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Preambul

Prezentul studiu a fost elaborat in cadrul proiectului finantat in Etapa 1 prin
Programul Operational Infrastructura Mare (POIM) si fazat, respective continuat in Etapa 2
prin Programul Dezvoltare Durabila (PDD), conform contractelor de finantare aferente.
Documentul constituie un material tehnico-stiintific integrat, destinat utilizarii institutionale
interne i verificarilor realizate de autoritatile competente.

Avand in vedere caracterul sau de lucrare intelectuala si tehnico-stiintifica, studiul
include informatii a caror dezvaluire integrala este exceptata de la accesul liber al cetatenilor,
in conformitate cu prevederile art. 12 alin. (1) lit. c) din Legea nr. 544/2001 privind liberul
acces la informatiile de interes public, cu modificarile si completarile ulterioare, publicitatea
acestor informatii putand aduce atingere dreptului de proprietate intelectuala.

In acest sens, precizam cd divulgarea informatiilor tehnice, stiintifice si operationale
din cadrul studiului poate afecta cercetarea, procesele tehnice, integritatea rezultatelor sau
derularea unor proiecte similare.

In consens cu cele mentionate anterior, amintim si dispozitiile art. 12 alin. (1) lit. e)
din Hotararea Guvernului nr. 878/2005 privind accesul publicului la informatia privind
mediul, cu modificarile si completarile ulterioare, care reglementeaza anumite exceptii
referitoare la publicitatea informatiilor privind mediul. Astfel, autoritatile publice au
posibilitatea de a refuza o cerere avand ca obiect solicitarea de informatii privind mediul, in
cazul in care divulgarea acestor informatii afecteaza drepturile de proprietate intelectuala.

Hotardarea Guvernului nr. 878/2005, cu modificarile si completarile ulterioare a
transpus in legislatia nationala Directiva 2003/4/CE a Parlamentului European §i a
Consiliului din 28 ianuarie 2003 privind accesul publicului la informatiile despre mediu si
abrogare a Directivei 90/313/CEE a Consiliului si asigura furnizarea informatiilor privind
mediul in conformitate cu Conventia privind accesul la informatie, participarea publicului la
luarea deciziei si accesul la justitie in probleme de mediu, semnata la Aarhus la 25 iunie 1998,
ratificata prin Legea nr. 86/2000.

Prevederile art. 4 alin. (4) lit. d) si e) din Conventia de la Aarhus permit autoritatilor
publice sa refuze temporar furnizarea informatiilor privind mediul, in cazul in care divulgarea
acestora ar putea avea un efect negativ asupra caracterului confidential al informatiilor
comerciale si industriale protejate de lege, in scopul apararii unui interes economic legitim,
precum §i in cazul in care ar afecta drepturile de proprietate intelectuala.

Asadar, aceasta prevedere este interpretata ca fiind aplicabila si pentru a acoperi date
rezultate din activitati de cercetare stiintifica in curs de validare, care pot constitui proprietate
intelectuala sau know-how strategic, susceptibil de valorificare stiintifica si institutionala.
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Reglementarile enuntate sunt armonizate §i cu Directivele europene privind
reutilizarea informatiilor din sectorul public (2003/98/CE, 2013/37/UE, 2019/1024/UE),
precum si cu Regulamentul UE 2023/2854 din domeniul protectiei datelor stiintifice
nepublicate.

De asemenea, cu privire la domeniul proprietatii intelectuale, mentionam faptul ca
documentul contine si elemente protejate prin Legea nr. 8/1996 privind dreptul de autor si
drepturile conexe, cu modificarile si completarile ulterioare.

Conform art. 7 si 12 din aceeasi lege, operele originale de creatie intelectuala in
domeniul stiintific, oricare ar fi modalitatea de creatie, modul sau forma de exprimare si
independent de valoarea §i destinatia lor, cum ar fi studiile, proiectele §i documentatiile
stiintifice, constituie obiect al dreptului de autor, iar autorul operei are dreptul patrimonial
exclusiv de a decide daca, in ce mod si cand va fi utilizata opera sa, inclusiv de a consimti la
utilizarea operei de catre alfii.

Astfel, diseminarea, reproducerea, adaptarea sau transmiterea neautorizatd, totald, a

prezentului material, in alte scopuri decdt derularea proiectului si indeplinirea obligatiilor fata
de Autoritatea de Management, organismele intermediare, structurile de audit, Curtea de
Conturi, respectiv Comisia Europeana, este strict interzisd.
Transmiterea neautorizatd poate atrage consecintele prevazute de legislatia in vigoare,
inclusiv sanctiuni pentru divulgarea de informatii exceptate potrivit Legii nr. 544/2001, cu
modificarile si completarile ulterioare, raspunderea administrativa si patrimoniala conform
Ordonantei de urgenta a Guvernului nr. 57/2019 privind Codul administrativ, cu modificarile
si completarile ulterioare, incalcarea drepturilor de autor potrivit Legii nr. 8/1996, cu
modificarile si completarile ulterioare, precum si potentiale masuri corective financiare in
cadrul mecanismelor de control aferente programelor POIM si PDD.
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Introducere

Ursul brun (Ursus arctos L.), cel mai mare carnivor din Europa, a fost supus de-a lungul
timpului unor multiple amenintari, Insa si-a recuperat o parte semnificativa din arealul istoric
s1, conform studiului lui Chapron et al., (2014), se afla, in prezent, in expansiune in regiuni din
care fusese anterior disparut. In prezent, arealul ocupat de ursul brun in Europa este estimat la
aproximativ 1,2 milioane km? ceea ce reprezintd o crestere de 4,6% fatd de anul 2016
(Kaczensky et al., 2024).

Cea mai mare populatie de urs brun din Europa se regaseste in Muntii Carpati, distributia
speciei avand un caracter transfrontalier, acoperind teritoriile Poloniei, Slovaciei, Ucrainei,
Romaniei si Serbiei, cea mai mare concentrare fiind localizatd in Roméania. Prezente ocazionale
au fost raportate si in Ungaria si Republica Cehd. La nivelul intregului lant carpatic s-au
inregistrat cresteri ale ariei de distributie a speciei. In ceea ce priveste distributia populatiei,
aceasta a fost de aproximativ 28000 de km? in perioada 1960-1970, evoluand la 65000 km? in
anul 2005. Ulterior, in cadrul proiectului Life for Bear, distributia a fost evaluata la 69000 km?
(2014-2017) (Jurj et al., 2021). Pentru perioada 2013-2018, distributia actualizatd a speciei a
fost estimatda la 81700 km? iar pentru perioada 2019-2024 s-a inregistrat o crestere
semnificativa, ajungand la 110000 km?. In Roménia, populatia de urs brun a inregistrat cresteri
semnificative n ultimii ani (conform raportului de tara - Directiva Habitate Articolul 17).

Daca in jurul anului 1950 populatia s-a situat la minimul de 860 de exemplare (Jurj et al.,
2021), conform raportdrilor din cadrul Directivei Habitate — Articolul 17, pentru perioada
2013-2018 s-a estimat o marime a populatiei cuprinsa intre 6450 si 7200 de exemplare, iar
pentru perioada 2019-2024, intre 9487 si 10657 de exemplare. Totodata, studiul realizat in anul
2022 privind estimarea populatiilor de urs, ras si pisica sdlbatica din Romania (Ursus arctos,
Lynx lynx si Felis silvestris) indica pentru ursul brun o populatie estimata de 7410 - 8590 de
indivizi.

Metodele non-invazive de tip capturare - marcare - recapturare au revolutionat
monitorizarea populatiilor de carnivore mari, in special a speciei Ursus arctos. Aceste tehnici

utilizeazd ADN extras din fire de par, excremente sau alte urme biologice pentru identificarea
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indivizilor, estimarea abundentei, evaluarea diversitatii genetice, a structurii populationale, a
fluxului genic si a potentialului evolutiv, fara a necesita manipularea sau deranjarea directa a
animalelor.

In ceea ce priveste estimarea abundentei ursilor bruni in Europa, aplicarea metodelor de
capturare — marcare - recapturare bazate pe analize genetice a condus, in ultimii ani, la progrese
semnificative, oferind rezultate relevante pentru managementul si conservarea speciei.
Populatiile de urs brun din Europa prezinta o diversitate geneticd variabild, influentatd de
istoria demografica, fragmentarea habitatului si presiunea antropicd. Populatia de urs brun din
Muntii Carpati este consideratd una dintre populatiile cu cea mai mare diversitate genetica din
Europa, fiind mai putin afectatd de impactul antropic datoritd habitatelor extinse, care au
actionat ca refugii.

In ceea ce priveste situatia genetici a populatiei de urs brun din Romania, un studiu
elaborat de Fedorca et al., (2019) si publicat in Nature Scientific Reports, in care s-au analizat
199 de probe genetice colectate In perioada 2011-2013, din intreaga arie de distributie a
speciei, a evidentiat o diversitate geneticd ridicatd. Rezultatele au sugerat existenta unei
populatii continue in Carpati, fard discontinuitati genetice majore. Totodata, analiza spatiala a
evidentiat corelatii semnificative intre variatia geneticd si structura geografica a populatiei
(Fedorca et al., 2019). In acest context, autorii au propus masuri de reducere a impactului
infrastructurii de transport, cu scopul mentinerii conectivitatii genetice de-a lungul lantului
carpatic.

Pe baza acestor considerente, scopul prezentului raport este de a evalua populatia de urs
brun din Romania, utilizdnd date recente privind abundenta si structura genetica, pentru a
contribui la elaborarea unor strategii eficiente de conservare si management durabil, inclusiv
prin dezvoltarea unui plan de monitorizare genetica pe termen lung.

Primul obiectiv major al proiectului l-a reprezentat determinarea marimii populatiei de
urs brun si stabilirea numarului minim de indivizi la nivel national prin studii genetice. Acesta
s-a realizat prin analiza probelor colectate, identificarea geneticd a indivizilor, estimarea
densitatilor si abundentei speciei, evaluarea diversitatii genetice, a structurii populationale si a

potentialului evolutiv.
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Dezvoltarea si implementarea infrastructurii si metodologiei de

laborator

Modernizarea si digitalizarea fluxului de lucru

Pentru implementarea unui proiect de o asemenea amploare, Laboratorul de Genetica
Moleculara al INCDS ,,Marin Dracea”, operational de o perioadd indelungatd si dotat
progresiv cu infrastructura specializata incepand cu anul 2008, a necesitat optimizarea fluxului
intern de lucru.

in cadrul proiectului, laboratorul (Figura 1) a beneficiat de noi echipamente si
actualizari tehnologice, menite sa imbunatateasca eficienta proceselor de analizd genetica si
gestionarea datelor. Totodata, Ministerul Mediului, Apelor si Padurilor a dezvoltat aplicatia
mobild GenUrs, integrata cu platforma informatica deja existentd la INCDS ,,Marin Dracea”
— DNAWiIldlife. Aceasta integrare digitala a asigurat trasabilitatea completa si transparenta
procesului de recoltare, a transportului si analizei probelor genetice utilizate in monitorizarea

populatiei de urs brun.
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Infrastructura laboratorului a fost completata cu echipamente performante, care permit
automatizarea si standardizarea etapelor de lucru, dupa cum urmeaza: a) robot multifunctional
- Hamilton; b) robot de pregatire a placilor de amplificare a ADN-ului - Hamilton; c)
imprimanta si cititor de coduri de bare, pentru gestionarea si trasabilitatea probelor; d)
secventiator ABI 3500XL Genetic Analyzer, echipat cu software-ul GeneMapper Full V6
pentru analiza geneticd; e) robot pentru infolierea placilor.

