonHoldt 2012) pe baza valorilor AK si a valorilor medii L(K) (Evanno et al.
2005). Matricile medii ale proportiilor alocarii arborilor pentru fiecare populatie au fost estimate cu
ajutorul programului CLUMPP v.1.1.2. (Jakobsson si Rosenberg, 2007).

Analiza moleculara a variantei (AMOVA), implementata in software-ul GenAlEx v. 6.5, a fost utilizata
pentru a determina distributia variatiei genetice intre populatii. Semnificatia diferentelor a fost
estimata folosind o abordare prin permutare cu 999 de repetri. in plus, a fost realizatd o matrice Fst
(Nei et al. 1983) si o analiza a coordonatelor principale (PCoA) cu ajutorul pachetului "ade4" din R
(Thioulouse et al. 2018) pentru a compara diferentierea genetica intre populatii.

Software-ul SAMOVA v.2.0 (Dupanloup et al. 2002) a fost utilizat pentru a identifica grupurile de
populatii pentru care exista o diferentiere maxima. S-au efectuat rulari cu un numar de grupuri stabilit
dela2la 7, efectuandu-se 100 de simulari. Valoarea maximd a F-ra fost aleasa ca indicator al celei mai
bune grupari.

A fost efectuatd o analiza de interpolare a formei peisajului genetic cu ajutorul programului Alleles in
Space (Miller 2005), pentru a realiza o diagrama de suprafata care sa arate discontinuitatile genetice
majore, indicand zonele probabile de contact intre grupurile genetice detectate. Pe diagrama de
suprafata, varfurile pozitive indica zonele cu discontinuitdti genetice mari (distante genetice mari), iar
varfurile negative reprezintd zonele cu similitudini genetice (distante genetice mici).

Barierele potentiale in calea fluxului genetic intre populatiile studiate au fost identificate cu ajutorul
algoritmului de diferentiere maxima al lui Monmonier (Monmonier 2010) implementat in software-ul
BARRIER v.2.2 (Manni et al. 2004). Au fost generate 1000 de matrici de distante genetice D (distanta

genetica standard a lui Nei corectatd in functie de marimea esantionului) in software-ul MSA (Dieringer
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si Schlotterer 2003). Matricile au fost utilizate ulterior pentru a estima posibilele bariere ale fluxului de
gene.

Pentru a testa corelatia dintre distantele geografice si distantele genetice intre populatii, s-a utilizat
testul Mantel. Testul Mantel a fost realizat in pachetul "adegenet" din R (Jombart si Ahmed 2011). In
plus, deoarece izolarea geografica poate conduce fie la cline continue de diferentiere geneticd, fie la
existenta unor petece indepartate, a fost utilizat un estimator de densitate "kernel” bidimensional (2D)
pentru valorile FST liniarizate folosind pachetul "MASS" din R (Venables si Ripley 2013). Abordarea
densitatii cu acest estimator are ca scop identificarea unei structuri genetica subordonate care poate
ajuta la explicarea corelatiei observate intre cele doua distante.

Pentru a testa ipoteza izoldrii in functie de mediu (IBE) (Wang si Bradburd 2014), distantele euclidiene
climatice au fost estimate utilizand datele climatice relativ recente (c. 1950-2000) folosind 19 variabile
bioclimatice (tabelul S1) care au fost extrase din baza de date WorldClim v.1.4
(http://www.worldclim.org/). Ulterior, distantele genetice, geografice si climatice au fost utilizate in
analizele de regresie Mantel, partial-Mantel si MMRR (Multiple Matrix Regression with
Randomization). Testul partial-Mantel a fost efectuat cu ajutorul pachetului "vegan" (Oksanen et al.
2022), iar analiza MMRR a fost realizatd cu ajutorul scriptului personalizat al lui Wang et al. (2013).

Script-ul MMRR poate fi accesat in Dryad Data Repository (DOI:10.5061/dryad.kt71r)).

1.4. Studii de genetica moleculara asupra pinului silvestru

in ultimele decenii, au fost realizate numeroase studii privind diversitatea geneticd a populatiilor de pin
silvestru, utilizand markeri SSR (simple sequence repeats) mitocondriali, cloroplastici si nucleari. ADN-
ul acestor organite este mostenit in mod diferit. Genomurile citoplasmatice ale speciilor de Pinaceae
au un sistem de mostenire special, de exemplu, ADN-ul mitocondrial este mostenit pe cale materna si,
in consecintd, fluxul genetic este limitat de mobilitatea semintelor. Datorita mobilitatii reduse a
semintelor, markerii mitocondriali sunt potriviti pentru identificarea structurii genetice a populatiilor.
Cu toate acestea, aplicarea markerilor mitocondriali in ceea ce priveste pinul silvestru este ingreunata
de faptul ca polimorfismul detectat in regiunile mitocondriale nad1 si nad7 este limitat la partea vestica

a arealului de raspandire a pinului silvestru, in timp ce populatiile din nord-estul Rusiei europene si din
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Siberia s-au dovedit a nu fi polimorfice in functie de aceste fragmente (Naydenov et al. 2007;
Celepirovic et al. 2009; Buchovska et al. 2013; Dering et al. 2017; Semerikov et al. 2018).

ADN-ul cloroplastic este mostenit pe cale paternd, iar mobilitatea ridicatd a polenului asigura un flux
genetic mai semnificativ. Markerii de ADN cloroplastic permit identificarea structurilor genetice sau a
haplotipurilor de ADN recent apdrute (Provan et al. 1998, Robledo-Arnuncio et al. 2005, Cheddadi et al.
2006, Semerikov et al. 2014, Bernhardsson et al. 2016, Dering et al. 2017).

Markerii ADN nucleari ofera oportunitati pentru a studia istoria si mecanismele evolutiei. Cu toate
acestea, exista unele probleme legate de aplicarea markerilor ADN nucleari, cum ar fi recombinarea,
selectia, mutatia, heterozigotia, dificultatea reactiei PCR si a secventierii etc. (Zhang si Hewitt 2003).
Chiar daca microsatelitii nucleari s-au dovedit a fi utili pentru studierea modelelor filogeografice si a
fluxurilor genetice la conifere, dezvoltarea unor noi markeri fiabili pentru speciile de conifere este dificila
din cauza dimensiunii mari a genomului lor (estimatd la 22,474 Mb pentru pinul silvestru) si a naturii
repetitive extinse a ADN-ului (Sebastiani et al. 2012; Gonzalez-Martinez et al. 2004, 2010). Din acest
motiv, amplificarea incrucisatd a markerilor SSR conceputi anterior este o modalitate rentabila de a
studia loci foarte polimorfici la mai multe specii diferite (Toth et al. 2017). Studiile la nivel nuclear, la
pinul silvestru, au confirmat faptul ca markerii SSR nucleari pot fi utilizati in mod eficient pentru a
investiga diversitatea genetica a acestuia (Scalfi et al. 2009, Belletti et al. 2012, Naydenov et al. 2011,
Lucic et al.2014, Pyhajarvi et al. 2007).

Cunoasterea modelelor de diversitate genetica a pinului silvestru este foarte importanta pentru
practica silvica. Aceasta poate imbunatati gestionarea resurselor genetice de pin silvestru, dat fiind

schimbarile climatice preconizate.

1.5. Conceptul general al cercetarii

Teza de doctorat este prezentata in capitole, fiecare capitol fiind un articol publicat intr-o revista
indexata WOS. Capitolele de rezultate cuprind urmatoarele aspecte:
Capitolul 2: Diversitatea ADN-ului cloroplastic in populatiile de P. sylvestris L. din Siberia Centrala s/

Carpatii Romaniei.
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Tn acest studiu, au fost folositi 10 markeri SSR de ADN cloroplastic pentru a studia diversitatea genetica
a 19 populatii de pin silvestru din Siberia Centrald si Carpatii Romaniei. Rezultatele studiului au ardtat
o diversitate genetica ridicata (Hz»= 0,91-1,00) in toate populatiile analizate. Analiza markerilor cpSSR
a permis identificarea a 158 de haplotipuri de ADNcp. Majoritatea haplotipurilor (85%) au fost detectate
o singurd datd (haplotipuri unice), iar restul haplotipurilor au fost observate de la doi pana la noud
indivizi. Trei haplotipuri de ADNcp au fost gdsite in populatiile de pin silvestru din Carpati si cele din
Siberia Centrald. Analiza moleculara a variantei (AMOVA) a aratat ca doar 3% din variatie exista intre
populatiile din Siberia Centrala si 6% din variatie exista intre populatiile din Muntii Carpati. in general,
s-a observat o diferentiere slaba a populatiilor de pin silvestru din Siberia Centrala si Carpatii Romaniei.
Prezentul studiu privind diversitatea geneticd in populatile de pin silvestru poate contribui la
gestionarea si conservarea durabila a resurselor genetice de pin silvestru din Siberia Centrala si Carpatii
Romaniei.

Capitolul 3: Diversitatea genetica si structura populatiilor de pin silvestru (Pinus sylvestris L.) din Siberia
Centrala.

