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Abstract. Photosynthesis is the most basic activity in plants and is very important
for many processes such as growth, biomass allocation, competition processes.
Measuring leaf gas exchange from canopy leaves is a difficult task because of tree
height and impossibility to carry the equipment at canopy level. This study tested
the possibility to measure gas exchange on detached leaves, on leaves attached to
detached branch and on leaves attached to detached branch but placed in a contain-
er with water immediately after the detachment. The species on which the study
was conducted was green alder (4/nus viridis (Chaix) DC.) because of the acces-
sible height and its importance on mountain ecosystems. In the first two situations
because of water deficit at leaf level, a decrease was found for net assimilation (A),
water loss (E), stomatal conductance (gsw) soon after the detachment. In the third
situation when the branch was placed in a water container there were no significant
change in photosynthetic processes, parameters were maintained at over 80% form
initial value.
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parametrizarea modelelor de simulare a dina-
micii vegetatiei (Lindner et al. 2014, Rezende

Fotosinteza este unul dintre procesele de baza
care conditioneaza cresterea, acumularea bio-
maseli, dar si procesele competitionale (Pallar-
dy 2008). Masurarea schimbului de gaze dintre
plantd si mediul extern are o importantd majora
in intelegerea procesului fotosintetic (Cavaleri
et al. 2015, Verryckt et al. 2020), respectiv in

etal. 2016).

Realizarea masuratorilor privind procesele
fotosintetice (fie ca este vorba de masurarea
schimbului de gaze sau de fluorescenta cloro-
filei) pentru specii de arbori, la nivelul coro-
namentului sau in conditii particulare de teren

(panta mare, teren accidentat), este o operatiu-
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ne dificila (Meng si Arp 1992, Meng et al. 2019,
Verryckt et al. 2020), fiind conditionatd de de-
plasarea si instalarea aparatelor si instrumen-
telor necesare. Pentru realizarea masuratorilor
in situ, la nivelul coronamentului, la arbori cu
inaltimi de peste 2 m, sunt necesare construc-
tii auxiliare de tipul turnurilor, a platformelor
speciale sau diferite tipuri de scari prin care sa
se permitd accesul la nivelul coronamentului,
implicand un efort si costuri suplimentare, de
multe ori nejustificate (Tang si Wang 2011,
Gauthier si Jacobs 2018). Cercetarile realizate
in aceste conditii, cu amenajari suplimentare,
sunt relativ reduse (Nakamura et al. 2017), si
sunt conditionate de existenta in prealabil a
structurilor sau constructiilor necesare. Studiile
de fiziologie la specii de arbori sau arbusti in
conditii extreme sunt limitate, adeseori, din ca-
auto, panta ridicata, teren accidentat. O solutie
pentru a depasi aceste restrictii este ca materia-
lul biologic sa fie detasat din coroana arborilor
sau din locul in care vegeteaza in mod natural
specia si s se realizeze masuratorile in labo-
rator, la baza arborilor (la nivelul solului) sau
unde pot fi montate instrumentele necesare in
conditii de siguranta. Cercetarile experimentale
au evidentiat modificari ale schimbului de gaze
la nivelul frunzei in momentul in care s-a sec-
tionat petiolul (Mitchell et al. 1999, Gauthier
si Jacobs 2018) sau la frunze ce au ramas ata-
sate de ramuri, dar care au fost sectionate, fiind
introduse sau nu in apa (Tang si Wang 2011,
Meng et al. 2019, Verryckt et al. 2020). Ma-
joritatea studiilor au vizat modificari in reactia
materialului biologic prelevat din coronamen-
tul arborilor si mai putin la nivelul arbustilor.
Aninul verde (Alnus viridis (Chaix) DC.) este
o0 specie care apare frecvent in ecosistemele al-
pine si subalpine, cu un rol ridicat in stabiliza-
rea versantilor, in prevenirea eroziunii, dar si la
formarea solului prin descompunerea rapida a
litierei, avand capacitatii ridicate de stocare a
azotului 1n sol (Anthelme et al. 2002; Boscutti
et al. 2014). Pentru aceasta specie nu s-au reali-
zat studii de fiziologie, astfel, prin intermediul

cercetarilor curente, se pot obtine informatii
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importante privind procesele fotosintetice.