Etapa de recoltare a probelor din teren a presupus o serie de etape ce au inclus pregatirea
infrastructurii de colectare, recoltarea cu ajutorul aplicatiei mobile si receptionarea/stocarea

probelor la sediul INCDS ,,Marin Dracea” .

Implementarea cerintelor SR EN ISO/IEC 17025:2018

Sistemul de management implementat in cadrul Laboratorului de Genetica Moleculara
al INCDS ,,Marin Dracea” este conform SR EN ISO/IEC 17025:2018, care stabileste cerintele
privind competenta laboratoarelor de incercari si etalonari. Acesta include politici, manualul
calitatii, proceduri generale si specifice, instructiuni de lucru si formulare operationale, toate
gestionate printr-un sistem riguros de control documentar. Impartialitatea si confidentialitatea
sunt garantate prin politici dedicate si printr-un proces permanent de analiza a riscurilor, care
asigura faptul cd toate rezultatele obtinute sunt independente, obiective si protejate de influente
interne si externe.

Structura organizatorica a laboratorului este clar definitd, conform organigramei, cu
atributii si responsabilitati distribuite transparent intre nivelurile de management si personalul
tehnic. Aceasta organizare faciliteazd o comunicare eficientd si o coordonare optima a
activitatilor.

Laboratorul dispune de personal calificat si instruit, in conformitate cu cerintele SR
ISO/IEC 17025:2018. Sesiunile de instruire se desfasoara periodic, vizand atat actualizarea
cunostintelor, cat si dezvoltarea de noi competente pentru operarea echipamentelor moderne si
pentru imbunatatirea continud a activitatii.

Intregul proces de lucru, de la transmiterea instructiunilor de prelevare a probelor pana

la analiza, validarea si raportarea rezultatelor, este reglementat prin proceduri proprii. Acestea
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asigura acuratetea, repetabilitatea si robustetea datelor generate. Activitdtile se desfasoarad in
spatii distincte, dedicate fiecarei etape din fluxul de lucru, pentru a preveni contaminarea
probelor si pentru a garanta integritatea rezultatelor.

In sprijinul mentinerii calitatii, laboratorul participi periodic la teste de
intercalibrare/intercomparare internationale, care confirmd acuratetea si comparabilitatea
rezultatelor obtinute. De asemenea, se efectueaza verificéri regulate ale spatiilor de lucru, prin
prelevarea de probe de suprafatd, pentru a monitoriza potentiale contaminari.

Trasabilitatea masurdrilor si a conditiilor de lucru (temperatura, umiditate, stocare a
reactivilor, functionarea echipamentelor) este documentata si verificatd permanent. Toate
activitdtile tehnice desfasurate in laborator sunt incluse in sistemul de management, fiind
documentate, monitorizate si controlate in conformitate cu cerintele standardului.

Laboratorul deruleaza in mod continuu procese de evaluare a riscurilor, imbunétatire si
verificare a conformitatii, prin audituri interne. Acest cadru de management asigurd mentinerea
competentei tehnice, integritatea rezultatelor si conformitatea cu cerintele SR ISO/IEC

17025:2018.

Fundamentarea stiintifica si metodologia de monitorizare geneticd non-invazivi

Documentarea acestei sectiuni s-a realizat inclusiv prin intermediul a doua articole
stiintifice de tip peer-review, care oferd o sintezd relevantd a premiselor, metodologiilor,
barierelor si provocdrilor in procesele de monitorizare genetica non-invaziva. S-a urmarit
modul 1n care complexitatea implementarii variazd in functie de marimea populatiei, de
instrumentele disponibile (inclusiv tipurile de probe utilizate si numarul/ tipul de markeri
genetici), de gradul de inovatie al metodelor genetice non-invazive si de distributia geografica
(inclusiv acoperirea temporald si geografica), toate acestea influentand aplicabilitatea in cazul
populatiilor de urs brun. Cele doua articole (Baciu et al., 2022 si Ilinca et al., 2022), completate
de alte analize metodologice in curs de publicare, constituie o baza stiintifica solida pentru
selectia instrumentelor si procedurilor utilizate la obtinerea unor date genetice riguroase,
comparabile si necesare pentru fundamentarea monitorizarii populatiei de urs brun din

Romania.
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Conform studiului realizat de Baciu et al., (2022), tehnicile non-invazive, precum
recoltarea probelor de fecale si par, reprezintd instrumente eficiente pentru estimarea
diversitatii genetice, a abundentei si a structurii populationale. Autorii subliniaza importanta
standardizarii etapelor de esantionare si recomanda utilizarea unor metode moderne, precum
kitul Isohelix pentru recoltarea celulelor epiteliale, care reduce erorile de manipulare si
contribuie la mentinerea calitatii ADN-ului, fara a necesita conditii speciale de depozitare sau
transport. Implicarea echipelor formate din personal instruit si caini special dresati pentru
identificarea probelor creste, de asemenea, eficienta procesului. Recoltarile realizate in special
in sezoanele de toamna si iarnd s-au dovedit mai eficiente, intrucat probele sunt mai usor de
identificat in teren, iar degradarea lor se produce mai lent, un factor esential pentru succesul
extractiet ADN-ului.

Studiul elaborat de Ilinca et al, (2022) evidentiazad necesitatea armonizarii
metodologice si a unei colaborari transfrontaliere intre tarile carpatice pentru a depasi diferite
limitari, care in general sunt legate de finantare, infrastructurd si standardizare. Utilizand
analize statistice avansate, autorii identifica corelatii semnificative intre rata de utilizare a
probelor non-invazive, tipologia probelor, markerii genetici si durata monitorizarii. Totodata,
studiul demonstreaza ca succesul unui program national de monitorizare genetica depinde nu
doar de tehnologia utilizata, ci si de sprijinul institutional, de transferul de cunostinte si de
corelarea datelor genetice cu parametrii ecologici. Ba mai mult, statele in curs de dezvoltare
sunt intr-adevar afectate de costul acoperirii la scara larga si pe termen lung a studiilor genetice.

Monitorizarea genetica la scard largd a unei populatii mari de urs brun reprezintd o
provocare logistica si financiara; cu toate acestea, contributiile stiintifice sunt considerabile, in
special pentru elaborarea si ajustarea strategiilor de conservare si management pe termen lung.

Metodologia adoptatd se bazeazd pe utilizarea tehnicilor non-invazive validate
stiintific, incluzand recoltarea de probe fecale si de par, precum si integrarea unor metode
inovative de colectare si analiza genetica, cum ar fi kitul Isohelix pentru prelevarea celulelor
epiteliale. Totodata, acest proces trebuie sustinut prin implicarea specialistilor instruiti
periodic, inclusiv a cainilor dresati pentru identificarea probelor, precum si prin cooperarea

activa intre partenerii proiectului. Intregul demers se desfasoara in cadrul unui protocol analitic
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standardizat, aliniat bunelor practici internationale. Prin aceastd abordare integrata,
monitorizarea geneticad non-invaziva permite obtinerea unor rezultate riguroase, comparabile
si reproductibile, contribuind la consolidarea eforturilor de conservare si management ale
populatiei de urs brun din Romania si la alinierea acestora la initiativele si strategiile europene

de conservare a biodiversitatii.

Capacitati operationale: infrastructura de colectare, infrastructura digitald si testarea in
laborator

La inceputul proiectului au fost implementate campanii de testare pentru fiecare etapa,
cu scopul selectarii metodelor optime, adecvate obiectivelor proiectului si realitatii din teren.
Avand in vedere volumul foarte mare de probe ce urmau a fi colectate si analizate, au fost
testate diferite proceduri de recoltare non-invaziva, incluzand probe de fecale si de par, stocate
in medii variate si pre-procesate prin metode diferite, pentru a determina eficienta fiecarei
abordari.

Au fost testate mai multe optiuni de colectare si stocare a probelor, punandu-se accent
pe identificarea solutiilor care asigura integritatea materialului genetic pe tot parcursul fluxului
de lucru, de la momentul prelevarii pana la efectuarea analizelor de laborator.

In paralel, a fost evaluati si metodologia de analizd automati, complet trasabila prin
utilizarea unor coduri de bare unice, si aliniatd la protocoalele internationale. Aceasta a permis

digitalizarea integrald a procesului, de la colectare pana la generarea rezultatelor.
Metodologie

Localizarea studiului

Colectarea probelor a fost planificatd pe intreaga durata a proiectului, pentru a permite
atat estimarea populatiei, cat si determinarea structurii populationale, a fluxului de gene si a
potentialului evolutiv al speciei. Activitatea de recoltare a fost desfasuratd in intreaga arie de

distributie a ursului brun in Roméania (Figura 2). A fost aplicat un design de esantionare, derulat

MINISTERUL MEDIULUI,

(X
APELOR SI PADURILOR Ll&

Proiect cofinantat din Fondul European de Dezvoltare Regionald, prin Program Operational Infrastructurd Mare 2014-2020 si
din Fondul de coeziune prin Programul Dezvoltare Durabila 2021-2027



Cofinantat de
Uniunea Europeana

pe parcursul a trei ani: incepand din toamna anului 2022, continuand pe tot parcursul anilor
2023 si 2024, iar etapele de recoltare s-au incheiat odata cu receptionarea finala a tuturor

probelor la inceputul anului 2025.
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Figura 2. Aria de distributie permanenta a ursului brun in Roméania in anul 2022

Colectarea, receptia si indexarea probelor

Colectarea probelor biologice non-invazive (fecale si par) s-a realizat in tuburi / plicuri
individuale, marcate cu un cod unic de bare pentru asigurarea trasabilitdtii complete. Pentru
probele de fecale au fost utilizate tuburi Isohelix de 2 ml, prevazute cu betisoare sterile
ambalate individual. Echipele de teren, formate din personalul proiectului si colaboratori
specialisti, au parcurs suprafetele fondurilor cinegetice/ploturile de monitorizare, pornind de la
zonele de conflict unde au fost instalate sistemele electrice de protectie, cu accent pe transecte

predefinite revizitate periodic. Inainte de prelevare, fiecare proba a fost inspectata vizual pentru
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a evalua prospetimea (conform scarii de identificare pusd la dispozitie), fiind selectate in
principal probe cu o vechime estimatd de maximum trei zile.

Pentru recoltarea probelor de fecale s-a parcurs suprafata probei cu un betisor steril,
dupa care acesta a fost introdus in tubul cu solutie tampon si rupt la nivelul zonei marcate,
urmata de sigilarea tubului cu tamponul complet imersat.