In acest capitol, s-a evaluat variatia genetica a 17 populatii de pin silvestru din Rusia, din diferite zone
ale arealului speciei, utilizand microsateliti nucleari (nSSR). Mai exact, au fost analizate 14 populatii
naturale din Siberia Centrald si trei populatii din partea europeana a Rusiei, Siberia de Vest si respectiv
Extremul Orient rusesc. Toate populatiile au prezentat valori ridicate ale diversitatii genetice (Hr =
0,514) si ale bogatiei alelice A= 4,150. Cu toate acestea, cea mai estica populatie a prezentat cel mai
scazut nivel de diversitate genetica (Hr = 0,433) si bogdtie alelica (4= 3,505). S-au identificat cinci
grupuri genetice care corespund: partii europene a Rusiei, sudului Siberiei Centrale, nord-vestului
Siberiei Centrale, Siberiei centrale si de Vest, si Extremului Orient rusesc. Cu toate acestea, populatia
europeana a fost cea mai distincta din punct de vedere genetic. Variatia interpopulationala a
reprezentat doar 5% din varianta totala. Cel mai ridicat nivel de diferentiere genetica a fost gdsit doar
intre populatiile cele mai vestice si cele mai estice (£sr= 0,097). Aceasta informatie poate contribui la o
mai bund intelegere a modelului de diversitate genetica a populatiilor de pin silvestru din Siberia

Centrala si poate avea un aport important pentru conservarea resurselor genetice ale speciei.
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Capitolul 4: Studiul genetic al populatiilor de pin silvestru din regiunea montana si de podis din sudul
Siberiei Centrale (Pinus sylvestris L.): diversitate si diferentiere.

Tn acest capitol, a fost studiata diversitatea genetica si structura a opt populatii de pin silvestru situate
in sudul Siberiei Centrale. Un nivel ridicat de diversitate genetica (H=0,518) a fost identificat n
populatiile analizate. Nu au fost detectate efecte de tip gat de sticd, care sa fie datorate izolarii prin
distanta sau ale izoldrii prin mediu. Cea mai mare diversitate genetica a fost semnalatd in interiorul
populatiilor, si doar 7% din aceasta intre populatii. Atat analiza structurii, cat si gruparea UPGMA au
aratat existenta a doua grupuri genetice. Primul grup s-a constituit din doua populatii din bazinul
Minusink si o populatie din vestul Muntilor Sayan, iar al doilea grup s-a constituit din celelalte populatii
din muntii Kuznetsk Alatau, bazinul central Tuva si bazinul Todzha. Rezultatele sugereaza ca populatiile
de pin silvestru studiate pot provin din doud fonduri de gene diferite. Modelul diversitatii genetice
identificat in cadrul cercetarilor poate fi util pentru elaborarea masurilor de conservare a resurselor

genetice ale pinului silvestru din sudul Siberiei Centrale.
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Capitolul 2

DIVERSITATEA LA NIVELUL ADN-ULUI CLOROPLASTIC iN POPULATIILE DE P. SYLVESTRIS L. DIN
SIBERIA CENTRALA S| CARPATII ROMANIEI

Rezultatele prezentate in acest capitol au fost publicate in ForestsJournal cu modificari minore (Sheller,
M.; Ciocirlan, E.; Mikhaylov, P.; Kulakov, S.; Kulakova, N.; Ibe, A.; Sukhikh, T.; Curtu, A.L. Chloroplast DNA
Diversity in Populations of 2. sy/vestrisL. from Middle Siberia and the Romanian Carpathians. Forests.

2021,12,1757.Q1, Impact Factor — 2.9 https://doi.org/10.3390/f12121757)

2.1. Introducere

Diversitatea geneticd este baza stabilitatii biologice si permite speciilor sa evolueze si sd se adapteze
la schimbdrile de mediu (FAO 2014). Cunoasterea structurii genetice si a nivelului de variabilitate
geneticd a populatiilor este relevanta pentru dezvoltarea masurilor care vizeazd conservarea
diversitatii genetice a speciilor (Altukhov 2004).

Pinul silvestru (Pinus sylvestrisL.) este una dintre speciile cheie in ecosistemele forestiere din regiunile
boreale din Eurasia. Este de mare importanta ecologica si economica si este adaptatd la o varietate de
conditii de mediu (Naydenov et al. 2007, Dering et al. 2017). Pinul silvestru este o specie monoica,
polenizata de vant (Robledo-Arnuncio et al. 2005, Sebastiani et al. 2012, Sofletea et al. 2020). De obicei
formeaza paduri pure extinse sau de amestec cu mesteacan si alte specii de rasinoase (Olsson 2019).
in acest studiu, s-au folosit markeri cloroplastici de tipul microsatelitilor pentru a caracteriza nivelul
diversitatii genetice a populatiilor de pin silvestru din doud regiuni geografice ale arealului natural
Eurasiatic, regiuni diferite din punct de vedere ecologic si evolutiv. Mai exact, s-au avut in vedere
urmatoarele ipoteze: (1) Care este modelul diversitatii si structurii genetice in populatiile de pin silvestru
din Siberia Centrala si Carpatii Romaniei? (2) Cat de mare este gradul de diferentiere geneticd intre cele

doud regiuni de distributie a pinului silvestru la nivelul ADN-ului cloroplastic?
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2.2. Material si metode

2.2.1. Material Vegetal

Au fost analizate 19 populatii de pin silvestru din arealul natural a pinului silvestru din Siberia Centrala
si Carpatii Romaniei (figura 1.5). Pinul silvestru este specie dominanta in toate populatiile studiate.
Patru dintre populatii (VAN2, VAN1, CHU si BORZ) sunt situate in zona de taiga, trei (SUK2, SUK1 si ZEL)
crescin zona de silvostepa si opt (UYA, SHA, NAR, KOS, SAR, YRB, BAL1 si BAL2) sunt distribuite in zona
montana din sudul Siberiei si patru populatii relictice de pin silvestru (POI, CHE, RET, LOT) sunt situate
in sudul si estul Carpatilor Romaniei. Au fost alesi aleatoriu 10 arbori adulti din fiecare populatie. in
consecintd, numarul total de indivizi analizati a fost de 190. Frunzele colectate au fost puse in pungi cu

silicagel pana cand s-a efectuat extractia ADN-ului.

2.2.2. Analiza moleculara

ADN-ul a fost extras din ace uscate utilizand metoda CTAB (Doyle si Doyle 1990). Pentru analiza
geneticd au fost alesi zece microsateliti cloroplastici: PCP45071, PCP36567, PCP48256, PCP41131,
PCP30277, PCP26106, Pt1254, Pt15169, Pt71936, Pt7268 (Vendramin et al. 1996, Provan si colab.
1998). Markerii cpSSR au fost amplificati in doua reactii PCR in volum total de 10-12 yl, cu ajutorul
kitului PCR Multiplex Qiagen (Qiagen, Germania) in conditiile recomandate de producator. Fragmentele
amplificate au fost analizate pe un analizor genetic Beckman Coulter (Fullerton, CA) pe baza
protocolului recomandat de producdtor. Dimensionarea fragmentelor a fost efectuata utilizand

software-ul GenomelLab GeXP (versiunea 10.2, Beckman Coulter, Fullerton, CA).

2.2.3. Analiza statistica

Parametrii diversitatii si structurii genetice au fost calculati folosind urmdtoarele programe: POPGENE
ver. 1.31(Yeh si colab. 1999), GenAlEx V.6. 5 (Peakall si Smouse 2006), HAPLOTYPE ANALYSIS ver. 1.05

(Eliades si Eliades 2009), STATISTICA V.8 (Pai 2007), STRUCTURE ver.2.3.4 (Pritchard si colab. 2000).

31



2.3. Rezultate

Analiza la nivel cloroplastic a 190 de arbori de pin silvestru a permis identificarea a 158 de haplotipuri
de ADN cloroplastic. Majoritatea haplotipurilor (85%) au fost detectate o singura data (haplotipuri
unice). in cele patru populatii din Carpatii Romaniei si in trei populatii din Siberia (CHU, ZEL si UYA) s-au
identificat cel mai mare numar de haplotipuri private (9). Cel mai mic numar de haplotipuri private (5) a
fostinregistart la doud populatii siberiene (populatiile SUK1 si BAL1). Au fost identificate trei haplotipuri
comune (H86, H107, H118) in doua populatii siberiene (NAR si BAL2) si trei populatii carpatice (PO,
CHE si RET) (tabelul S2.1).

Distanta genetica Nei a avut valori de la 0,0032 (NAR/KQS) la 0,2441 (VAN 1/POOL) (tabelul S2.2).
Gruparea UPGMA reliefeazd existenta a doud grupuri (figura 2.1.). In primul grup se regésesc cele 15

populatii din Siberia Centrald, iar in cel de-al doilea grup cele 4 populatii carpatice.
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Figura 2.1. Dendrograma UPGMA pe baza distantelor genetice Nei intre populatiile de pin silvestru
analizate.