Obiectivul acestui studiu este de a analiza
rata de modificare a parametrilor de caracteriza-
re a procesului fotosintetic pentru aninul verde
in 3 situatii diferite care implica detasarea frun-
zei de planta mama: frunza individuald, frunza
atasata de un lujer sectionat si frunza atasata de
un lujer sectionat si introdus in apd. Ipotezele
testate sunt: deficitul de apa din frunza indus
prin intreruperea sistemului de circulatie a sevei
dintre frunza si lujer are un efect direct si rapid
asupra asimilatiei nete (A), conductantei sto-
matale (gsw) si transpiratiei (E); introducerea
lujerului sectionat in apa diminueaza semnifica-
tiv modificarea majora a principalilor parametri
de caracterizare a fotosintezei (A, gsw, E).

Material $1 metoda de lucru

Cercetarile s-au efectuat in cadrul Parcului
National Calimani (47°7°8 "N i 25°13°46"'E),
intr-o zona cu impact antropic redus, la altitu-
dinea de 1720 metri. In zona de studiu specia
dominantd este aninul verde (Alnus viridis
(Chaix) DC.) fiind prezente exemplare de mo-
lid (Picea abies (L.) Karst), zambru (Pinus
cembra L.), scorus (Sorbus aucuparia L.),
jneapan (Pinus mugo Turra), dar si numeroase
specii de arbusti: afin (Vaccinium myrtillus L.),
merisor (Vaccinium vitis-idaea L.), smardar
(Rhododendron myrtifolium).

Rata de modificare a fotosintezei a fost anali-
zatd 1n 3 cazuri experimentale distincte: frunza
detasatd de planta mama prin taierea petiolu-
lui (6 frunze de la exemplare diferite); frunza
atasatd de un lujer tdiat la o lungime de 20
centimetri (5 frunze de la exemplare diferite);
frunza atasata de un lujer taiat la o lungime de
20 centimetri si introdus imediat intr-un recipi-
ent cu apa (4 frunze de la exemplare diferite).
Marimea esantionului a fost conditionata de
durata mare de efectuare a masuratorilor si asi-
gurarea unui numar minim de Inregistrari.

Masuratorile experimentale s-au realizat in
luna august 2019, moment in care aparatul fo-
liar era complet dezvoltat. Schimbul de gaze
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a fost masurat cu ajutorul echipamentului
LI-COR 6800, dupa indeplinirea conditiilor
de stabilitate, urmand un protocol bine defi-
nit (Covshoff 2018). Prin atasarea unei frun-
ze In camera de masurare, acesta este supusa
unor conditii de mediu controlate (temperatu-
ra, umiditate, concentratie de dioxid de carbon
si intensitate a luminii), din acest motiv este
necesar sd se acorde un timp frunzei pentru a
se adapta. In momentul in care abaterea stan-
dard a valorilor masurate (concentratia CO,
si H,O) in ultimele 15 secunde are valori sub
0,1 se considera ca s-au Indeplinit conditiile de
stabilitate si se pot realiza masuratori. In cazul
experimentelor realizate parametri constanti in
camera de masurare au fost urmatorii: concen-
tratia de CO, 1000 pmol-mol”, intensitatea lu-
minii 1200 pmol-m?-s”!, temperatura de 23°C
si umiditatea relativd de 60%. Analiza ratei de
modificare a parametrilor fotosintezei a avut
drept referintd masuratorile realizate in conditii
in vivo (fard intreruperea legaturii dintre frunza
si planta mama) pentru un interval de 5 minute.

Parametrii masurati au fost: asimilatia neta
(A), transpiratia (E), conductanta stomatala
(gsw), masuratorile efectudndu-se la interval
de 30 secunde, cu o durata maxima a monito-
rizarii de 55 minute. Pe baza parametrilor ma-
surati au fost calculati 3 parametri derivati de
caracterizare a fotosintezei: eficienta utilizarii
apei (WUE), eficienta intrinseca a utilizarii
apei (iWUE) si eficienta carboxilarii (A/Ci)
(Marozas et al. 2019).

Analiza statistica si testarea diferentelor intre
diferite momente s-au realizat prin analiza va-
riantei unifactoriala ANOVA si a testului post-
hoc Tukey (Abdi si Williams 1993). Prelucrarea
datelor, analiza statistica si realizarea graficelor
s-a realizat in cadrul programului RStudio folo-
sind limbajul de programare R.