Probele de par au fost colectate din instalatii de tip coral sau arbore marcat - realizate
din sarma ghimpata, amplasate in zone de activitate intensa a ursilor. S-au utilizat manusi si
pensete sterile, astfel incat radacinile firelor de par sa fie pastrate intacte. Fiecare smoc sau
grup de fire apropiate a fost tratat ca un esantion distinct si introdus in plicuri opace
preinscriptionate cu coduri de bare.

Inregistrarea probelor s-a realizat prin aplicatia mobild GenUrs, prin scanarea codului
unic al recipientului sau plicului. Aplicatia a preluat automat coordonatele GPS si a permis
completarea informatiilor suplimentare privind conditiile de recoltare, starea probei si
observatiile relevante.

Probele au fost ulterior expediate catre Laboratorul de Genetica Moleculara al INCDS
,Marin Dracea” prin curier sau predate personal de echipele din teren. Receptia s-a efectuat in

camera de receptie, unde probele au fost verificate, sortate si pregatite pentru procesare.

Procesarea probelor in laborator

In cadrul studiilor genetice non-invazive de amploare, in special in cele care implici
recoltarea firelor de pér sau a fecalelor pentru monitorizarea populatiilor de urs, controlul si
prevenirea erorilor de genotipare reprezintd o componentd esentiald pentru acuratetea
identificarii individuale si pentru robustetea estimarilor populationale.

Toate etapele (izolare ADN, amplificare, analizd de fragmente) au fost efectuate in
spatii fizice separate. Au fost impuse reguli stricte privind miscarea personalului,
echipamentului si materialelor pentru a preveni contaminarea si s-au folosit in permanenta
solutii speciale (Clean PCR, Remove DNA) si lampi UV pentru decontaminarea spatiului de

lucru. Probele de par s-au procesat in spatii separate fizic, in alta cladire.
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Izolarea ADN

Protocolul de izolare a ADN-ului a fost conceput pentru a raspunde cerintelor de
eficienta, reproductibilitate si repetabilitate, esentiale in contextul procesdrii unui volum mare
de probe. In acelasi timp, pentru a garanta obtinerea unui material genetic de inalta calitate si
puritate, etapa de izolare a fost supusa unui proces riguros de optimizare.

Extragerea ADN-ului s-a realizat direct din lichidul continut in tuburile de colectare
Isohelix fard preprocesarea probei (aceasta este necesara in mod obisnuit in cazul materialului
solid). Abordarea a permis reducerea semnificativd a riscului de contaminare si a crescut
eficienta procesului.

Pentru a asigura consistenta intre extrageri si a minimiza interventia umana, a fost
implementat un protocol complet automatizat de izolare a ADN-ului, utilizind robotul
Hamilton. Configuratia, testarea pe esantioane extinse si elaborarea protocoalelor de lucru, au
fost dezvoltate la fata locului in colaborare cu echipa Omega BIO-TEK din Marea Britanie,
pentru a garanta obtinerea unor rezultate optime. Extractia s-a realizat cu ajutorul kitului
Omega Mag-Bind® Universal Pathogen, care utilizeaza particule magnetice pentru purificarea
ADN-ului. Protocolul are prevdzute etape automate de liza celulard, legare, spalare si elutie
finala Intr-un tampon specializat.

Prin standardizarea si automatizarea procesului, protocolul propus reprezintd o solutie
robustd, reproductibild si aplicabild la scara larga, facilitand obtinerea unor date genetice de

inalta precizie, esentiale In cadrul studiilor genetice de mare amploare.

Reactia de polimerizare in lant

Reactiile de amplificare au fost realizate utilizand o enzimd de reactie testatd si
optimizata Tmpreuna cu distribuitorii Quantabio la fata locului. Amplificarea fragmentelor de
ADN s-a realizat prin intermediul reactiei de polimerizare in lant, utilizdnd 15 microsateliti
divizati in doud multiplexe, incluzdnd un marker pentru determinarea sexului: SRY, GIA,
G10B, G10C, GI0OL, G10H, MU50, MU59, MU15, MUS1, G10D, MU11, MUO0S, MUO9 si
G10P (Paetkau et al., 1995, Taberlet et al., 1997, Paetkau et al., 1998, Bellemain si Taberlet

2004). Volumul amestecului de reactie a inclus mixul dezvoltat de Quantabio AccuStart, mix
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de primeri specifici (Multiplex I sau Multiplex II), apa ultra purd si ADN genomic extras
anterior. Pipetarea master mix-ului de reactie s-a facut cu un robot de pipetare Hamilton, altul
decat cel de extractie, pentru reducerea riscului contaminarii. Pregatirea mastermix-ului s-a
facut intr-o camera dedicatd, utilizand pipete electronice calibrate si etalonate conform SR EN
ISO/IEC 17025:2018.

Reactiile PCR au fost efectuate pe termocyclere marca Kyratec, etalonate si verificate
in mod regulat pentru a asigura conditii constante si controlate pe durata acesteia.

Avand 1n vedere calitatea diferitda a ADN-ului extras din probe de fecale si par, ce poate
influenta eficienta amplificarii, probele au fost supuse unor replicari succesive. Aceastd

strategie a fost adoptata pentru a garanta consistenta, robustetea si specificitatea reactiilor.

Analiza de fragmente

Protocoalele de secventiere utilizate pe sistemul ABI 3500x]1 Genetic Analyzer si cele
de procesare a datelor In GeneMapper v6.0 au fost dezvoltate si implementate la fata locului in
colaborare cu specialistii si operatorii de distributie ai Thermo Fisher Scientific. Pentru analiza
produselor de amplificare prin electroforezd capilard, s-a utilizat polimerul POP-7, iar
amestecul de reactie a fost compus din 1 pL de produs PCR, 9 pL de formamida Hi-D1 (Applied
Biosystems) si 0,5 pL de marker de marime GeneScan™ 600 LIZ® Size Standard v2.0.
Denaturarea amestecului s-a realizat prin incubare la 95°C timp de 3 minute, urmata de racire

imediatad pe gheatd, conform protocolului standard.

Identificarea si analiza genotipurilor

Identificarea corecta a indivizilor rezultati din analiza probelor non-invazive presupune
utilizarea unui numar ridicat de markeri genetici pentru a evita comasarea indivizilor diferiti,
fenomen frecvent intdlnit atunci cadnd numarul acestora este redus. Literatura de specialitate
recomanda utilizarea unui panel extins de markeri de tipul microsatelitilor (SSR) sau SNP-uri
cu grad ridicat de polimorfism, datoritd puterii lor crescute de discriminare individuala si a

probabilitatii reduse de atribuire eronata (Waits et al., 2001; Morin et al.,, 2001).
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Pentru a fundamenta criteriile de acceptare a potrivirilor genetice, a fost utilizat un set

extins de genotipuri provenite din probe de tesut, caracterizate prin rate foarte scazute de eroare
(Skrbinsek et al., 2012).

Pentru fiecare proba, genotipul final a fost stabilit prin obtinerea unui genotip de
consens. Conform standardelor internationale in analiza probelor non-invazive (Taberlet et al.,
1996; Bonin et al., 2004).

Au fost incluse probe blank/probe de control cu genotip cunoscut si proceduri riguroase

de prevenire a contaminarii, asigurand trasabilitatea completa a fiecarui pas al analizei.

Procesarea datelor

Explorarea parametrilor genetici, a structurii populationale si a fluxului de gene

Setul genetic de date a fost preprocesat pentru identificarea profilurilor genetice
redundante utilizdnd Allelematch (Galpern et al., 2012), iar probabilitatea de identitate (PID,
PIDsibs) a fost estimata cu pachetele Adegenet (Jombart, 2008) si Poppr (Kamvar et al., 2014).
Frecventa alelelor nule a fost evaluatd cu Genepop v4.7.5 (Raymond & Rousset, 1995) si
FreeNA (Chapuis & Estoup, 2007, 2009).

Indicii diversitatii gentice au fost estimati utilizind programe specifice: GenAlEx v6.5
(Peakall & Smouse, 2012), Genepop v4.7 (Rousset, 2008) si Adegenet.

Structura genetica a fost analizatd prin metoda bayesiand implementatd in
STRUCTURE v2.2.3 (Pritchard et al., 2000). Determinarea valorii optime a lui K s-a realizat
cu PopHelper (Evanno et al.,, 2005; Francis, 2017) si CLUMPP v1.1.2 (Jakobsson &
Rosenberg, 2007). Pentru o analizd comparativd asupra structurii genetice, a fost utilizat si
programul PopCluster v1.3.0.0 (Wang, 2022).

Modelele de diferentiere genetica spatiald au fost investigate prin analiza sPCA
(Jombart et al., 2008) utilizand triangulatia Delaunay. Diferentierea genetica (Fsr) Intre clustere
a fost estimata cu Arlequin v3.5.2.2 (Excoffier & Lischer, 2010).

Relatiile de rudenie au fost identificate prin metoda maximum-likelihood implementata

in Colony v2.0.6.5 (Jones & Wang, 2010; Wang, 2004; 2012).
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Modelele de flux genetic au fost analizate cu EEMS (Petkova et al., 2016), folosind 14
configuratii spatiale diferite si o selectie a modelului bazata pe coeficientul R2.
Modelarea habitatului potential a integrat 14 straturi tematice raster si vectoriale,

armonizate prin reproiectare, decupare $i reesantionare.

Analizele de capturare-marcare-recapturare si capturare-recapturare spatial explicite

Modelele capturare-marcare-recapturare utilizeaza metode statistice pentru estimarea
mdrimii populatiei, ratelor de supravietuire si alti parametrii demografici care se bazeaza pe
numarul de indivizii care au fost capturati, marcati si recapturati mai tarziu (Jolly, 1982).
Capturarea indivizilor sdlbatici nu este un proces constant in timp si spatiu, abordarea
capturare-marcare-recapturare este bazata pe un model complex care tine cont de probabilitatea
variabild de capturare a indivizilor (Moganaki et al., 2022).

S-au utilizat mai multe metode de modelare, considerand criterii diferite pentru a avea
in vedere toate aspectele posibile privitoare la design-ul de colectare, caracteristica datelor si
cerintele speciei.

Metodele de capturare—recapturare spatial explicite, implementate prin pachetul oSCR
(Sutherland et al., 2019), Tmpreund cu modelele bayesiene pentru estimarea densitatii
populationale si algoritmii Markov chain Monte Carlo (MCMC) integrati in NIMBLE (Turek
et al., 2021; de Valpine et al., 2017; NIMBLE Development Team, 2019), sunt recunoscute
ca fiind printre cele mai robuste si precise abordari pentru estimarea densitatilor si a marimii
populatiilor de animale salbatice, in special pentru specii rare sau dificil de monitorizat, precum
ursul brun. Aceste metode maximizeaza verosimilitatea istoricului capturarilor, integreaza
incertitudinea privind activitatea indivizilor si permit modelarea multi-sesiune si structuratad pe
sexe (Sutherland et al., 2019; Linden et al., 2018; Gardner et al., 2018; Efford si Schofield,
2019; Dupont et al., 2021; Romairone et al., 2018; Proffitt et al., 2015; Fukasawa si
Higashide, 2025; Royle et al., 2018; Freeman et al., 2022; Lépez-Bao et al., 2018; Crum et
al., 2023; Efford si Boulanger, 2019; Connor et al., 2023; Burgar et al., 2018; Green et al.,
2020; Royle et al., 2015; Durbach et al., 2020; Xiao et al., 2019).
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Modelele de capturare-recapturare spatial explicite rezolvda limitarile majore ale
metodelor clasice de capturare - marcare - recapturare precum eterogenitatea detectabilitatii si
definirea ariei efective de esantionare (Sutherland et al., 2019; Royle et al., 2018; Lopez-Bao
et al., 2018; Efford si Boulanger, 2019; Green et al., 2020; Durbach et al., 2020). Prin
integrarea explicitd a informatiei spatiale, se estimeaza direct densitatea, supravietuirea si
recrutarea, acestea fiind validate pe scara larga pentru speciile de carnivore mari (Sutherland
et al.,, 2019; Linden et al., 2018; Gardner et al., 2018; Romairone et al., 2018; Proffitt et al.,
2015; Royle et al., 2018; Freeman et al., 2022; Lopez-Bao et al., 2018; Crum et al., 2023;
Efford si Boulanger, 2019; Connor et al., 2023; Burgar et al., 2018; Green et al., 2020; Royle
etal., 2015; Durbach et al., 2020; Xiao et al., 2019).