Analiza moleculara a variantei (AMOVA) a ardtat cd variatia dintre cele doud regiuni geografice (Siberia
Centrald si Muntii Carpati) a reprezentat 5% din varianta totald. Rezultatele analizei AMOVA sugereaza
o diferentiere mai mica intre populatii siberiene (PhiPT = 3%, p < 0,05) comparativ cu populatiile

carpatice (PhiPT = 6%; p < 0,01).
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Analiza structurii populatiilor de pin silvestru din Siberia si Carpati a aratat ca numarul de grupuri
identificat este trei (K = 3) (figura 4). Toti indivizii analizati au prezentat genotipuri intermediare. Pentru
K = 3, arborii din populatiile siberiene sunt alocati intr-un numar mai mare in clusterul 3 (culoare
albastrd), comparative cu populatiile carpatice la care cel mai mare numadr de indivizi este alocat

clusterul-ului 1 (culoarea rosie) (figura 2.2.).
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Figura 2.2. Localizarea geograficd a populatiilor de pin silvestru studiate in Siberia Centrala si Carpatii
Romaniei. Populatiile de pin silvestru sunt semnalate prin puncte rosii. Diagramele aratd proportiile
medii de apartenenta la cluster a indivizilor analizati in fiecare dintre cele 19 populatii de pin silvestru
pentru K = 3.

Analiza corelatiei dintre distanta genetica si distanta geografica pentru populatiile studiate folosind
testul Mantel, evidentiaza pe de o parte faptul ca exista o corelatie scazutd, dar semnificativa intre
diferentierea geneticd si distanta geografica la populatiile din Siberia (R, = 0,1746, p < 0,01), iar pe de
alta parte faptul ca nu existata o corelatie semnificativa intre distanta genetica si distanta geografica

pentru populatiile carpatice (R, = 0,0059, p > 0,05).
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2.4, Discutii

Rezultatele analizelor indica o diversitate genetica ridicata (Hq» = 0,91-1,00) la toate populatiile de pin
silvestru studiate. in Siberia Centrals, populatii cele mai nordice (2 populatii) au prezentat o valoare
putin mai mare a diversitatii (Hz» = 1,00) comparative cu populatiile cele mai sudice (2 populatii) (Hee =
0,91 si Her= 0,98, respectiv). Cel mai mic numar de haplotipuri (7) a fost detectat in populatia BAL1 -
cea mai sudica padure de pin din Asia de Nord. Incendiile locale, care au avut loc intre 1988 si 2014, pot
fi cauza reducerii numarului de haplotipuri observate la populatia BAL1 (Kuular si Namzyn 2015,
Kuzhuget 2014). Scaderea dimensiunii populatiei, cauzata de incendii, exploatarea forestierd, boli sau
poluarea mediului poate duce la scaderea diversitatii genetice (Ellstrand si Elam 1993). O alta explicatie
ar fi dimensiunea relativ mica a esantionului (10 arbori pe populatie).

AMOVA reliefeaza un nivel scazut al structurii genetice (PhiPT = 3%) pentru cele 15 populatii siberiene,
chiar daca acestea se afld la distante de peste 1000 km. Analiza bayesiena reliefeza o structura
geneticd slaba intre cele doud regiuni geografice, chiar daca s-au identificat 3 grupuri de apartenenta a
indivizilor. Aceastd este in concordanta cu gruparea reliefata de dendrograma UPGMA.

Analiza genetica la nivelul ADN-ului cloroplastic, indica faptul ca exista o diversitate genetica ridicata a
indivizilor in populatiile de pin silvestru din Siberia Centrala si Carpatii Romaniei si cd, in ciuda

distantelor geografice mari si a barierelor, exista o diferentiere genetica limitata.

2.5. Concluzii

in studiul de fatd, 10 markeri cpSSR au fost utilizati pentru a estima diversitatea geneticd pentru 19
populatii naturale de pin silvestru din Siberia Centrala si Carpatii Romaniei. Toate populatiile au
prezentat niveluri ridicate de diversitate genetica. Cu toate acestea, una dintre cele mai sudice populatii
siberiene a prezentat cea mai micd valoare a diversitatii haplotipice. in consecintd, performanta acestei
populatii de pin silvestru ar trebui sa fie punctul central al studiului pe termen lung care vizeaza
monitorizarea dinamicii populatiei. Studiul nostru poate contribui la dezvoltarea unei strategii de

gestionare durabila a resurselor genetice de pin silvestru in Siberia Centrald si Carpatii Romaniei.
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2.7. Material suplimentar

Tabelul S2. 1. Frecventa celor 17 haplotipuri comune in cadrul populatiilor de pin silvestru

Populatie
No. Haplotip * Cod
~N — N o = - N
S S ) & g A _ < < a4 n a4 m 5 N 5 w = =
=S| =2 3| Q| 2! I NI B3| & 2] & F| ] | &l ] T ] 8
112/120/138/137/147/154/64/124
1 H41 0.1 0.1
/147/164
112/120/138/137/147/154/64/126
2 H42 0.1 0.1
/1477164
113/119/138/137/146/154/64/128
3 H59 0.1 0.1
/147/164
113/119/138/137/147/154/63/126
4 H62 0.1 0.1
/1477164
113/119/138/137/147/154/64/126
5 H64 0.1 0.1 0.1
/147/164
113/119/138/139/147/153/64/125
6 H68 0.1 0.1
/148/164
113/120/138/137/146/154/64/125
7 H85 0.1 0.1
/147/164
113/120/138/137/146/154/64/126
8 H86 0.1 0.1
/147/164
113/120/138/137/147/153/65/125
9 H100 0.1 0.1
/147/164
113/120/138/137/147/154/64/124
10 H107 0.1 0.1
/148/164
113/120/138/137/147/154/64/126
1 H112 0.1 0.1 0.2 0.1 0.1 03
/147/164




113/120/138/137/147/154/64/127
12 H116 0.1 0.1
/146/165
113/120/138/137/147/154/64/127
13 H117 0.1 0.1
/148/164
113/120/138/137/147/154/64/128
14 H118 0.1 0.1
/147/165
113/120/138/137/147/155/64/126
15 H122 0.1 0.1 0.1
/148/164
113/120/138/138/147/153/64/125
16 H130 0.1 0.1
/148/164
113/120/139/137/147/154/64/127
17 H149 0.1 0.1
/149/166

* A doua coloana prezinta dimensiunile in perechi de baze ale alelelor la fiecare dintre cei zece markeri studiati (PCP36567, PCP48256, PCP41131, PCP30277,
PCP26106, PCP45071, Pt1254, Pt15169, Pt71936 si, respectiv, Pt87268).
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Tabelul S2. 2. Distantele genetice Nei intre cele 19 populatii de pin silvestru analizate

ID
VAN2

VAN1

CHU

BORZ

SUK2

SUK1
ZEL
UYA
SHA
NAR
KOS
SAR
YRB

BAL1

BAL2

POI
CHE
RET

LOT

VAN2

R

0.0778

0.0916

0.0729

0.1287

0.076
0.1036
0.0959
0.0909
0.0531
0.0068

0.095

0.1192

0.1182

0.0929

0.1841
0.145

0.113

0.1483

VAN

HHHH

0.1095

0.1117

0.1956

0.1335
0.0673
0.1541
0.1042
0.0935
0.0699
0.1642

0.1314

0.1973

0.1906

0.2441
0.1566

0.1777

0.2324

CHU

KK

0.0643

0.053

0.0444
0.0506
0.058
0.0828
0.0491
0.0395
0.0788

0.0539

0.0753

0.0431

0.1657
0.1389

0.1023

0.1467

BORZ

Ak

0.0451

0.0608
0.0206
0.05
0.0167
0.0183
0.0385
0.0565

0.0515

0.0564

0.0481

0.1345
0.1495

0.1662

0.1627

SUK2

*HAH

0.0587
0.0688
0.06
0.073
0.0571
0.0792
0.0525

0.0822

0.0448

0.0849

0.1971
0.1884

0.1911

0.1929

SUK1

*HAH

0.0713
0.0353
0.1325
0.0535
0.011
0.0536

0.057

0.0389

0.0327

0.1549
0.139

0.0823

0.12

ZEL

*HHH

0.0473
0.0427
0.0171
0.0549
0.0871

0.0462

0.1145

0.0859

0.1042
0.1235

0.1095

0.1363

UYA

HHHH

0.0989

0.0333

0.0318
0.029

0.0261

0.0294

0.0129

0.0485
0.0926

0.0666

0.0959

SHA

K444
0.0636
0.0789
0.1048
0.0684

0.1144

0.103

0.1822
0.1825

0.1974

0.1849

NAR

HHHH

0.0032
0.0667

0.0332

0.0779

0.0265

0.0662
0.1072

0.1152

0.1018

KOS

*HHH

0.0606

0.0219

0.0581

0.0123

0.1078
0.1077

0.0678

0.0718

SAR

HHHH

0.0601

0.0095

0.0491

0.1351
0.0936

0.1436

0.1029

YRB

HHHH

0.0692

0.0055

0.0652
0.1652

0.1196

0.1106

BAL1

HHHH

0.0334

0.1483
0.1264

0.1458

0.117

BAL2

K

0.0654
0.1249

0.1003

0.0531

POI

O

0.097

0.1035

0.1348

CHE

O

0.0928

0.095

RET

R

0.1034

LOT

AN




CAPITOLUL 3

DIVERSITATEA GENETICA S| STRUCTURA POPULATIILOR DE PIN SILVESTRU (PINUS SYLVESTRIS L)

N SIBERIA CENTRALA

Rezultatele prezentate in acest capitol au fost publicate in revista Forests, cu modificdari minore
(Sheller, M.; Toth, E.G.; Ciocirlan, E.; Mikhaylov, P.; Kulakov, S.; Kulakova, N.; Melnichenko, N.; Ibe, A;;
Sukhikh, T.; Curtu, A.L. Genetic Diversity and Population Structure of Scots Pine (Pinus sylvestris L.) in

Middle Siberia. Forests 2023, 14, 119. Q1, Impact Factor — 2.9. https://doi.org/10.3390/f14010119)

3.1 Introducere

Diversitatea geneticd este importanta pentru supravietuirea pe termen lung a speciilor si joaca un rol
cheie in conservarea lor (Spielman et al. 2004). Poate contribui la adaptabilitatea speciilor si poate
creste sansele ca cel putin o parte din indivizii dintr-o populatie sa fie capabili sa reziste schimbarilor
conditiilor de mediu (Radu et al. 2014). Astfel, pentru a conserva eficient diversitatea genetica a unei
specii, ar trebui definit nivelul diversitatii genetice (Graudal et al. 2020).