Rezultate
Variatia parametrilor mésurati in cadrul schim-

bului de gaze pe durata de referinta, respectiv
cat timp frunza este atasata de lujer, ramane

Influenta detasarii frunzelor asupra acuratetei ...

relativ constanta. In urma detasarii frunzei de
planta mama s-a observat un raspuns prin sca-
derea ratei asimilatiei nete, a transpiratiei, dar
si a conductantei stomatale (figura 1). Dintre
cele 3 situatii analizate in cazul frunzei detasa-
te s-a constatat cea mai rapida si ridicata redu-
cere. Asimilatia a scazut la 75% din valoarea
de referinta la 3 minute din momentul in care
s-a intrerupt legatura cu planta, iar conductanta
stomatala si transpiratia ajung la aproximativ
60% dupa acelasi interval de timp. Dupa scur-
gerea a 10 minute din momentul detasarii de
planta mama asimilatia ajunge la 50%, in timp
ce conductanta stomatala si transpiratia scad
pand la 35% din valoarea initiald, masurata
inainte de intreruperea legaturii. Parametrii
monitorizati scad sub 15% din valoarea initiald
dupa 20 minute din momentul sectionarii pe-
tiolului. Eficienta carboxilarii (A/Ci) urmeaza
un trend de variatie similar cu cel al asimilatiei
fiind direct proportionala cu aceasta. Din punc-
tul de vedere al eficientei utilizarii apei (WUE)
si eficientei intrinseca a utilizarii apei iIWUE)
se observa o variatie lineard pana la momen-
tul detasdrii, ulterior constatandu-se o crestere
pana in jurul valorii de 150% in cazul iWUE si
120% pentru WUE.

Pentru a limita efectul intreruperii legaturii
frunzei cu planta, s-a analizat situatia in care
frunza a ramas atasata de lujerul ce a fost sec-
tionat, in doud variante: introdus sau nu in apa.
In situatia in care lujerul nu a fost introdus in
apa s-a observat o ratd de reducere a parame-
trilor de caracterizare a procesului fotosinte-
tic similard cu cea din cazul frunzei detasate.
Scaderea valorilor parametrilor masurati (A,
E, gsw), comparativ cu valoarea de referinta, a
inregistrat un ritm mai redus de scadere decat
in situatia frunzei detasate. Scaderea parame-
trilor mésurati sub 15% din valorile de referin-
ta s-a atins dupd 35 de minute de la sectionarea
lujerului.

In cea de a doua situatie lujerul detasat a
fost introdus imediat intr-un recipient cu apa
in vederea compensarii circulatiei sevei bru-
te. Asimilatia netd in acest caz rdmane la va-

lori de peste 80% din valoarea de referinta.
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Figura1 Rata de modificare a parametrilor de caracterizare a fotosintezei (in procente) in raport cu timpul pen-

tru cele 3 variante analizate (frunza detasata, lujerul detasat si lujerul detasat introdus in apa). Cu linie

punctatd rosie s-a marcat momentul in care s-a intrerupt legatura frunzei cu planta.

The change rate of the photosyntesis parameters (as a percentage) in relation to the time for the 3

analyzed cases (detached leaf, detached shoot and detached shoot introduced into water). The red

dotted line marked the moment of leaf detachement.

Conductanta stomatald si transpiratia au inre-
gistrat o reducere lenta in primele 10 minute,
dupa care s-au stabilizat la valori cuprinse intre
75-85% din valoarea initiald. Parametrii de-
rivati nu au inregistrat variatii semnificative,
doar in cazul eficientei utilizarii apei si eficien-
tei intrinsecd a utilizarii apei fiind inregistrate
cresteri cu 10-20% fata de valoarea de referinta.

Pentru stabilirea momentului in care modifi-
carile survenite 1n cadrul proceselor fiziologice
difera semnificativ statistic (p<0,05) fata de va-
loarea de referinta (fara intreruperea legaturii
dintre frunza si planta mama — momentul t=1
minut) s-a efectuat analiza variantei (ANOVA)
si s-a aplicat testul Tukey. Rezultatele obtinute
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sunt prezentate in figura 2.