Densitatea s-a determinat utilizand un model SCR de tip Bernoulli binomial. Estimarea
medie a abundentei s-a realizat pentru fiecare judet, avand la baza densitatile obtinute pentru
ambele sexe, raportate la habitatul favorabil al speciei, prin ajustarea raportului sexelor calculat
pe baza probabilitatii de detectie a masculilor. Aceastd abordare a permis pe de o parte
corectarea potentialelor erori generate de diferentele de detectabilitatea intre sexe, iar pe de alta
parte estimarea mai precisa a structurii populatiei (McKnight si Ligon 2017; Lounsberry et al.,
2015; Brazeal et al., 2017).

Pentru modelele alternative de estimare non-spatiale au fost testate mai multe metode
de tip capturare - marcare - recapturare recunoscute international si validate In numeroase
studii: Recapture Mh Chao (Baillargeon si Rivest, 2007), Capwire TIRM (Miller et al., 2005) si
MARK Huggins (White si Burnham, 1999). Toate aceste modele sunt adecvate pentru contexte
in care detectabilitatea este variabila intre indivizi, o conditie tipica pentru studiile genetice
non-invazive la mamifere mari (Boulanger et al., 2004, Kendall et al., 2009).

Pentru estimarea marimii populatiei s-au considerat exclusiv probele colectate non -
invaziv in perioada Martie — Decembrie 2023. Perioada de esantionare analizata este anterioara
sezonului de reproducere, ceea ce reduce probabilitatea ca evenimentele demografice asociate
natalititii sa influenteze semnificativ distributia indivizilor in teren. In plus, majoritatea
cazurilor de mortalitate cunoscute au fost documentate si, acolo unde a fost posibil, au fost

incluse in setul de date fiind tratate corespunzator in analiza statistica.
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Prin urmare, s-a presupus cd populatia esantionata se comporta, in limite rezonabile, ca
o populatie demografic inchisa, ipoteza sustinuta de caracteristicile ecologice ale populatiei de
urs brun din Romania, care are o distributie extinsa si relativ continua in Carpati.

Avand in vedere configuratia habitatului si contextul geografic, populatia poate fi
consideratd demografic Inchisd, avand in vedere suprafata extinsa in care specia este prezenta
si urmatoarele situatii la granitd: a) in est si vest nu existd habitat favorabil si coridoare
functionale care sd permita intrari si iesiri din populatie; b) Tn nord exista atat intrari cat si iesiri
din populatie echilibrate si nesemnificative raportate la dimensiunea totald a populatiei de urs
din Romania; c) in sud, schimburile cu populatia din Serbia sunt extrem de reduse, Dundrea
constituind o bariera naturald. Suprafata afectatd de efectul de margine este marginald in raport
cu aria totald esantionatd, care corespunde celei mai mari populatii de urs din Europa. In
consecinta, consideram ca impactul potential al abaterilor de la ipoteza de inchidere este
nesemnificativ. Estimarile pot fi considerate valabile chiar si in conditiile unei esantionari care
acopera un interval mai lung, atita timp cat dinamica populatiei este relativ stabila si
evenimentele demografice sunt cunoscute si, acolo unde este posibil, integrate in analiza
(Skrbingek et al., 2017).

Desi, in sens strict biologic, populatia nu poate fi complet inchisa, intrucat migratia si
mortalitatea sunt procese naturale continue, ipoteza de inchidere demografica este acceptabila
din punct de vedere statistic. In general, in cazul unei populatii mari si distribuite pe un areal
extins, influenta migratiilor nete sau a altor abateri demografice punctuale este limitatd si nu
compromite validitatea generald a modelelor de tip capturare-marcare-recapturare aplicate
(Tosif et al., 2021).

Pentru verificarea validitatii rezultatelor obtinute a fost implementata si o analiza
Markov chain Monte Carlo (MCMC) in cadrul pachetului NIMBLE (Turek et al., 2021; de
Valpine et al., 2017; NIMBLE Development Team, 2019). De asemenea, a fost utilizat
programul SPACECAP versiunea 1.0.6 in R versiunea 3.4.2 (Gopalaswamy et al., 2012), cu
setari aliniate celor folosite In oSCR, pentru rularea unor modele bayesiene SECR destinate

estimarii densitatii populationale.
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Rezultate

Conceperea ghidurilor si instructiunilor de recoltare si organizarea sesiunilor de instruire

S-au conceput ghiduri si instructiuni de recoltare (Figura 3 si Figura 4), filmulete de
prezentare ale metodologiei si s-au organizat sesiuni de instruire, creandu-se totodatd un grup
digital tehnic de remediere a problematicilor, in care s-au sesizat dificultatile utilizatorilor,

intervenindu-se punctual si prompt pentru solutionarea lor.

3. Un telefon

4. Aplicatie
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Figura 3. Infrastructura de colectare pentru probele de fecale
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Personalul INCDS ,,Marin Dracea” a organizat campanii de instruire (Figura 5 si
Figura 6) pentru personalul contractual si voluntari implicati in recoltarea probelor biologice
dezvoltand astfel o retea largd de specialisti in ecologie, biologie, silvicultura si cinegetica,
specialisti care au participat la sesiuni practice si teoretice de pregatire, la care le-au fost
prezentate in teren metoda de colectare, procedura de prelevare a probelor de fecale, instalarea

capcanelor de par si colectarea firelor de par, respectiv utilizarea aplicatiei digitale GenUrs.

Figura 6. Sesiuni de instruire practice privind instalarea capcanelor de par si colectarea
probelor
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INCDS ,,Marin Drdcea” a creat conturi individuale de utilizator in platforma GenUrs,
fiecare cu nume de utilizator si parola dedicate, care au fost distribuite specialistilor implicati.
In total, au fost inregistrati 800 de utilizatori activi. Pentru activititile de prelevare, acestia au
utilizat kit - uri specializate Isohelix, concepute pentru stocarea eficientd a materialului biologic
si adaptate colectarii unui volum foarte mare de date la nivel national, precum si plicuri de
hartie opace pentru transportul si depozitarea firelor de par. Pentru organizarea, monitorizarea
si controlul permanent al activitatilor de esantionare, a fost utilizata platforma informatica
DNAWildlife a Laboratorului de Geneticd Moleculara.

Probele colectate in tuburi Isohelix, au fost pastrate la temperatura camerei pana la
momentul receptiei. Transportul acestora s-a realizat prin intermediul unui serviciu de curierat.
Receptia probelor in laborator a fost documentatd utilizand aceeasi aplicatie informatica, care

a fost ulterior integratd in intregul flux de procesare si analizd de laborator.
Imbundtitirea capacititii Laboratorului de Geneticia Moleculari si bazele monitorizirii pe
termen lung

Aplicatia pentru colectarea informatiilor GenUrs a fost utilizata in cadrul proiectului de
catre toti utilizatorii care au recoltat probele in teren. Fiecarei probe 1 s-a atribuit un cod unic
care a fost scanat in momentul recoltarii. Astfel, aplicatia a facilitat inregistrarea tuturor datelor
si informatiilor referitoare la probd, precum data recoltarii, tipul probei, judetul si fondul
cinegetic sau conditiile meteorologice. De asemenea, aplicatia a permis localizarea probei in
timp real si Inregistrarea coordonatelor in mod electronic, pentru ca Laboratorul de Genetica
Moleculara sd poatd avea acces la toate datele legate de recoltarea si localizarea probei (Figura
7). Astfel, s-a asigurat si optimizat procesul de recoltare a probelor din teren. In etapa de
receptie a probelor codurile aferente acestora au fost scanate cu ajutorul cititorului de coduri
de bare, evitand astfel erorile umane de tastare. Ulterior, probele au fost receptionate cu ajutorul

aplicatiei mobile si inregistrate in sistem (Figura 8).
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Figura 7. Indexarea probelor cu ajutorul aplicatiei GenUrs

In cadrul etapei de pregatire a infrastructurii pentru etapa de recoltare s-a folosit o
imprimanta pentru generarea si imprimarea codurilor de bare unice aferente probelor pentru
recoltarea firelor de par, asigurand astfel o identificare precisd si o trasabilitate completa.
Etichetele generate au fost aplicate pe plicurile de recoltare, iar fiecare cod a fost atribuit unei

probe unice, care a putut fi scanata in momentul recoltarii utilizand aplicatia mobila.

MINISTERUL MEDIULUI, (&
APELOR $I PADURILOR L\
‘MZ"AS

Proiect cofinantat din Fondul European de Dezvoltare Regionald, prin Program Operational Infrastructurd Mare 2014-2020 si
din Fondul de coeziune prin Programul Dezvoltare Durabila 2021-2027



Cofinantat de
Uniunea Europeana

Figura 8. Scanarea probelor genetice

In urma testarilor comparative, metodele dezvoltate in colaborare cu Omega BIO-TEK
pentru extractia ADN si cu Quanta Bio pentru amplificarea PCR s-au evidentiat prin
performante superioare, oferind constant cel mai ridicat randament de extractie, stabilitate in
amplificare si reproductibilitatea genotipurilor. Acestea au fost, astfel, selectate drept proceduri
standard pentru implementarea finald in cadrul proiectului.

Analiza fragmentelor de ADN marcate fluorescent a fost realizata pe platforma ABI
3500 XL Genetic Analyzer. Procesul de analizd a fost optimizat si validat in colaborare cu

echipele tehnice Thermo Fisher Scientific, asigurdnd reproductibilitatea si calitatea rezultatelor.

Optimizarea tehnicilor de extractie, amplificare §i secventiere

Selectarea acestor metode a fost fundamentata pe criterii esentiale pentru un program
national de monitorizare geneticad (specificitate, robustete, repetabilitate, reproductibilitate si
acuratete) iar intregul proces analitic a fost integrat intr-un flux complet trasabil prin coduri de
bare si conectat la infrastructura digitald a laboratorului, in conformitate cu cerintele SR

ISO/IEC 17025:2018. Prin aceasta etapa, proiectul a stabilit un sistem modern, sigur si eficient
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de analizd geneticd, adaptat unui volum mare de probe si compatibil cu standardele
internationale. Rezultatele au fost intercalibrate cu doua laboratoare internationale acreditate,
din Austria si Grecia. Toate etapele de prelucrare si analizd a probelor au fost efectuate in
Laboratorul de Genetica Moleculara al INCDS ,,Marin Dracea” autorizat, in conformitate cu

procedurile si normele de calitate specifice.