Pinul silvestru este una dintre cele mai raspandite specii de arbori din padurea boreala din Eurasia. Are
o mare importanta ecologicd, economica si sociald (Sofletea et al. 2020, Sheller et al. 2021, Vasilyeva
si colab. 2021, Przybylski si colab. 2022). in Rusia, padurile de pin silvestru sunt pe primul loc in ceea
ce priveste productia de lemn, iar pentru regenerarea acestora tratamentul tdierilor rase este utilizat
pe scard largd (Markatyuk et al. 2013). In acelasi timp, procesele de reimp&durire sunt intarziate, cu o
succesiune nedorita de specii de arbori (Markatyuk et al. 2013). Din cauza perturbarilor naturale (in
principal incendii forestiere), exploatare excesiva si gestionare defectuoasa, suprafata padurilor de pin
din Rusia a scazut cu doua milioane ha in ultimii zece ani (Jurnalul Parlamentului 2022). Prin urmare,
studiul resurselor genetice ale pinului silvestru in Rusia este foarte relevant pentru o utilizare durabila
in programele de ameliorare si conservare (llyinov si Raevsky 2016, torbik et al. 2019).

In acest studiu, s-a analizat diversitatea geneticd si structura populatiei pentru 17 populatii de pin
silvestru din Rusia, din diferite zone ale arealului natural, folosind markeri nucleari de tipul

microsatelitilor. Au fost abordate urmatoarele intrebdri: (i) care este nivelul actual de diversitate


https://doi.org/10.3390/f14010119

genetica si diferentiere in cadrul si intre populatiile de pin silvestru din Rusia? (ii) existd o structura

genetica in randul populatiilor studiate?

3.2. Material si metode

3.2.1. Material vegetal

Materialul vegetal s-a colectat de la 17 populatii naturale de pin silvestru. Dintre acestea, 14 populatii
s-au selectat din Siberia Centrald (BAR, VAN 2, VAN1, CHU, BORZ, SUK2, SUK1, ZEL, NAR, KOS, SAR,
SHAT, YRB, BAL1) si trei populatii din: partea europeana a Rusiei (SHAT), una din Siberia de Vest (ARO)
si una din Extremul Orient al Rusiei (SVO) (figura 1.5). Distantele geografice intre populatii au variat de
la 14 km (VIN2 si VIN1) pand la 9656 km (SHAT si SVO). Initial, 510 arbori au fost esantionati, dar ulterior

din cauza erorilor PCR numadrul de arbori analizati a fost redus la 406.

3.2.2. Extragerea ADN-ului si genotiparea microsatelitilor

Extragerea ADN-ului s-a realizat prin metoda CTAB (Doyle si Doyle 1990). Pentru analiza s-au utilizat
10 perechi de markeri SSR: Psyl16, Psyl17, Psyl42, Psylas, Psyl57 (Sebastiani et al. 2012); PtTX2146
(Elsik et al. 2000); PtTX4001 (Zhou et al. 2002); Iw_isotig04195, Iw_isotig04306, lw_isotig07383
(Fang si colab. 2014). Markerii au fost grupati in 3 multiplexe de analiza: setul 1 format din Psyl44,
Psyl57 si Lw_isotig04306; setul 2 format din Psyl16, PtTX2146 si lw_isotig07383; setul 3 format din
Psyl17, Psyl42, lw_isotig04195 si PtTX4001. Genotiparea indivizilor a fost efectuata utilizand

software-ul GenomelLab GeXP (versiunea 10.2, Beckman Coulter, Fullerton, CA, SUA).

3.2.3. Analiza datelor

Parametrii diversitdtii si structurii genetice au fost calculati utilizand urmatoarele programe: Micro-

Checker (Van Oosterhout et al. 2006), GenAlex v.6.5 (Peakall si Smouse 2006), R (R Core Team 2013),
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STRUCTURE V.2.3. 4 (Pritchard et al. 2000), CLUMPP v.1. 1. 2. (Jakobsson si Rosenberg 2007), BARRIER

V.2.2 (Manni si colab. 2004).

3.3. Rezultate

Numarul mediu de alele identificate a avut valori cuprinse intre 4,0 (SUK1) si 5,5 (BOR), cu 0 medie la
nivelul populatiilor analizate de 4,6. Numarul efectiv de alele (/) a inregistrat valori de la 2.045 in
populatia SVO pana la 2.869 in populatia SHAT, cu o medie de 2.494. Indicele Shannon (/) a avut valori
dela0,822(SV0)la 1,133 (SHAT). Cea mai mica valoare a bogatiei alelice (4 = 3,505) a fost inregistrata
in populatia SVO, iar cea mai mare valoare in populatia VAN2 (4 = 4,764). Heterozigotia asteptata (A£)
a avut valori cuprinse intre 0,433 (SVO) si 0,580 (SHAT). Coeficientul de consangvinizare (As) a indicat
un exces de homozigoti in populatiile BOR, VAN2, SUK1, NAR si KOS.

Analiza variantei moleculare (AMOVA) aratd o diferentiere genetica ridicatd in interiorul populatiilor
(95%) si o diferentiere scdzuta intre populatii (5%). Testul Mantel reliefeaza o corelatie semnificativa
intre distanta genetica si geograficd in populatiile analizate (#*= 0,43, p = 0,01). De asemenea, s-a
constatat cd numdrul de migranti pe generatie (A/m) este de 2,331 si cd exista un nivel mai ridicat de
diferentiere geneticd intre cele mai distantate populatii (SHAT si SVO) (/s = 0,097, p = 0,001).

Cea mai mare valoare AK a fost observata pentru K = 2, dar a fost identificat un al doilea varf AX'mai
mic pentru K = 5, indicand existenta unor subclustere in setul de date (figura 3.1 A, B). Populatiile au
fost grupate maiintai pentru K = 2, apoi pentru K = 5 (Figura 3.1 C). Pentru K = 2, un grup corespunde
in mod clar populatiei SHAT (culoare portocalie) si unul celor 15 populatii siberiene (culoare albastra).
Indivizii din populatia BOR prezinta genotipuri intermediare. La nivel de subcluster cele maiindepartate
populatii SHAT, SVO, BAL, BOR si ARO au format clustere distincte, in timp ce indivizii din populatiile
rdmase au prezentat genotipuri intermediare. Pentru K = 5, populatiile SHAT, BOR, BAL si SVO au fost

clar separate de restul populatiilor de pin silvestru (figura 3.1 D).
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Figura 3.1. Rezultatele analizei structurii genetice pentru cele 17 populatii de pin silvestru. (A) structura
populatiei pentru A'= 2 si A= 5. (B) estimarea numadrului de clustere pe baza valorilor AK'si L(k)+SD.(C)
Diagrama structurii genetice pentru A'= 2 si K'= 5. Culorile albastru deschis, albastru, albastru inchis,
portocaliu si maro corespund clustere-lor identificate. (D) distributia geografica a celor cinci clustere
genetice si a celor doud bariere identificate (barierele sunt prezentate cu linii rosii si cu valori bootstrap).

Au fost detectate doud bariere cu valori bootstrap intre 50% si 90%, utilizand software-ul Barrier (figura
3.1 D). Prima barierd cu cea mai mare valoare bootstrap (85%) separad populatia cea mai estica (SVO) de
celelalte. A doua barierd, cu valori bootstrap intre 52% si 79%, delimiteaza populatiile SHAT, ARO, BOR,
KOS si SAR. Toate celelalte bariere dintre populatii au fost slabe si au prezentat o separare

nesemnificativa cu valori bootstrap <50%.
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Analiza UPGMA a confirmat rezultatele analizei bayesiene pentru A'= 2, separand populatia SHAT de
toate celelalte (figura 3.2 a). De asemenea, a ardtat asemandri cu analiza de structura pentru A= 51n
care populatiile SHAT, ARO, BOR, KOS si SAR s-au diferentiat de restul populatiilor. Concordantele au
fost de asemenea evidente pe matricea indicelui de diferentiere Fs; unde cele mai mari valori au fost

detectate pentru acele populatii care au fost separate in cadrul dendrogramei UPGMA (figura 3.2 B).
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Figura 3.2. Dendrograma UPGMA cu valori bootstrap (A), alocarea indivizilor la cele 5 clustere - K=5
(culorile albastru deschis, albastru, albastru inchis, portocaliu si maro corespund diferitelor clustere) si
matricea de diferentiere a indicilor £srintre cele 17 populatii de pin silvestru investigate (culoarea
albastra mai inchisa inseamna nivelul mai ridicat de diferentiere geneticd intre populatii) (B).