Pentru asimilatia netd in cazul frunzei cu pe-
tiolul taiat si a lujerului taiat fard a fi introdus in
apad, primele diferente semnificative au aparut
la 10 minute de la realizarea detasarii. In cazul
transpiratiei si conductantei stomatale in situ-
atia frunzei detasate, s-au inregistrat diferente
semnificative dupa 10, respectiv 13 minute. In
ce priveste parametrii ce caracterizeaza efici-
enta utilizarii apei (WUE si iWUE), diferen-
te semnificative din punct de vedere statistic
s-au inregistrat dupa 9, respectiv 12 minute din
momentul intreruperii legaturii dintre frunza si
planta mama. Pentru frunzele atasate de luje-
rul detasat, dar neintrodus in apa, transpiratia
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Figura2 Valorile principalilor parametri de caracterizare a procesului fotosintetic (medie + abatere standard)

la diferite intervale de timp. Cu asterisc (*) s-a marcat prima valoare care diferd semnificativ fata de

valoarea de referintd considerata (momentul de timp = 1 minut). Cu linie punctata rosie s-a marcat

momentul 1n care s-a intrerupt legatura frunzei cu planta.

The photosyntesis parameters values (mean + standard deviation) at different time intervals. With
asterisk (*) was marked the first value that differs significantly from the reference value (time = 1
minute). The red dotted line marked the moment of leaf detachement.

si conductanta stomatald au inregistrat prima
valoare diferita semnificativ fata de cea de re-
ferintd la 9 minute.

In urma aplicarii testelor statistice s-a con-
statat faptul ca pentru frunzele care au ramas
atasate de Iujerul ce a fost introdus intr-un re-
cipient cu apa nu sunt modificari semnificative
statistic fata valoarea de referinta.

Masurarea capacitatii fotosintetice pentru spe-
ciile lemnoase are o importanta ridicata in inte-

legerea modului in care schimbadrile climatice
afecteaza productivitatea ecosistemelor fores-
tiere (Lindner et al. 2014), dar si pentru reali-
zarea modelelor de simulare a productivitatii
vegetatiei (Rezende et al. 2016). Majoritatea
cercetarilor privind dinamica proceselor foto-
sintetice au fost realizate in situ si s-au bazat
in multe situatii pe masurarea schimbului de
gaze la puieti si arbusti, favorizata de inalti-
mile accesibile (Gallé et al. 2007, Mayoral
et al. 2015). Realizarea masuratorilor privind
schimbul de gaze la nivelul coronamentului ar-
borilor nu sunt posibile fara constructii ajuta-
toare (platforme, scari sau macarale speciale)
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(Gauthier si Jacobs 2018). Solutiile identificate
vizeaza masuratori pe material biologic deta-
sat, reprezentand un subiect de cercetare de
interes (Tang si Wang 2011). Implementarea
acestor solutii necesita cercetari privind capa-
citatea frunzei de a-si mentine functiile fiziolo-
gice la nivel comparativ cu cel initial, Inainte
de detasare (Huang et al. 2009, Gauthier si
Jacobs, 2018). Alte solutii vizeazd masurarea
schimbului de gaze pe frunze a caror petiol
este atasat de un lujer ce a fost prelevat din
coronament (Tang si Wang 2011, Meng et al.
2019, Verryckt et al. 2020).

Prin detasarea frunzei sau lujerului de plan-
ta mama se intrerupe aprovizionarea cu apa si
substante minerale, respectiv circulatia sevei
brute. Intreruperea aprovizionarii cu seva bruti
al ramurilor taiate produce cavitatie si embolie
ceea ce reduce capacitatea de transport a apei
prin xilem (Meng et al. 2019). Din cauza defi-
citului de apa din frunza se produce o inchide-
re totald sau partiald a stomatelor si implicit o
reducere a transpiratiei (Boyle et al. 2016). in
acelasi timp are loc o scadere a absorbtiei de
CO,, a concentratiei de CO, la nivelul spatii-
lor intercelulare ale mezofilului foliar (Ci) si
implicit a ratei asimilatiei (Lawlor si Cornic
2002). Pentru a evita aceste efecte negative
este necesar sa se asigure continuitatea fluxu-
lui de seva bruta, prin aprovizionarea continua
cu apa (Meng et al. 2019). Rezultatele obtinute
cat si cercetarile similare din literaturd au ara-
tat cd varianta cea mai buna pentru realizarea
masuratorilor privind schimbul de gaze este
prin folosirea de lujeri detasati introdusi in
apa. Au fost testate diferite variante prin care
se poate asigura cea mai bund aprovizionare
cu apa in cazul lujerilor detasati: indepartarea
scoartei pe o lungime de 3 centimetri de la taie-
tura, ruperea frunzelor care nu fac obiectul stu-
diului (Tang si Wang 2011) sau taierea oblica,
respectiv craparea lujerului pe o lungime de 3
centimetri (Meng et al. 2019).