Dezvoltarea si utilizarea aplicatiei GenUrs

GenUrs este o aplicatie mobila compatibild Android si 1OS dezvoltata pentru a
digitaliza procesul de recoltare a probelor din teren (Figura 9). Astfel, probele genetice (plicuri
si tuburi Isohelix) au avut asociate coduri de bare unice si au fost scanate automat cu ajutorul
aplicatiei mobile.

Probele recoltate prin aplicatia mobila au avut asociate automat coordonatele geografice
pentru a se evita erori involuntare. Aplicatia mobila a fost dezvoltata astfel incat sa inregistreze
cu precizie ridicatd locatia de recoltare chiar si in conditii de lipsa semnal internet.

Echipa proiectului, a putut vedea in timp real progresul recoltarii probelor si distributia
geografica a acestora pentru a putea lua masuri ce tin de concentrarea eforturilor de recoltare
pe zonele insuficient acoperite. Un alt avantaj al aplicatiei il reprezinta vizibilitatea in timp real
a volumului de probe expediate de parteneri, ceea ce permite ajustarea aproviziondrii si o
planificare eficientd a resurselor. De asemenea, este important de mentionat ca aplicatia
GenUrs a fost conceputa astfel incat s poatd gestiona un numar foarte mare de utilizatori
simultan (de ordinul miilor) fara riscul suprascrierii datelor sau al blocarii interfetei de lucru.

Comunicarea cu nivelul API se face in mod criptat pe baza algoritmului Rijndael,
algoritm AES (Advanced Encryption Standard) care este aprobat inclusiv pentru utilizarea
documentelor cu grad ridicat de confidentialitate din guvernul SUA.

Aplicatia mobila este publicata n magazinele de aplicatii Android si10S. Aplicatia este
dezvoltatd in Flutter, un framework bazat pe DART, pentru a avea un singur cod sursa atat

pentru versiunea Android cat si pentru cea destinata dispozitivelor 10S. Aplicatia oferd doua
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interfete, una pentru parteneri si alta pentru utilizatorii de tip Laborant (ambele niveluri).

Selectia interfetei de afisat se determina inca de la login, in functie de rolul fiecarui utilizator.

; V o

1 Recoltare
i Asignare Sincronizare Sincronizare
ocanare nenregistrate s ((( C s
Asignare pentru partener : n e
|
I
1
1
ah ah Expediere Legenda

Scanare probe de trimis
Partner

L
-
& Laborator Nivel 1

|
reopte || ———

prin cuner

Setare inventar

Activitate externa

Figura 9. Fluxul de lucru de la asignare si pana la receptie

Fiecare partener a fost responsabil cu colectarea de probe dintr-o anumita zona dar
platforma nu limiteazi geografic recoltarea de probe de citre utilizatori. In acest mod este
posibila o concentrare a eforturilor de colectare din partea mai multor utilizatori pe anumite
zone dacd este nevoie. Platforma impune o restrictie privind codurile de bare utilizabile de catre
utilizatorii unui partener, acestia neputand sa foloseasca codurile asignate unui alt partener.
Avand 1n vedere cad in numeroase zone din care se colecteaza probe genetice nu existd acoperire
de telefonie mobila, aplicatia GenUrs a fost dotati cu un mecanism de utilizare offline. Inainte
de deplasarea in teren, utilizatorul trebuie s initieze o sincronizare cat timp are acces la
internet, moment in care pe dispozitiv se descarca lista codurilor de bare alocate partenerului
si Inca neutilizate. La revenirea din teren, o noua sincronizare transfera cétre baza de date

centrala toate probele salvate in timpul recoltarii.
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Recoltarea in sine a fost proiectata sa fie intuitiva si toate butoanele sunt de dimensiuni
mari pentru ca aceastd operatiune sd poata fi facuta chiar si de cétre utilizatorii cu cunostinte
digitale reduse dupa instruirea corespunzatoare. Codul de bare este scanat (Figura 10) si, daca
este recunoscut ca asignat acestui partener, apare un ecran unde se pot introduce detaliile

recoltarii de catre utilizator.

Figura 10. Scanarea probelor

Prin apdsarea butonului “Salveaza” se vor salva informatiile aferente fiecarei recoltari
intr-un tabel dintr-o baza de date locald (in memoria telefonului). Acest lucru functioneaza
indiferent de conditiile din teren si datele nu se pierd dacd telefonul rdmane fara baterie.

Procesul de recoltare se considerd incheiat atunci cand utilizatorul termind vizita in
teren si apasa butonul de sincronizare in conditii de semnal la internet. Acest lucru declanseaza

o functionalitate ce trimite toate datele de la probele recoltate cétre serverul central. Din acest
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moment, probele recoltate sunt vizibile pe harta din componenta WEB a platformei
DNAWildlife.

Procesul de expediere a probelor catre laborator a fost conceput pentru a fi cat mai
simplu. Utilizatorul responsabil cu transmiterea probelor prin curier scaneaza codurile de bare
inainte de Tmpachetare, ceea ce permite estimarea precisd a numarului de probe care urmeaza
sd fie receptionate si faciliteaza planificarea adecvatd a resurselor materiale si umane. La
sosirea in laborator, probele sunt scanate de utilizatorii de tip Laborator nivel I si II, care le
atribuie locatiile de inventar prin intermediul aplicatiei mobile.

Aplicatia GenUrs a fost perfectionata In mod continuu, cu scopul de a creste eficienta
si precizia procesului de colectare si stocare a probelor. Imbunitatirile implementate au asigurat
o integrare completd a etapelor fluxului de lucru in cadrul aplicatiei, permitand Inregistrarea
corectd si actualizarea in timp real a datelor, cu conditia ca utilizatorul s urmeze instructiunile

corespunzatoare.
Colectarea probelor

Actiunea de colectare in cadrul proiectului a inceput in toamna anului 2022 si s-a
finalizat prin receptionarea tuturor probelor in primele luni ale anului 2025 .

S-au inregistrat in aplicatia GenUrs 24056 de probe biologice provenite de la specia urs
(Figura 11), dintre acestea, sub 3% nu au fost receptionate de catre personalul de laborator din
diverse motive: ratacirea probelor de catre personalul din teren sau de catre serviciul de
curierat, conservarea necorespunzatoare realizata in teren, precum si alte erori iremediabile
care au condus la deteriorarea kiturilor de colectare a probelor biologice. Avand in vedere
amploarea logistica a procesului de colectare a probelor biologice la nivel national, numarul
probelor pierdute este relativ redus si inevitabil. Aceasta proportie poate fi consideratd
nesemnificativd, neafectdnd calitatea si relevanta rezultatelor finale ale studiului, care se
bazeaza exclusiv pe probele genotipate cu succes.

Din totalul numarului de probe, 17029 sunt fecale, 7019 par si 8 provin din alte categorii

de probe biologice de la specia studiata.
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Figura 11. Distributia probelor colectate la nivel national

Analiza datelor genetice a fost realizata ca o suita integrata de etape riguroase, menite
sd asigure atat validitatea statistica a rezultatelor, cat si interpretabilitatea biologica, ecologica
si etologica a acestora. Desi s-a planificat initial colectarea a minim 18000 de probe,
optimizarea procedurilor de recoltare, personalul instruit si cinii specializati au contribuit la
colectarea cu aproximativ 34% mai mult decat planificarea initiald. Acest fapt demonstreaza
importanta implementarii tehnicilor de ultima generatie pentru a desfasura studii genetice la
scarda mare si justificd pe deplin eforturile extraordinare din spatele procesului, atat cele
stiintifice cat si cele practice. In cadrul laboratorului s-au analizat integral toate probele
receptionate. Totodata, trebuie mentionat faptul cd in cadrul acestui studiu au fost colectate

probe din 25 de judete situate in arealul de distributie al speciei (Figura 12).
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Figura 12. Situatia probelor genetice colectate pe ani si pe luni, la nivelul judetelor
Genotiparea probelor si identificarea indivizilor pe baza rezultatelor

S-a reusit genotiparea a 57% din probele receptionate conforme (minim 3-5 fire de par
cu radacina in plic) si turbiditate tub Isohelix 1n clasele 1 si 2. Probele care au inregistrat cel
mai mare succes au provenit din clasa 1 de turbiditate (Figura 13), confirmand rezultatele
testelor din teren, care s-au efectuat inainte de campania de recoltare. Acestea au fost urmate

de probele incadrate in clasa a doua.
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Figura 13. Distributia spatiald a probelor in functie de clasele de turbiditate

Un procent de 72% dintre probele genotipate au fost confirmate cu genotipuri (Figura
14), in total 7421 de probe, dintre care, 1556 probe de par, 5096 probe de fecale si 768 probe
de tesut provenit de la indivizii recoltati in baza legii 242 din 23 iulie 2024 (nivel de preventie
pentru anul 2024 si 2025) si o proba de sange. In anul 2022 s-au inregistrat 539 de genotipuri,
in anul 2023 s-au Inregistrat 4389 de genotipuri, in anul 2024 au fost detectate 2204 genotipuri,
iar in anul 2025 s-au obtinut 289 de genotipuri. Genotipurile sunt direct proportional cu
numarul de probe recoltate. Asa cum se poate observa esantionul este reprezentat majoritar de
catre probe de fecale, aceasta confera proprietdti statistice mult mai bune pentru analiza de tip

capturare — marcare - recapturare.
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Rata de succes a genotiparii probelor non - invazive din studiul de fatd se Incadreaza in
intervalul valorilor raportate in literatura de specialitate (17,5% — 81%; Frosch et al., 2014;

Pérez et al., 2009; Pylidis et al., 2021; Taberlet et al., 1997).

Spatial heatmap of BearlD success (binned mean)

|| [ ||
ﬂ i =
a7
=
- Success rate
100%

® = =]
S = o 75%
2 - L,J
= = . = 50%
- s I

46 = || 25%

= 0%
ol | ™
) = =
m
[ i
= =
=
45
22 23 24 25 26 27
Longitude

Figura 14. Distributia probelor genotipate cu succes

Din cadrul esantionului non - invaziv (par si fecale) s-au determinat 6652 de genotipuri
(Figura 15) si 4655 varietdti de profiluri genetice, dintre care 3176 masculi si1 1479 femele.

Numarul maxim de recapturari a fost egal cu 14 la femele si 18 la masculi.

In ceea ce priveste monitorizarea intensiva desfasurata in anul 2023, aceasta include

4326 de genotipuri, care au stat la baza estimarii densitatilor si abundentei.
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Estimarea populatiei s-a realizat exclusiv in baza esantionului non - invaziv (par si
fecale) din anul 2023 (perioada Martie — Decembrie), fiind indeplinita conditia biologica de
populatie inchisa.