Primele trei axe ale analizei coordonatelor principale (PCoA) au reprezentat 76,93% din variabilitatea
cumulata (figura 3.3). Clusterele distinse prin analiza PCoA s-au dovedit a fi similare cu rezultatele
analizei structurii la K = 5. La primele doud axe, care au explicat 63,12% din variabilitatea totala,
populatia din partea europeana a Rusiei (SHAT), populatia cele mai estica (SVO) si cea mai sudica (BAL)
au fost separate. Acest model a fost confirmat de a doua si a treia axa. Populatiile ramase din partea

centrald a Siberiei si din partea asiatica a Rusiei nu au fost separate.
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Figura 3.3. Graficul bidimensional al celor trei componente principale si procentul din variabilitatea
totald utilizand analiza coordonatelor principale (PCoA). Prima si a doua coordonata principald au
reprezentat 63,12% din variabilitatea totala (A). A doua si a treia coordonatad principald au reprezentat
34,42% din variabilitatea totald (B).

Testul Mantel a identificat o corelatie semnificativa intre indicele de diferentiere Fsr si distantele
geografice dintre populatii (/> = 0,429, p = 0,008), indicand faptul ca diferentierea genetica intre
populatii creste semnificativ odata cu distanta geografica. Cu toate acestea, estimarea indicelui de
densitate kernel 2D a indicat pete in loc de un nor continuu, sugerand discontinuitate genetica.
Populatia SHAT, fiind cea mai indepdrtata populatie din punct de vedere geografic, a prezentat

discontinuitate in ceea ce priveste diferentierea geneticd si segregarea spatiald.

3.4. Discutie

Diversitatea genetica si structura populatiilor de pin silvestru din diferite parti ale Rusiei au fost
evaluate pe baza polimorfismului a opt markeri nucleari de tipul microsatelitilor. Cea mai mare
diversitate geneticd a fost observata la populatia situatd in partea europeand a Rusiei SHAT (H¢ =
0,580), iar ce cea mai mica diversitate geneticd a fost detectata la populatia din Extremul Orient al
Rusiei SVO (Hr = 0,433). Studiile anterioare efectuate la pinul silvestru pe baza markerilor ADN
mitocondrial si cloroplastic indicd, de asemenea, o scadere a diversitdtii genetice in populatiile de pin
silvestru din Asia in comparatie cu cele europene (Semerikov et al. 2014; Semerikov et al. 2018).
Semerikov et al. (2014) a sugerat cd acest fapt ar putea fi rezultatul pierderii variabilitdtii genetice din

cauza unor blocaje de tip bottleneck in timpul distributiei spre est a speciilor.
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AMOVA a ardtat cd doar 5% din variatia genetica totald este datorata diferentelor intre populatii, chiar
dacd acestea sunt distribuite la distante de pand la 9656 km. Probabil, fluxul de gene pe distante mari
fara bariere geografice semnificative poate avea un efect de omogenizare asupra fondului genetic al
populatiilor de pin silvestru.

Programul STRUCTURE, a permis identificare a doua sau cinci clustere genetice. Pentru K = 2, toate
populatiile siberiene, cu exceptia populatiei BOR, au fost grupate intr-un singur cluster, in timp ce o
populatie din partea europeand a rusiei (SHAT) s-a individualizat. Prezenta a doua grupuri genetice in
populatiile de pin silvestru studiate a fost, de asemenea, confirmata prin analiza UPGMA. Gruparea
populatiilor siberiene studiate intr-un singur grup ar putea indica originea lor comuna. Cu toate acestea,
pe baza rezultatelor structurii pentru K = 5, populatiile de pin silvestru studiate au fost separate in cinci
grupuri genetice distincte, dupa cum urmeaza: partea europeana a Rusiei (SHAT), sudul Siberiei mijlocii
(BAL), nord-vestul Siberiei mijlocii (BOR), Siberia de Vest si Centrala (13 populatii) si Extremul Orient al
Rusiei (SVO).

Rezultatele indica faptul 4, in ciuda diversitatii genetice echilibrate si a fluxului genetic substantial in
randul populatiilor de pin silvestru din Rusia, exista dovezi ale diferentierii genetice la nivel nuclear.
Principalul factor care contribuie la aceasta este cel mai probabil separarea spatiala a populatiilor
datoritd distantelor geografice mari, ceea ce a fost confirmat de ipoteza noastra semnificativa de
izolare prin distanta, precum si de valorile Fsrridicate pentru populatiile SHAT, BOR, BAL, SVO. Acesta
ar putea fi un posibil mecanism care modeleaza distributia actuald a diversitatii genetice. De asemenea,
ar trebui luata in considerare posibilitatea ca populatiile indepartate sa fi provenit din refugii glaciare

diferite si, prin urmare, sd aiba origini diferite.

3.5. Concluzii

Studiul arata faptul ca populatiile siberiene de pin silvestru addpostesc o diversitate genetica mare, in
ciuda faptului ca au un nivel scazut de diferentiere genetica la nivelul arelului mare de distributie in
partea Eurasiaticd. Diversitatea genetica a scazut de la vest la est, iar populatia cea mai estica a
prezentat cel mai scdzut nivel de diversitate genetica si bogadtie alelica. Modelele de diferentiere au

indicat grupuri genetice separate pentru populatiile de pin silvestru din partea europeand a Rusiei,
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sudul Siberiei Centrale, nord-vestul Siberiei Centrale, Siberia de Vest si Centrala si Extremul Orient al
Rusiei. in aceste regiuni, pe langa separarea spatiala care a indicat restrictii privind fluxul de gene,
evenimentele demografice din trecut au afectat, de asemenea, variatia genetica. Rezultatele cercetdrii
pot fi utilizate in monitorizarea pe termen lung a stdrii resurselor genetice de pin silvestru din Rusia si
pot oferi directive pentru studiile viitoare de genetica populationala. in plus, studii suplimentare in care
sa fie incluse mai multe populatii din aceste regiuni ar putea oferi informatii privind principala sursa de

variatie genetica si pot oferi informatii despre variatia genetica adaptativa a populatiilor de pin silvestru.
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Capitolul &4

STUDIUL GENETIC AL POPULATIILOR DE PIN SILVESTRU (PINUS SYLVESTRIS L) DIN MUNTII Sl
PODISURILE DIN SUDUL SIBERIEI CENTRALE: DIVERSITATE SI DIFERENTIERE

Rezultatele prezentate in acest capitol au fost publicate in jurnalul Frontiers in Forests and Global
Change cu cateva imbunatatiri (Sheller, M.; Téth, E.G.; Ciocirlan, E.; Mikhaylov, P.; Tatarintsev A.;
Kulakov, S.; Kulakova, N.; Melnichenko, N.; Ibe, A.; Sukhikh, T. and Curtu, A.L. Genetic legacy of southern
Middle Siberian mountain and foothill populations of Scots pine (Pinus sylvestris L.): Diversity and
differentiation. Front. For. Glob. Change 6:1152850. doi: 10.3389/ffgc.2023.1152850 Q1, Impact

Factor — 3.2))

4.1. Introducere

Diversitatea geneticd este recunoscuta ca unul dintre cele trei elemente de baza ale biodiversitatii
(Hoban et al. 2020). Aceasta joaca un rol important in adaptarea speciilor la schimbarile climatice si de
mediu, precum si la interactiunile biotice (Spielman et al. 2004). Caracterizarea modelului de diversitate
geneticd in cadrul speciilor si intre populatii este o cerinta fundamentala pentru stabilirea de programe
care vizeazd conservarea biodiversitdtii (Belletti et al. 2017).

Pinul silvestru (Pinus sylvestrisL.) este una dintre cele mai raspandite specii de conifere din lume si are
o mare importanta economica si ecologica (Floran et al. 2011). in cadrul distributiei sale vaste, pinul
silvestru creste in diferite conditii de sol si clima. Formeazad peste 20 de rase geografice si aproximativ
100 de forme si varietati (Ekart et al. 2014). Tn sudul Siberiei, padurile de pini sunt clasificate ca obiecte
naturale deosebit de valoroase care stabilizeaza conditiile de mediu. Spectrul maxim de variatii
adaptive pentru pinul silvestru este observat in aceasta parte a regiunii. in sudul Siberiei pot fi incd
pastrate relicte morfologice si genotipice ale pinului silvestru (Pimenov 2015).