Aninul verde este o specie cu o importan-
ta majord in ecosistemele alpine si subalpine
(Boscutti et al. 2014), vegetand in statiuni greu
accesibile (pantd mare, teren accidentat), limi-
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tand posibilitatea realizarii studiilor de fizio-
logie. O posibila solutie pentru intensificarea
cercetarilor fiziologice la aceastd specie o re-
prezinta realizarea masuratorilor privind capa-
citatea fotosintetica pe material biologic deta-
sat. Rezultatele obtinute au evidentiat scaderi
ale asimilatiei nete imediat dupd sectionarea
petiolului, cu diferente semnificative statistic
dupa 10 minute de la sectionare.

Este cunoscut faptul ca existd diferente in-

tre modul de modificare a fotosintezei frunzei
ca urmare a sectionarii petiolului in functie
de specie (Verryckt et al. 2020). Pentru specii
de stejar s-au Inregistrat tendinte similare de
scadere a asimilatiei nete cu diferente semni-
ficative statistic dupa 6 minute pentru Quercus
rubra si 3 minute pentru Q. alba (Gauthier si
Jacobs 2018). Intreruperea legaturii dintre
frunza si plantd determind o scadere rapida
a conductantei stomatale si transpiratiei atat
pentru aninul verde cat si pentru alte specili,
temperatura fiind un factor important (Huang
et al. 2009).
Cercetarile experimentale realizate au evi-
dentiat ca pentru anumite specii tropicale de
arbori asimilatia netd ramane la o valoare de
peste 85% pana la o ora dupa ce s-a intrerupt
legdtura cu planta mama (Santiago si Mulkey
2003). In cazul altor specii arboricole s-au
observat diferente semnificative intre valorile
masurate in vivo si valorile masurate pentru lu-
jeri detasati de planta mama si introdusi in apa
in functie de modul de realizare a sectionarii
(taiere oblica, realizarea unei crapaturi la baza
taieturii, cojirea scoartei in prelungirea taietu-
rii sau introducerea in acid salicilic) (Meng et
al. 2019).

Dificultatea realizarii masurdtorilor privind
schimbul de gaze din cadrul proceselor foto-
sintetice la nivelul coronamentului arborilor
sau in statiuni extreme din punct de vedere al

sd inlature limitarile logistice. In urma cerceta-
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rilor realizate s-a evidentiat faptul ca detasarea
unei frunze individuale sau a unui lujer fard
introducerea acestuia in apa induce modificari
fiziologice imediate, cu impact semnificativ
asupra fotosintezei si nu se poate asigura com-
parabilitatea valorilor masurare cu cele de la
frunze nedetasate. Solutia optima, in cazul ani-
nului verde, este utilizarea materialului biolo-
gic detasat reprezentat de lujer, cu lungime de
20 centimetri, sectionat si introdus imediat in-
tr-un recipient cu apa in vederea limitarii apa-
ritiei unui deficit de apa la nivelul frunzei. in
acest caz parametrii de caracterizare a proce-
sului de fotosinteza s-au mentinut la valori de
peste 80% fata de valoarea de referinta pentru
o perioada de pana la 50 minute. Pentru funda-
mentarea si generalizarea concluziilor obtinute
este necesar sa se mareasca esantionul analizat
si sa fie luate in studiu si alte specii.

Pe aceasta cale adresez multumiri administrati-
ei Parcului National Célimani pentru permisiu-
nea realizarii lucrarilor de teren. De asemenea,
multumesc doamnei conferentiar universitar
doctor Margareta Grudnicki si domnului cer-
cetator stiintific grad I Ionel Popa pentru indru-
marea si recomandarile transmise de-a lungul
elaborarii acestui studiu.
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