In ceea ce priveste indivizii recoltati in baza legii 242 din 23 iulie 2024 (nivel de
preventie pentru anul 2024 si 2025), acestia nu au fost inclusi in estimarea populatiei.

In ceea ce priveste raportul sexelor, numarul de masculi este considerabil mai mare
decat cel al femelelor, fapt constatat si in cadrul altor studii locale realizate in Roméania (losif
et al., 2021). In cadrul prezentului studiu, din total probelor analizate s-au identificat 68%
masculi si 32% femele. In studiile desfisurate la nivel local s-a identificat un procent de 22%
femele si 78% masculi in cadrul esantioanelor non-invazive de par si respectiv 39% si 42%

pentru fecale (losif et al., 2021).
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Analizele de capturare-recapturare spatial explicite si capturare-marcare-recapturare

Numarul minim de indivizi identificati direct, desi util, este rareori suficient pentru
obiectivele de management. Pentru o gestionare eficienta a unei specii, informatia esentiala o
reprezintd, de reguld, numarul indivizilor nedetectati in timpul esantionarii si, implicit,
estimarea marimii totale a populatiei studiate. Aceasta problema este abordata frecvent prin
modele de tip capturare - marcare - recapturare si prin metode capturare-recapturare spatial
explicite. Combinarea metodelor spatiale si non-spatiale de capturare—recapturare ofera un
cadru robust de interpretare, valorificand avantajele reducerii erorilor spatiale cu cele ale

consistentei estimarilor non-spatiale.
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Figura 16. Distributia probelor genetice si a genotipurilor utilizate la estimarea populatiei
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Estimare marimii populatiei prin analizele de capturare - marcare - recapturare

Modelul Mh Chao (Chao 1987) se distinge prin robustetea sa intr-o gama larga de
conditii si prin caracterul sau adecvat pentru populatii mari. Acesta utilizeaza o estimare
neparametrica a limitei superioare, eficientd atat din punct de vedere computational cét si
robustd la abaterile moderate de la presupunerile modelului (Chao 1987). De asemenea,
modelul permite esantionarea continuad si include o corectie pentru detectabilitatea incompleta.
Acesta ia in considerare indivizii care nu au fost capturati In timpul esantionarii, utilizand
frecventele observate ale indivizilor capturati, pentru a estima numarul celor neobservati, intr-
un context In care probabilitatea de a observa fiecare individ este scazuta.

In comparatie cu alte modele de tip capturare - marcare - recapturare, modelul Mh Chao
ofera performante diferite in functie in dimensiunea populatiei. Pentru populatii mici, acesta
este adesea depasit de alte metode, precum Capwire, care genereaza intervale restranse ale
estimarii (Miller et al., 2005).

Pentru estimarea populatiei de urs din Romania s-au utilizat exclusiv probele colectate
in perioada Martie — Decembrie 2023 (Figura 16), unde modelul Mh Chao a indicat o abundenta
cuprinsa intre 10657 si 12787 de indivizi, cu un interval de incredere de 95% si o valoare medie
estimatd de 11651. Pentru a ne asigura ca intervalul estimat este valid, s-au rulat modele
separate Mh Chao atat pentru femele, cat si pentru masculi. Astfel s-a obtinut pentru femele un
interval cuprins intre 3258 si 4467 exemplare estimate (IC 95%), iar pentru masculi 7854 si
8807 exemplare estimate (IC 95%). Suma punctelor medii pe sexe se situeaza in intervalul
estimat, ceea ce este rezonabil, avand In vedere faptul cad estimdrile pe sexe sunt obtinute
independent.

Modelul Capwire TIRM, utilizat si selectat ca fiind reprezentativ in studiile
implementate la nivel local in tara noastra (losif et al., 2021), a Inregistrat valori mai mari in
ceea ce priveste limita minimd estimatd a intervalului (11237) si valori mai mici in ceea ce
priveste limita superioara a intervalului (12470). Asa cum s-a procedat si la Mh Chao, s-au
rulat independent modele de estimare pe sexe, astfel s-a obtinut un interval cuprins intre 3841

s1 4161 pentru femele (IC 95%) si un interval cuprins intre 7522 si 8576 pentru masculi (IC
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95%). Siin acest caz, suma punctelor medii pe sexe s-a situat in intervalul estimat, ceea ce este
rezonabil avand in vedere ca estimarile pe sexe sunt obtinute independent.

Rezultatele obtinute aratd ca modelul Capwire TIRM evidentiaza valori situate peste
pragul minim estimat de modelul Mh Chao. In ceea ce priveste intervalul minim si maxim al
modelelor, modelul Capwire TIRM a prezentat o diferentd mai mica intre valoarea minima si
maxima. Estimarile derivate din celelalte modele (de ex. MARK Huggins) depasesc valorile
obtinute prin modelul Mh Chao, utilizat ca prag minim.

Pentru estimarea populatiei de urs din Romania in anul 2023 a fost selectatd metoda
care a furnizat limita minima cea mai conservatoare a estimarii. Modelul Mh Chao a indicat o
abundentd cuprinsa intre 10657 si 12787 de indivizi, cu un interval de incredere de 95% si o

valoare medie estimata de 11651.

Estimare densitatilor si abundentei prin analize capturare-recapturare spatial explicite

Calculul densitatilor si al abundentei s-a realizat cu ajutorul pachetului oSCR in R, un
cadru de analiza de tip likelihood pentru modele spatiale de capturare-recapturare. oSCR
estimeazd parametrii prin maximizarea verosimilitatii complete (sau conditionate) a istoricului
de capturi, integrand simultan pozitiile necunoscute ale centrelor de activitate ale indivizilor.
Aceastd abordare permite formularea si ajustarea modelelor pe sesiuni multiple si a celor
structurate pe sexe, asigurand robustete 1n interpretarea datelor. Modelarea in oSCR ia in
considerare efectul de margine prin extinderea zonei potentialelor centre de activitate ale
indivizilor in jurul regiunii tintd pentru estimarea densititii. In acest context, au fost ajustate
modele multi-sesiune, corespunzatoare anilor 2023 si 2024. Desi au fost utilizate modele multi-
sesiune, prezentarea rezultatelor se concentreaza asupra densitdtilor estimate pentru anul 2023,
considerat anul de referinta datorita esantionului si intensitatii efortului de colectare.

In figura 17 se pot vizualiza rezultatele analizelor oSCR privind densitatea populatiei
de urs brun la nivelul judetelor analizate, iar valorile sunt raportate la un grid de 2500 m. Zonele
cu culoare brun intensa inregistreaza cele mai mari valori ale densitatilor, urmate de cele cu

intensitate medie si de cele cu un colorit apropiat de galben.
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Judetele cu cele mai ridicate valori ale densitatii raportate la 100 km? sunt, in ordine
descrescdatoare: Brasov, Harghita, Buzau, Vrancea, Mures, Covasna si Arges, urmate de

Prahova si Sibiu, precum si de celelalte judete incluse in modelare detaliate mai jos.
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Figura 17. Valorile densitétilor populatiei de urs brun la nivel de judet

Abundenta medie a ursului brun din Romania pentru anul 2023 (Figura 18) a fost
estimatd la 10815 indivizi, pe baza localizarii estimate a centrelor de activitate ale
exemplarelor. Aceastd estimare anuald reflecta dimensiunea populatiei la finalul anului 2023,
dupd contabilizarea mortalitatii si inainte de debutul perioadei de reproducere din primavara

anului 2024.
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Figura 18. Abundenta medie a populatiei de urs in judetele analizate

Densitatea, exprimatd ca numar de indivizi la 100 km?, impreuna cu abundenta medie
(numarul estimat de indivizi), obtinute prin modelarea oSCR si insotite de intervale de

incredere de 95%, sunt prezentate pentru judetele analizate in Figura 19 .
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Figura 19. Densitatea si abundenta populatiei de urs obtinute prin modelarea oSCR

Judetul Alba

Densitatea medie estimata la nivelul judetului Alba este de 4,99 exemplare la 100 km?,
cu un interval de incredere de 4—-6 exemplare. Abundenta medie estimata pentru judetul Alba
este de 109 indivizi, valoarea corespunzatoare abundentei medii integreaza corectia aferenta
proportiei pe sexe.

Conform datelor colectate de la Institutul National de Statistica (INS), In anul 2023,
fondul forestier al judetului a insumat 207,4 mii ha, dintre care 202,7 mii ha au reprezentat
suprafatd impaduritd. Structura acestuia, cu 69,1 mii ha de paduri de rasinoase si 133,7 mii ha
de paduri de foioase, asigurd o diversitate importanta de resurse trofice si conditii de adapost

pentru ursul brun. Alte categorii de terenuri incluse in fondul forestier totalizeaza 4,7 mii ha,
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contribuind la caracterul variat al habitatelor disponibile. Suprafata terenurilor agricole

insumeaza 117,2 mii ha.

Judetul Arges

Densitatea medie estimata la nivelul judetului Arges, este de 15,7 exemplare la 100 km?,
cu un interval de 12 si 20 de exemplare. Abundenta medie estimata pentru judetul Arges este
de 771 indivizi, valoarea corespunzatoare abundentei medii integreazd corectia aferenta
proportiei pe sexe.

in anul 2023, fondul forestier al judetului a totalizat 276,8 mii ha, dintre care 271,7 mii
ha au reprezentat suprafata Tmpaduritd. Structura acestuia include 84,0 mii ha de paduri de
rasinoase si 187,7 mii ha de paduri de foioase, asigurand o diversitate semnificativd de resurse
de hranad si addpost pentru ursul brun. Alte tipuri de terenuri din fondul forestier insumeaza 5,0

mii ha. Suprafata terenurilor agricole insumeaza 154,3 mii ha (INS).

Judetul Bacau

Densitatea medie estimata la nivelul judetului Bacau este estimata la 13,7 exemplare la
100 km?, cu un interval intre 7 si 20 de exemplare. Abundenta medie estimatd pentru judetul
Bacau este de 411 indivizi, valoarea corespunzatoare abundentei medii integreazd corectia
aferenta proportiei pe sexe.

In anul 2023, fondul forestier al judetului a tnsumat 273,0 mii ha, dintre care 267,8 mii
ha au constituit suprafatd Impadurita. Structura vegetatiei forestiere evidentiaza 89,1 mii ha de
paduri de rasinoase si 178,6 mii ha de paduri de foioase, in timp ce alte categorii de teren
incluse in fondul forestier insumeaza 5,2 mii ha. Suprafata terenurilor agricole a totalizat 163,1

mii ha, conform datelor furnizate de INS.

Judetul Bistrita-Nasaud, Maramures

Densitatea medie estimatd la nivelul judetelor Bistrita-Ndsaud si Maramures este
estimata la 11,8 exemplare la 100 km?, cu un interval de 7 - 17 exemplare. Abundenta medie
pentru judetele Bistrita Nasaud si Maramures impreund este de 1153 de indivizi, valoarea
corespunzatoare abundentei medii integreaza corectia aferenta proportiei pe sexe. Aceste date

reflectd situatia combinatd a celor doud judete, nicidecum o situatie independentd a fiecarui

MINISTERUL MEDIULUI,

(X
APELOR SI PADURILOR Ll&

Proiect cofinantat din Fondul European de Dezvoltare Regionald, prin Program Operational Infrastructurd Mare 2014-2020 si
din Fondul de coeziune prin Programul Dezvoltare Durabila 2021-2027



Cofinantat de
Uniunea Europeana

judet. Combinarea celor doua judete s-a realizat din considerente strict legate de parametrii
necesari a fi disponibili pentru rularea modelelor.