In acest studiu, s-au utilizat markeri nucleari SSR pentru a explora diversitatea genetic si structura
populatiilor de pin silvestru din sudul Siberiei Centrale. in mod specific, obiectivele propuse sunt: (a)
evaluarea tiparelor diversitatii genetice in interiorul si intre populatii (b) verificarea ipotezei conform

careia diferentierea genetica este legatd de variabilele climatice.
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4.2. Material si metode

4.21 Material biologic

Initial, 210 arbori de pin silvestru au fost esantionati din opt populatii (SAR-1, SAR-2, PER-1, PER-2,
KER, TOD, BAL-1, BAL-2) situate in sudul Siberiei Centrale pe un teritoriu vast din zona montand si de
podis a Muntilor Sayan de Vest, Kuznetsk Alatau si din zona de stepa si silvostepa a bazinelor
Minusinsk, Todzha si Tuva (figura 1.5). Din cauza erorilor de amplificare, numadrul arborilor analizati a

fost redus la 169.

4.2.2.  Extractia ADN-ului si analiza microsatelitilor

ADN-ul genomic total a fost izolat conform metodei CTAB (Doyle si Doyle, 1990). Au fost selectati sapte
markeri nucleari de tipul microsatelitilor: Psyl16, Psyl42, Psyla4, Psyl57 (Sebastiani et al. 2012);
PtTX2146 (Elsik et al. 2000); Iw_isotig04306, Iw_isotig07383 (Fang et al. 2014). Acestia au fost
grupati in doud multiplexe: multiplexul 1 - Psyla4, Psyl57 si lw_isotig04306; multiplexul 2 - Psyl16,
Psyl4a2, PtTX2146 si lw_isotig07383. Markerii au fost marcati fluorescent. Reactia de polimerizare in
lant (PCR) s-a efectuat intr-un volum de reactie de 10 pL folosind kitul PCR Multiplex Qiagen (Qiagen,
Germaniain conditiile recomandate de producator. Fragmentele amplificate au fost rulate pe un
analizor genetic Beckman Coulter (Fullerton, CA) utilizand protocolul recomandat de producator.
Genotiparea s-a realizat cu ajutorul software-ul GenomelLab GeXP (versiunea 10.2, Beckman Coulter,

Fullerton, CA).

4.2.3. Analiza datelor

Parametrii diversitatii si structurii genetice au fost calculati utilizand urmatoarele programe: GenAlEx
v. 6.5 (Peakall & Smouse 2006), R (R Core Team 2013), Micro-Checker (Van Oosterhout et al. 2006),
BOTTLENECK v.1.2.02 (Piry et al. 1999), R (R 2013), STRUCTURE V.2.3.4 (Pritchard et al. 2000),

SAMOVA V.2.0 (Dupanloup et al. 2002).
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Pentru a testa daca variatia climatica a contribuit la modelele de diferentiere geneticd, adica pentru a
testa ipoteza de izolare prin mediu (IBE) (Wang si Bradburd, 2014), s-au formulat trei abordari diferite.
in primul rand, pe langa distantele genetice si geografice calculate pentru IBD, au fost calculate
distantele climatice euclidiene folosind 19 variabile bioclimatice (Tabelul S4.1) extrase din baza de date
WorldClim v.1.4.1. Apoi, distantele genetice, geografice si climatice s-au utilizat in analizele de regresie
Mantel, partial-Mantel si MMRR. Pentru analiza testului partial-Mantel s-a utilizat pachetul "vegan"
(Oksanen etal., 2022), iar pentru analiza MMRR scriptul elaborat Wang (2013). Scriptul R pentru analiza

MMRR se regdseste in baza de date -Dryad Data Repository cu DOI:10.5061/dryad.kt71r.
4.3, Rezultate

Pe baza celor 7 microsateliti analizati, s-a identificat 49 de allele pentru cei 169 de indivizi esantionati
(tabelul S4.2). Numadrul mediu de alele prezente pe populatie variaza de la 3,571 (BAL-2) 1a 5,143 (PER-
1si SAR-1). Numarul efectiv de alele (/) este cuprins intre 2,191 in populatia KER si 2,910 in populatia
PER-2, cu o medie de 2,517. Indicele Shannon (/) prezinta valori de la 0,891 (BAL-1) la 1,118 (PER-2).
in cee ace priveste bogétia alelicd are cea mai mic# valore (4 = 3,571) in populatia BAL - 2 si cea mai
mare valoare (4r = 4,764) in populatia PER-1. Valorile heterozigotiei asteptate (#£) sunt cuprinse intre
0,472 (BAL-1) si 0,565 (PER-2). Valorile coeficientului de consangvinizare (As) sunt cuprinse intre -
0,161 si 0,229, dar in general are valori apropiate de zero in majoritatea populatiilor. Valoarea
numarului de migranti pe generatie este mare (A = 5.690), iar aceasta indica un flux mare de gene
intre populatii. Raportul dintre heterozigotia observata si asteptara este echilibrat (media Ho: He =
0,510:0,518).

"__a YRS

Analiza stabilitatii populatiei nu a evidentiat existenta unor efecte “gat de sticla” in populatiile studiate.
Rezultatele analizei AMOVA sugereaza faptul ca variatia geneticad intre populatii este de 7%, in timp ce
variatia in interiorul populatiilor este de 93% (tabelul S4.3).

Matricea perechilor Fsr(figura 4.1 a) reliefeza faptul ca cea mai mare diferentiere este intre populatiile
KER, PER-1, PER-2 si SAR-1, SAR-2 si BAL-1, iar cea mai micd intre populatiile KER, PER-1, PER-2.
Analiza UPGMA indicd existenta a doua grupuri. Primul grup format din populatiile PER-1, PER-2 si KER

si cel de-al doilea grup format din cele cinci populatii ramase (figura 4.1 B).
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Figura 4.1. Matricea indicelui de diferentiere Fsr (Nei, 1978) si dendrograma UPGMA

Analiza structurii Bayesiene sugereazd existenta a doud bazine genetice de pin silvestru in sudul

Siberiei Centrale (figura 4.2). Acestea au fost identificate pe baza valorii medii pentru L (K) (SD) si AA.

Grupul l'include populatiile PER-1, PER-2 si KER, iar grupul Il include toate populatiile ramase.
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Figura 4.2. Estimarea celei mai bune alocdri pe baza valorilor medii L(K) (SD) si AK (A) and (B). Structura

genetica pentru cele 8 populatii analizate (C).

Analiza coordonatelor principale (PCoA) realizata pe baza valorilor Fs7 separd populatiile in 2 grupuri
majore (figura S4.1). Coordonatele principale 1 si 2, explica impreund 56,99% din variabilitatea totald.
Un grup include populatii din bazinul Minusinsk (PER-1 si PER-2) si din vestul Muntilor Sayan (KER). Al
doilea grup include cinci populatii din: Muntii Kuznetsk Alatau (SAR - 1 si SAR-2), bazinul Central Tuva
(BAL-1 si BAL-2) si bazinul Todzha (TOD).

Analiza Spatiala a Peisajului Genetic a identificat o bariera semnificativa in calea fluxului de gene sub
forma unei discontinuitati genetice in zona de contact dintre liniile genetice din aceastd regiune (Figura

4.3).
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Estimatrea contributiei genotipurilor in fiecare populatie a aratat cd populatiile PER-1, PER-2 si KER
detin o proportie mai mare de genotipuri originare din bazinul Minusinsk, comparativ cu alte probe din

Muntii Alatau Kuznetsk (SAR-1 si SAR-2), bazinul Central Tuva (BAL-1 si BAL-2) si bazinul Todzha

(TOD).
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Figura 4.3. Extinderea spatiald a clusterelor genetice detectate (a) si discontinuitatea genetica

dezvaluita de analiza interpoldrii formei peisajului genetic (B).

In cadrul analizei spatiale a variantei moleculare (SAMOVA) f¢r are valori cuprinse intre 0,0305 (K=3) si
0,03336 (K=6), ceea ce sugereazd faptul cd se disting 6 clustere omogene din punct de Vedere genetic
(tabelul S4.4). Acestea sunt: (I) PER-1 si PER-2; (Il) BAL-1; (lll) BAL-2; (IV) SAR-1 si SAR-2; (V) KER; (VI)
TOD.

Testul Mantel indica faptul ca nu exista o corelatie intre diferentierea genetica si distanta geografica
pentru populatiile de pin analizate (R, = 0,043, p = 0,163). in plus, pentru niciuna dintre abordarile de
regresie matriciald (Mantel, partial-Mantel si MMRR) nu s-au identificat corelatii semnificative intre

distantele genetice, geografice si climatice (tabelul S4.5).

4.4, Discutii

Rezultatele aratad faptul cd in ciuda efectelor detectabile ale fragmentarii, nivelul diversitatii genetice la

populatiile de pin silvestru din sudul Siberiei Centrala este ridicat (He = 0,518) si este similar cu celelalte
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populatii de pin silvestru din Siberia Centrald (He = 0,514) (Sheller et al., 2023). Cel mai mare nivel de
diversitate genetica si bogdtie alelica a fost detectat in populatiile PER-2 si PER-1 (Hr = 0,565 si
Ar=4,764 respectiv) situate in bazinul Minusinsk. Populatiile PER-1 si PER-2 reprezinta paduri de pin
izolate geografic, care sunt unice din punctul de vedere al originii si functiilor lor ecologice. (Tatarintsev
et al., 2015, Polyakova, 2008). in studiul lui Ekart et al. 2014 cele mai mari valori ale heterozigotiei (Ho
si Hg) au fost gasite in populatia de pin silvestru din bazinul Minusinsk. Spre sud, modelul diversitatii
genetice se schimbd, diversitate geneticda avand valori considerabil mai scdzute. Heterozigotia
asteptatd si bogdtia alelica in cele mai sudice populatii, BAL-1 si BAL-2, au fost Hr= 0,472 si Az=3,571,
respectiv. Aceste populatii sunt situate in bazinul Central Tuva si apartin padurii relictice Balgazyn. Este
posibil ca efectele adverse ale climatului extrem de continental din Asia Centrald si factorii antropici din
zona padurii de pin Balgazyn, care se restrange constant, sa fi contribuit la scaderea diversitatii.
Estimarea privind variatia genetica totala intre populatii a ardtat o valoare de 7% -analiza AMOVA.
Acest procent poate fi considerat relativ mare, daca se iau in considerare distantele geografice relativ
mici intre unele dintre populatii (de la 3 km la 593 km). In studii similare cu microsateliti, dar la o scara
geografica mai mare, Shuvaev et al. (2022) s-au inregistrat valori Fsrde doar 0,026 in populatiile de pin
silvestru din regiunea Krasnoyarsk (Siberia de Mijloc); Sheller et al. (2023) au gdsit o valoare Fs7de
0,097 intre populatii indepartate din Rusia. Pe baza analizei alozimelor, Sannikov si Petrova (2012) au
aratat ca diferentierea genetica a populatiilor de pin silvestru din partea sudicd a arealului (la sud de
52°- 53° latitudine) in Siberia Centrald si de Est este de 2-4 ori mai mare decat in zona forestierd
invecinatd. Prin descompunerea valorii Fsr in randul populatiilor, pe baza estimarilor in perechi, s-a
constatat ca cea mai mare diferentiere este intre populatiile situate in Muntii Kuznetsk Alatau (SAR-1
si SAR-2), bazinul Minusinsk (PER-1 si PER-2) si partea de Vest a muntilor Sayan (KER).

Analiza Bayesiand si analiza spatiala a variantei (STRUCTURE si SAMOVA) sunt in concordanta cu
estimdrile Fsz Analiza STRUCTURE a impadrtit populatiile studiate in doua grupuri principale (K = 2),
primul grup format din: PER-1, PER-2 si KER si cel de-al doilea grup format din celelalte cinci populatii.
Populatiile din Bazinul Minusinsk si Vestul Muntilor Sayan (PER-1, PER-2 si KER) s-au plasat intre cei
din celdlalt grup genetic. Cu toate acestea, spre sud, ele s-au amestecat, desi intr-o proportie extrem
de redusa. Acest lucru a fost evident, de asemenea, in estimdrile Fsrpe perechi, deoarece aici au fost

valori Fsr mai mici decat spre nord, in directia Campiei Siberiene de Vest. Presupunem ca aceastd
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diferentiere genetica in intregul peisaj a oferit dovezi ale unei zone de contact a unor linii genetice

distincte si o limitd clara care limiteaza fluxul genetic, a unui grup de populatie inclinat.

Structura si SAMOVA au fost in concordanta cu estimdrile Fsr. Analiza structurii a impartit populatiile
studiate Tn doua grupe principale (K = 2), cu PER-1, PER-2 si KER formand un grup, iar celelalte cinci
populatii formand un alt grup. Bazinul Minusinsk si populatiile Sayan de Vest (PER-1, PER-2 si KER)
s-au regasit printre membrii celuilalt grup genetic. Cu toate acestea, spre sud au aratat amestecare,
desi intr-o proportie extrem de mica. Acest lucru a fost evident si in estimarile noastre Fsr in perechi,
deoarece valorile Fsr mai mici erau tipice aici decat spre nord, in directia Campiei Siberiei de vest.
Presupunem ca aceastd diferentiere genetica a oferit dovezi ale unei zone de contact a unor linii
genetice distincte si o barierd clara care limiteaza fluxul genetic.

Trebuie remarcat faptul ca SAMOVA a indicat prezenta a sase grupuri diferite si a separat grupurile in
aceeasi ordine in care scade Fsz. Mai intai s-au separat populatiile din bazinul Minusinsk si populatiile
din vestul muntilor Sayan (PER-1, PER-2 si KER), de celelalte populatii, si asa mai departe. Acest lucru
arata cd aici se afla principala barierd de restrictie a fluxului genetic. Interpolarea noastra spatiala a
peisajului genetic este in concordanta cu acest lucru, dupa ce a identificat o bariera semnificativa in
calea fluxului genetic sub forma unei discontinuitdti genetice in zona de contact dintre liniile genetice

din aceasta regiune.

4.5, Concluzii

in cadrul studiului s-a evaluat diversitatea geneticd si structura populatiei pentru opt populatii de pin
silvestru din sudul Siberiei Centrale utilizand sapte markeri nucleari SSR. Studiul a evidentiat
eterogenitatea genetica a populatiilor de pin silvestru din apropierea limitelor sudice ale distributiei
speciei in Siberia Centrald. in ciuda fragmentdrii, populatiile studiate au pastrat o diversitate genetica
ridicatd. Cel mai inalt nivel de diversitate geneticd si de bogdtie alelicd a fost detectat in doua populatii
din bazinul Minusinsk, in timp ce cel mai scazut nivel de diversitate geneticd si de bogatie alelica a fost
gasit in doud populatii mai sudice, care apartin unei paduri relictice de pin - Balgazyn din bazinul central

Tuva. Cu toate acestea, pentru a confirma statutul relictic al padurii de pin Balgazyn ar trebui efectuate
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studii suplimentare. Doua metode de grupare au aratat ca populatiile din bazinul Minusinsk si cele din
vestul Sayan au format un grup genetic distinct. Modelul diversitatii genetice sugereaza o origine
diferita a populatiilor de pin silvestru studiate. Cu toate acestea, sunt necesare investigatii
suplimentare pentru a studia istoria evolutiva a populatiilor de pin silvestru din sudul Siberiei.

evolutiva a populatiilor de pin scotian din sudul Siberiei.
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4.7. Material suplimentar

Tabelul S4. 1. Variabile bioclimatice descarcate de la WorldClim (http://www.worldclim.org/) si utilizate

in analiza MMRR

Variabila Descriere
Bio 1 Temperatura Medie Anuald
Bio 2 Media intervalului Diurnal (media lunara (temperatura maxima - temperatura minima))
Bio 3 Izoterma (Bio 2 / Bio 7) (*100)
Bio &4 Temperatura sezoniera (abaterea standard *100)
Bio 5 Temperatura maximd a celei mai calde luni
Bio 6 Temperatura minimd a celei mai reci luni
Bio 7 Intervalul anual de temperaturd (BIO5-BIO6)
Bio 8 Temperatura medie a celui mai umed trimestru
Bio 9 Temperatura medie a celui mai uscat trimestru
Bio 10 Temperatura medie a celui mai cald trimestru
Bio 11 Temperatura medie a celui mai rece trimestru
Bio 12 Precipitatii Anuale
Bio 13 Precipitatii in cea mai umeda lund
Bio 14 Precipitatii in luna cea mai uscata
Bio 15 Sezonalitatea precipitatiilor (Coeficient de variatie)
Bio 16 Precipitatii in cel mai umed cartier
Bio 17 Precipitatii in cel mai uscat cartier
Bio 18 Precipitarea celui mai cald trimestru
Bio 19 Precipitatii in cel mai rece trimestru
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Tabelul S4. 2. Parametrii diversitatii genetice pentru cei sapte markeri nucleari

Locus Na Fs Fr Fst
Psylas 3 0.249 0.281 0.043
Psyl42 8 -0.055 0.063 0.111
Psyl57 5 0.095 0.121 0.029
Psyl16 7 0.013 0.054 0.042

lw_isotig04306 9 0.006 0.049 0.044
lw_isotig07383 5 0.058 0.084 0.028
PtTX2146 12 -0.004 0.056 0.060
Mean 7 0.052 0.101 0.051

SD 1.225 0.037 0.031 0.011

Nota: numarul de alele( Na); coeficientul de consangvinizare in raport cu subpopulatia (Fis); coeficientul
de consangvinizare in raport cu populatia totala (Fr); coeficientul de diferentiere genetica (Fsr); deviatia

standard (SD).

Tabelul S4. 3. Rezultate analiza AMOVA

Sursa df SS MS Est. Var. %

In randul populatiilor 7 72.238 10.320 0.308 7
In cadrul populatiilor 161 621.596 3.861 3.861 93
Total 168 693.834 4.168 100

Nota: (df) grade de libertate; (SS) suma patratelor; (MS) media patratelor; (Est. Var.) varianta estimatd

a componentelor; (%) procentul variantei totale; ™ = p <0.001

Tabelul S4. 4. Grupuri de populatii identificate de SAMOVA pentru opt populatii de pin silvestru

Numar de Fa Gruparea populatiei

grupuri (K)
K=2 0.03114 {PER-1/PER-2/KER} {BAL-1/BAL-2/SAR-1/SAR-2/TOD}
K=3 0.0305 {PER-1/PER-2/KER} {BAL-1/BAL-2} {SAR-1/SAR-2/TOD}
K=4 0.03132 {PER-1/PER-2/KER} {BAL-1} {BAL-2} {SAR-1/SAR-2/TOD}
K=5 0.03215 {PER-1/PER-2} {BAL-1} {BAL-2} {SAR-1/SAR-2} {KER/TOD}
K=6 0.03336 {PER-1/PER-2} {BAL-1} {BAL-2} {SAR-1/SAR-2} {KER} {TOD}
K=7 0.03216 {PER-1/PER-2} {BAL-1} {BAL-2} {SAR-1} {SAR-2} {KER} {TOD}
K=8 - -

Nota: Fcr: indicele diferentierii genetice in perechi
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Tabelul S4. 5. Rezultatele testelor standard Mantel, testelor partiale Mantel si MMRR.