In judetul Bistrita-Nasaud, fondul forestier a insumat 192,5 mii ha in anul 2023, dintre
care 187,9 mii ha au reprezentat suprafatda impadurita. Padurile de rasinoase ocupa 80,5 mii ha,
iar cele de foioase insumeaza 107,4 mii ha. Alte categorii de terenuri din fondul forestier
totalizeaza 4,7 mii ha. Suprafata terenurilor agricole insumeaza 47,9 mii ha (INS).

In judetul Maramures, fondul forestier a iInsumat 260,4 mii ha in anul 2023, din care
254,4 mii ha reprezintd suprafata impaduritd. Padurile de rasinoase totalizeazd 107,6 mii ha,
iar cele de foioase acopera 146,8 mii ha. Alte terenuri incluse in fondul forestier insumeaza 6,0

mii ha. Suprafata terenurilor agricole insumeaza 56 mii ha (INS).

Judetul Brasov

Densitatea medie estimata la nivelul judetului Bragov este de 29,9 exemplare la 100
km?, cu un interval de 24-36 exemplare. Abundenta medie estimata pentru judetul Brasov este
de 1329 indivizi, valoarea corespunzatoare abundentei medii integreaza corectia aferenta
proportiei pe sexe.

in anul 2023, fondul forestier a totalizat 205,8 mii ha, din care 202,9 mii ha reprezinta
suprafatd impadurita. Rasinoasele ocupa 68,3 mii ha, iar foioasele 134,6 mii ha. Alte terenuri

totalizeaza 2,9 mii ha. Suprafata terenurilor agricole Insumeaza 60,4 mii ha (INS).

Judetul Buzau

Densitatea medie estimata la nivelul judetului Buzau este de 18 exemplare la 100 km?,
cu un interval de 15 — 21 exemplare. Abundenta medie estimatd pentru judetul Buzau este de
606 indivizi, valoarea corespunzdtoare abundentei medii integreaza corectia aferenta proportiei
pe sexe.

in anul 2023, fondul forestier a fost de 160,3 mii ha, cu 157,7 mii ha suprafata
impaduritd. Rasinoasele insumeaza 47,7 mii ha, iar foioasele 110,0 mii ha. Alte terenuri acopera

2,6 mii ha. Suprafata terenurilor agricole Tnsumeaza 263,8 mii ha (INS).
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Judetul Caras-Severin, Gorj, Timis

Densitatea medie estimatd la nivelul judetelor Caras-Severin, Gorj, Timis densitatea
medie a populatiei de urs brun este de 4,3 exemplare la 100 km? cu un interval de 3 - 6
exemplare. Abundenta medie estimata pentru judetele Caras-Severin, Gorj, Timis este de 253
indivizi, valoarea corespunzatoare abundentei medii integreaza corectia aferenta proportiei pe
sexe.

Aceste date reflectd situatia combinatd a celor trei judete, nicidecum o situatie
independenta a fiecarui judet. Combinarea lor s-a realizat din considerente strict legate de
parametrii necesari a fi disponibili pentru rularea modelelor.

In anul 2023, fondul forestier a insumat 435,0 mii ha, dintre care 426,6 mii ha au
reprezentat suprafatd impdaduritd in judetul Caras-Severin. Padurile de rasinoase acopera 42,4
mii ha, iar cele de foioase se intind pe 384,2 mii ha, conferind judetului un caracter forestier
predominant de tip foios. Alte categorii de terenuri incluse in fondul forestier totalizeaza 8,4
mii ha. Suprafata terenurilor agricole insumeaza 73 mii ha (INS).

in judetul Gorj, in anul 2023, fondul forestier a fost de 252,6 mii ha, din care 247,1 mii
ha au constituit suprafatd impadurita. Din totalul acesteia, padurile de raginoase Tnsumeaza 26,9
mii ha, iar cele de foioase 220,1 mii ha, reflectind o structura forestiera dominata de foioase.
Alte terenuri forestiere acoperd 5,6 mii ha. Suprafata terenurilor agricole Insumeaza 75,5 mii
ha (INS).

In anul 2023, fondul forestier din judetul Timis a Tnsumat 106,8 mii ha, dintre care 104,8
mii ha au reprezentat suprafata Impadurita. Padurile de rasinoase ocupa 4,4 mii ha, iar cele de
foioase 100,4 mii ha, indicand o preponderentd a speciilor de foioase in compozitia forestiera.
Alte terenuri din fondul forestier insumeazd 2,0 mii ha. Suprafata terenurilor agricole

insumeaza 365 mii ha (INS).
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Judetul Covasna

Densitatea medie estimata la nivelul judetului Covasna este de 17,1 exemplare la 100
km?, cu un interval de 14 — 21 exemplare. Abundenta medie estimatd pentru judetul Covasna
este de 552 indivizi, valoarea corespunzatoare abundentei medii integreaza corectia aferenta
proportiei pe sexe.

in anul 2023, fondul forestier a fost de 171,9 mii ha, cu 169,9 mii ha suprafata
impaduritd. Padurile de rasinoase insumeaza 64,7 mii ha, iar cele de foioase 105,2 mii ha. Alte
terenuri acoperd 2,0 mii ha. Suprafata terenurilor agricole Insumeaza 79,3 mii ha (INS).

In cazul judetului Covasna, judet care are o suprafati compactd ocupatd de zone
agricole, care nu au fost incluse Tn modelare, insa datorita comportamentului actual al speciei,
acestea sunt frecventate de cdtre aceasta, consideram ca atat densitatile cat si abundenta sunt

subestimate.

Judetul Ddambovita

Densitatea medie estimata la nivelul judetului Dambovita este de 8 exemplare la 100
km?, cu un interval de 5 — 11 exemplare. Abundenta medie estimata pentru judetul Dambovita
este de 153 indivizi, valoarea corespunzdtoare abundentei medii integreaza corectia aferenta
proportiei pe sexe.

In anul 2023, fondul forestier a totalizat 119,0 mii ha, din care 116,3 mii ha reprezinta
suprafatd impadurita. Rasinoasele ocupd 14,6 mii ha, iar foioasele 101,7 mii ha. Alte terenuri

insumeaza 2,8 mii ha. Suprafata terenurilor agricole insumeaza 156 mii ha (INS).

Judetul Harghita

Densitatea medie estimata la nivelul judetului Harghita este estimata la 27,4 exemplare
la 100 km?, cu un interval de 22 — 33 exemplare. Abundenta medie estimata pentru judetul
Harghita este de 1727 de indivizi, valoarea corespunzatoare abundentei medii integreaza
corectia aferentd proportiei pe sexe.

in anul 2023, fondul forestier a insumat 264,1 mii ha, dintre care 260,2 mii ha suprafata
impaduritd. Raginoasele ocupa 189,0 mii ha, iar foioasele 71,2 mii ha. Alte terenuri Insumeaza

3,9 mii ha. Suprafata terenurilor agricole insumeaza 44,3 mii ha (INS).
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Judetul Hunedoara

Densitatea medie estimata la nivelul judetului Hunedoara este de 9,5 exemplare la 100
km?, cu un interval de 6 — 13 exemplare. Abundenta medie estimatd pentru judetul Hunedoara
este de 526 de indivizi, valoarea corespunzatoare abundentei medii integreaza corectia aferenta
proportiei pe sexe.

In anul 2023, fondul forestier a totalizat 315,8 mii ha, din care 310,1 mii ha reprezinta
suprafatd impaduritd. Rasinoasele insumeaza 80,9 mii ha, iar foioasele 229,3 mii ha. Alte

terenuri acopera 5,6 mii ha. Suprafata terenurilor agricole insumeaza 49,7 mii ha (INS).

Judetul Mures

Densitatea medie estimata la nivelul judetului Mures este de 17,4 exemplare la 100 km?,
cu un interval de 14 — 21 exemplare. Abundenta medie estimata pentru judetul Mures este de
873 de indivizi, valoarea corespunzatoare abundentei medii integreazd corectia aferenta
proportiei pe sexe.

In anul 2023, fondul forestier a insumat 218,7 mii ha, cu 216,5 mii ha suprafata
impaduritd. Rasinoasele acopera 82,6 mii ha, iar foioasele 133,9 mii ha. Alte terenuri

insumeaza 2,2 mii ha. Suprafata terenurilor agricole insumeaza 193,3 mii ha (INS).

Judetul Neamt

Densitatea medie estimata la nivelul judetului Neamt este de 4,3 exemplare la 100 km?,
cu un interval de 4 si 5 exemplare. Abundenta medie estimata pentru judetul Neamt este de
173 de indivizi, valoarea corespunzatoare abundentei medii integreaza corectia aferenta
proportiei pe sexe.

In anul 2023, fondul forestier a totalizat 262,8 mii ha, dintre care 258,0 mii ha suprafata
impaduritd. Rasinoasele reprezintd 139,3 mii ha, iar foioasele 118,7 mii ha. Alte terenuri
totalizeaza 4,9 mii ha. Suprafata terenurilor agricole Insumeaza 159,6 mii ha (INS).

Pentru judetul Neamt s-au inregistrat putine recapturari in ambele clase (femele si

masculi), este foarte probabil ca valorile densitatilor si abundentei sa fie subestimate.
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Judetul Prahova

Densitatea medie estimata la nivelul judetului Prahova este de 15,2 exemplare la 100
km?, cu un interval de 10 si 21 exemplare. Abundenta medie estimata pentru judetul Prahova
este de 493 de indivizi, valoarea corespunzatoare abundentei medii integreaza corectia aferenta
proportiei pe sexe.

In anul 2023, fondul forestier a fost de 146,9 mii ha, din care 144,7 mii ha reprezinta
suprafatd Tmpaduritad. Rasinoasele insumeaza 32,6 mii ha, iar foioasele 112,1 mii ha. Alte

terenuri acoperd 2,2 mii ha. Suprafata terenurilor agricole Tnsumeaza 139,8 mii ha (INS).

Judetul Sibiu

Densitatea medie estimata la nivelul judetului Sibiu este de 14,2 exemplare la 100 km?,
cu un interval de 8 si 20 de exemplare. Abundenta medie estimata pentru judetul Sibiu este de
683 de indivizi, valoarea corespunzitoare abundentei medii integreaza corectia aferenta
proportiei pe sexe.

In anul 2023, fondul forestier a atins 202,8 mii ha, din care 200,2 mii ha reprezinta
suprafatd Tmpaduritad. Rasinoasele totalizeazd 74,3 mii ha, iar foioasele 125,9 mii ha. Alte

terenuri Insumeaza 2,6 mii ha. Suprafata terenurilor agricole Tnsumeaza 75,2 mii ha (INS).

Judetul Suceava

Densitatea medie estimata la nivelul judetului Suceava este de 2,5 exemplare la 100
km?, cu un interval de 2 si 3 exemplare. Abundenta medie estimata pentru judetul Suceava este
de 169 de indivizi, valoarea corespunzatoare abundentei medii integreaza corectia aferentd
proportiei pe sexe.