Test Parametrii R B p
Mantel Gen vs. Geo 0.217 - 0.131"
Gen vs. Clim 0.267 - 0.091"
partial-Mantel Gen vs. Geo (Clim) -0.033 - 0.543"
Gen vs. Clim (Geo) 0.163 - 0.203"™
MMRR Gen vs. Geo + Clim 0.268 Geo: -5.691 | 0.870™
Clim: 4178 |0.377"

* semnificatie calculatd cu 999 permutari: ns; nesemnificativ
Gen, distanta genetica( Fs1); Geo, distanta geograficd; Clim, distanta climatica

teste partiale-Mantel: X ~ Y(Z) este corelatia dintre matricele X si Y, controland pentru Z

Coord. 2 (17,27%)

PER-2

KER

PER-1

@® BAL-2

@® BAL-1

@® TOD

SAR-1

SAR-2 g

Coord. 1 (39,72%)

Figura S4. 1. Analiza coordonatelor principale (PCoA) si partea lor din variabilitatea totala in procente

(%),pentru cele opt populatii analizate.
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CAPITOLUL 5. CONCLUZII. CONTRIBUTII ORIGINALE. DISEMINAREA REZULTATELOR

5.1, Concluzii

Teza de doctorat se concentreaza asupra unei specii importante de arbori, atat din punct de vedere
ecologic, cat si economic, pinul silvestru (Pinus sylvestris L.), fiind totodata considerata una dintre
principalele specii de arbori din padurile Siberiei Centrale. Scopul cercetdrilor a fost de a evalua
diversitatea genetica la nivel nuclear si cloroplastic a populatiilor naturale de pin silvestru din Siberia
Centrala. Rezultatele obtinute au ardtat niveluri ridicate de diversitate genetica in populatiile de pin
silvestru din Siberia Centrald, atat pentru markerii nucleari, cat si pentru cei cloroplastici. Principalele
concluzii sunt redate in cele ce urmeaza.

1. Studiul diversitdtii ADN-ului cloroplastic in 19 populatii naturale de pin silvestru din Siberia Centrala
si Carpatii Romaniei a aratat niveluri ridicate de diversitate genetica in toate populatiile studiate. S-au
gasit trei haplotipuri de ADN cloroplastic comune intre populatiile de pin silvestru din Carpati si cele din
Siberia, ceea ce poate fi explicat printr-un flux genetic foarte eficient pe distante lungi sau prin originea
comuna a populatiilor actuale. A fost detectatd o structura geografica slaba a populatiilor de pin
silvestru din Siberia Centrala si din Carpatii Romaniei.

2. Polimorfismul regiunilor de ADN de tip nSSR a permis identificarea unor valori ridicate ale diversitatii
genetice si bogdtiei alelice pentru populatiile de pin silvestru din intreaga Rusie. S-a constatat ca
diversitatea geneticd a scdzut de la vest la est, iar populatia cea mai esticd, luatd in analizd, a prezentat
cel mai scazut nivel de diversitate genetica si bogatie alelica. Au putut fi detectate cinci grupuri genetice
care corespund: partii europene a Rusiei, sudului Siberiei Centrale, nord-vestului Siberiei Centrale,
Vestul si Centrul Siberiei si Extremului Orient rusesc. Cu toate acestea, populatia europeand a fost cea
mai distincta din punct de vedere genetic.

3. Studiul a opt populatii de pin silvestru din sudul Siberiei Centrale a aratat un nivel ridicat de diversitate
geneticd si prezenta a doud clustere genetice. Doua populatii din bazinul Minusink si o populatie din
vestul Muntilor Sayan au format primul grup genetic, iar cel de-al doilea grup genetic a fost alcatuit din

celelalte populatii din Muntii Kuznetsk Alatau, bazinul Tuva si bazinul Todzha. Constatarile noastre
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sugereaza cd populatiile de pin silvestru studiate provin din fonduri genetice diferite, diferentiate

probabil pe parcursul ultimei glaciatiuni.

5.2 Contributii originale

Aceasta cercetare este una dintre primele studii bazate pe markeri ADN de tip SSR privind structura
gentica a populatiei de pin silvestru (Pinus sylvestris L.) din Siberia Centrala la nivelul ADN-ului nuclear
si cloroplastic. Prezentul studiu se concentreaza pe populatii de pin silvestru din diferite ecosisteme si
regiuni geografice si compara modelele de diversitate genetica pentru populatii din diferite pdrti ale
arealului natural de distributie. Datele privind diversitatea si diferentierea genetica a populatiilor de pin
silvestru din Siberia Centrala pot fi utilizate pentru elaborarea programelor de conservare a resurselor
genetice de pin silvestru si in continuarea studiilor de genetica a populatiilor. in plus, datele obtinute
pot fi integrate intr-o baza de date de referintd a resurselor genetice de pin silvestru pentru

identificarea originii geografice a materialelor forestiere de reproducere.

5.3. Diseminarea rezultatelor

Rezultatele cercetarilor efectuate in cadrul acestei teze de doctorat au fost diseminate prin intermediul

a trei articole stiintifice si prezentate in cadrul a patru conferinte internationale.

Publicatii stiintifice bazate pe materialul tezei:

1. Sheller, M.; Ciocirlan, E.; Mikhaylov, P.; Kulakov, S.; Kulakova, N.; Ibe, A.; Sukhikh, T.; Curtu, A.L.
Chloroplast DNA Diversity in Populations of P. sy/vestris L. from Middle Siberia and the Romanian
Carpathians. Forests 2021, 12, 1757. https://doi.org/10.3390/f12121757

2. Sheller, M,; Toth, E.G.; Ciocirlan, E.; Mikhaylov, P.; Kulakov, S.; Kulakova, N.; Melnichenko, N.; Ibe,
A.; Sukhikh, T.; Curtu, A.L. Genetic Diversity and Population Structure of Scots Pine ( Pinus sylvestris

L.) in Middle Siberia. Forests 2023, 14, 119. https://doi.org/10.3390/f14010119
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SCURT REZUMAT

Diversitatea genetica joaca un rol important in adaptarea speciilor la schimbarile climatice, de habitat
si la interactiunile biotice. Ea contribuie la mentinerea functiilor, stabilitatii si serviciilor ecosistemice.
Caracterizarea modelului de diversitate genetica in cadrul speciilor si intre populatii este o cerinta
fundamentala pentru stabilirea unor programe care vizeaza conservarea biodiversitatii. In aceasta tezd
de doctorat este abordata problema studierii diversitatii genetice in populatiile naturale de pin silvestru
(Pinus sylvestris L.) din Siberia Centrald. Pinul silvestru este una dintre principalele specii de arbori din
padurile Siberiei Centrale si are o mare importanta ecologica si economicd. Teza are ca scop principal
evaluarea variatiei genetice a pinului silvestru la nivel cloroplastic si nuclear. Studiul diversitatii genetice
la nivel cloroplastic pentru 19 populatii naturale de pin silvestru din Siberia Centrala si din Carpatii
Romaniei a aratat niveluri ridicate de diversitate genetica in toate populatiile studiate. Au fost
identificate trei haplotipuri comune intre populatiile din Siberia si Carpati, ceea ce poate fi explicat prin
fluxul genetic pe distante lungi sau prin stramosi comuni. Polimorfismul markerilor nucleari a permis
identificarea unor valori ridicate ale diversitatii genetice si ale bogatiei alelice pentru populatiile de pin
silvestru din Rusia. Modelele de diferentiere au indicat grupuri genetice distincte pentru populatiile de
pin silvestru analizate, grupuri care corespund: partii europene a Rusiei, sudului Siberiei Centrale, nord-
vestului Siberiei Centrale, Vestul si Centrul Siberiei si Extremului Orient rusesc. Studiul a opt populatii
de pin silvestru din sudul Siberiei Centrale a evidentiat existenta a doud grupuri genetice. Doud populatii
din bazinul Minusink si o populatie din vestul Muntii Sayan au format primul grup, iar cel de-al doilea
grup a fost compus din celelalte populatii din Muntii Kuznetsk Alatau, bazinul Tuva si bazinul Todzha.
Rezultatele sugereaza cd populatiile de pin silvestru studiate provin din fonduri genetice diferite.
Modelele de diversitate genetica identificate pot fi utile pentru studii genetice ulterioare ale populatiilor
de pin silvestru din Siberia si pentru elaborarea de masuri de conservare a resurselor genetice de pin

silvestru din Siberia Centrala.
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