Pentru judetul Suceava s-au inregistrat putine recapturi in ambele clase (femele si
masculi), este foarte probabil ca valorile densitatilor si abundentei sa fie subestimate.

in anul 2023, fondul forestier a fost de 437,8 mii ha, cu 426,6 mii ha suprafata
impadurita. Rasinoasele ocupa 323,2 mii ha, iar foioasele 103,5 mii ha. Alte terenuri totalizeaza

11,2 mii ha. Suprafata terenurilor agricola insumeaza 179,3 mii ha (INS).

MINISTERUL MEDIULUI,

(X
APELOR SI PADURILOR Ll&

Proiect cofinantat din Fondul European de Dezvoltare Regionald, prin Program Operational Infrastructurd Mare 2014-2020 si
din Fondul de coeziune prin Programul Dezvoltare Durabila 2021-2027



Cofinantat de
Uniunea Europeana

Judetul Vilcea

Densitatea medie estimata la nivelul judetului Valcea este de 12,5 exemplare la 100
km?, cu un interval de 8 si 17 exemplare. Abundenta medie estimatd pentru judetul Valcea este
de 459 de indivizi, valoarea corespunzatoare abundentei medii integreaza corectia aferenta
proportiei pe sexe.

In anul 2023, fondul forestier a totalizat 274,3 mii ha, din care 269,0 mii ha reprezinta
suprafatd Tmpadurita. Rasinoasele acopera 90,1 mii ha, iar foioasele 178,9 mii ha. Alte terenuri

insumeaza 5,2 mii ha. Suprafata terenurilor agricole insumeaza 54,8 mii ha (INS).

Judetul Vrancea

Densitatea medie estimata la nivelul judetului Vrancea este de 17,5 exemplare la 100
km?, cu un interval de 12 si 23 exemplare. Abundenta medie estimata pentru judetul Vrancea
este de 363 de indivizi, valoarea corespunzatoare abundentei medii integreaza corectia aferenta
proportiei pe sexe.

in anul 2023, fondul forestier a fost de 183,1 mii ha, cu 179,1 mii ha suprafata
impaduritd. Rasinoasele ocupa 56,3 mii ha, iar foioasele 122,8 mii ha. Alte terenuri totalizeaza
4,0 mii ha. Suprafata terenurilor agricole Insumeaza 109,5 mii ha (INS).

Pentru judetul Vrancea s-au inregistrat putine recapturdri in ambele clase (femele si
masculi), este foarte probabil ca valorile densitatilor si abundentei sa fie subestimate.

Pentru judetele Cluj si Bihor nu au fost suficiente date astfel incat sd se poatd construi
modelele de densitate si abundentd, drept urmare se raporteaza datele brute astfel: Cluj 7
indivizi (6 masculi si 1 femeld), Bihor 5 indivizi (4 masculi si o femel3). In judetele Mehedinti

(9) si Satu Mare (2), probele recoltate nu au furnizat genotipuri in baza de date finala.
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Modelul spatial nimbleSCR, utilizat pentru a estima marimea populatiei, rata de
detectie si parametrii spatiali ai populatiei de urs brun, indicd o estimare robusta, cu intervale
de credibilitate relativ inguste, sugerand ca efortul de monitorizare si acoperirea spatiala au fost
adecvate. Estimarea medie a marimii populatiei este de aproximativ 11406 indivizi, cu un
interval situat intre 11074 s1 11687 indivizi (IC 2,7%). Aceasta precizie ridicatad asigurd un bun
nivel de incredere in estimarea curentd, comparabild cu cele obtinute in alte studii de referinta.
Parametrul de detectie la origine (p0/Ao) a fost estimat la 0,0164. In ceea ce priveste parametrul
spatial de dispersie (o), estimarea obtinuta este de 8,24 km. Valori comparabile au fost raportate
pentru femelele de urs brun in Norvegia (¢ = 8.9 km) si usor mai ridicate pentru masculi (¢ =
12.9 km) (Dupont et al., 2023; Dupont et al., 2024).

Modelul spatial SPACECAP a generat estimari ale abundentei care depasesc pragurile

considerate conservative, astfel Incat aceste valori nu au fost incluse in prezentul raport.

Explorarea parametrilor genetici, a structurii populationale, a fluxului de gene si a
dimensiunea efectivi a populatiei
Parametrii diversititii genetice

La nivelul markerilor analizati nu au fost detectate indicii privind prezenta alelelor nule,
acest rezultat confirma calitatea ridicatd a genotipurilor obtinute si fiabilitatea datelor genetice.
Estimarile probabilitatii de identitate (PID) si ale probabilitatii de identitate intre frati (PIDsibs)
au evidentiat o putere de discriminare extrem de ridicatd a markerilor utilizati. Valoarea PID
cumulativa obtinuta a fost de 2.6 x 107'%, ceea ce indica o probabilitate aproape nula ca doi
indivizi neinruditi si prezinte acelasi genotip multilocus. In mod similar, valoarea PIDsibs
cumulativd de 6.1 x107 sugereaza o capacitate foarte buna de diferentiere chiar si intre indivizi
inruditi de gradul I (frati).

Datele obtinute pentru markerii nucleari SSR au evidentiat un nivel ridicat al diversitatii
genetice in populatia de urs brun din Roméania. Numarul de alele pe locus (Na) a variat intre 9
si 19, iar numarul efectiv de alele (NVe) a prezentat valori cuprinse intre 3.55 $i 9.30, media fiind

de 5.62 + 0.44, ceea ce sugereaza o distributie echilibrata a frecventelor alelice. Heterozigotia
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observatd (Ho) a variat intre 0.699 si 0.865, cu 0 medie de 0.79 + 0.01, in timp ce heterozigotia
asteptata (He) a prezentat valori cuprinse intre 0.726 si 0.892, avand o medie de 0.808 +0.015.
Coeficientul de consangvinizare () a avut valori scazute, media fiind 0.021 £+ 0.009, indicand

un nivel redus de consangvinizare in populatia analizata.
Structura populationald

Structura populationald a fost investigata anterior pe baza probelor de tesut colectate de
la 199 de indivizi extrasi in cadrul derogérilor din perioada 2011-2013 (Fedorca et al., 2019),
folosind un numar mai redus de markeri genetici. Desi a fost identificat un singur cluster
genetic, analiza spatiald a evidentiat corelatii semnificative intre variatia genetica si structura
geografica a populatiei de-a lungul lantului Carpatic la acel moment. Baza de date actuala, care
include un numar fara precedent de genotipuri, permite obtinerea unor rezultate mult mai
precise si cu o rezolutie temporald superioara.

Graficul de mai jos reprezinta structura genetica individuala rezultatd in urma analizei
bayesiene din programul Structure. Fiecare bara verticala reprezintd un individ, iar culorile
reflectd proportia de apartenentd geneticd la cele trei clustere genetice identificate (rosu —
Cluster I, albastru — Cluster II, verde — Cluster III) (Figura 20). Modelul de colorare indica un
grad moderat de amestec genetic (admixture) Intre indivizi, dar si prezenta unor tendinte
spatiale. Aceste rezultate sustin existenta unei structuri genetice detectabile in populatia de urs
brun, corespunzand unei organizari spatiale in cadrul distributiei speciei. Analiza combinata a
rezultatelor obtinute In programele Structure si PopCluster indica faptul cd cel mai probabil

numar de clustere genetice in cadrul populatiei de urs din Romania este 3.

Figura 20. Diagrama de tip ,,barplot” generata in programul Structure pentru cel mai probabil

numar de clustere genetice (K = 3) determinat conform metodei Evanno

Figura 21 prezinta distributia spatiald a indivizilor din populatia de urs din Roméania

conform rezultatelor obtinute in programul Structure (K=3). Fiecare punct colorat reprezintd
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un individ, iar diagramele asociate indica proportia apartenentei genetice la unul dintre cele trei
clustere (rosu — Cluster I, albastru — Cluster II, verde — Cluster I1I). Dupa cum se poate observa,
se evidentiazd un cluster sudic (I), predominant localizat in Carpatii Meridionali, un cluster
sud-estic (II) corespunzator Carpatilor de Curburd si un cluster nordic (III) corespunzitor
Carpatilor Orientali. Distributia spatiala reflecta intrepatrunderea celor trei clustere genetice
de-a lungul lantului carpatic. Astfel, rezulta un flux de gene istoric neintrerupt intre cele trei

clustere genetice, inclusiv in partea de vest a tarii (Carpatii Occidentali).
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Figura 21. Repartitia geografica a indivizilor de urs brun utilizand metoda Structure (K = 3)

In continuare, clusterele genetice au fost proiectate pe un plan bidimensional pe baza
analizei sPCA (Figura 22), pentru a ilustra nivelul de diferentiere genetica in populatia de urs

din Romania. Rezultatele indica o structurd genetica spatiala moderata, cu o separare redusa
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intre cele trei clustere identificate. Toate cele trei clustere prezintd zone de suprapunere,
sugerand o coeziune genetica interna ridicatd si un nivel semnificativ de admixture intre ele,
rezultat confirmat si de valorile indicelui Fsr scazute (Fst = 0.02). Primele doua componente
principale (conform eigenvalues) explicd cea mai mare parte din variatia genetica spatiala,
confirmand relevanta acestor axe pentru descrierea structurii populationale.

In concluzie, analiza SPCA confirmi existenta a trei clustere genetice principale (sudic,
sud-estic si nordic) si evidentiaza structuri genetice slabe, dar semnificative, caracterizate prin

variatii spatiale graduale.

sPCA of Ursus arctos axes 1-2

- Cluster |
- Cluster Il
- Cluster Il

PC 2

PC 1

Figura 22. Analiza PCA spatiald (PC1 vs. PC2). In partea stanga jos sunt redate valorile

suport (eigenvalues) pentru fiecare componenta principala
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Matricea de diferentiere Fst (Figura 23) aratd, in general, o diferentiere genetica slaba
intre clustere. Cea mai mica valoare a fost observata intre clusterul II si clusterul III (Fst=
0.022), iar cea mai mare diferentiere genetica a fost semnalatd intre clusterul II si clusterul I
(Fst= 0.026). Diferentierea genetica intre clusterul I si clusterul III inregistreaza o valoare

intermediara, Fst= 0.024.

Ursus arctos Pairwise Fgr

Cluster Il

0.026
0.025
0.024
0.023
0.022
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Cluster | Cluster Il

Figura 23. Matricea de diferentiere Fstintre cele trei clustere

Fluxul de gene si conectivitatea

Conectivitatea reprezintd un element esential in contextul fragmentarii accentuate a
peisajului european. Existd deja o bazd solida de cunostinte privind efectele barierelor
ecologice si masurile de reducere a acestora, in special in ceea ce priveste impactul
infrastructurilor rutiere, feroviare si al altor structuri similare. Rezultatele obtinute sunt in
concordantd cu cele raportate anterior de Fedorca et al., 2019, insa ofera o rezolutie spatiala
semnificativ imbunatatita si o caracterizare mai detaliata a zonelor focale.

Rata efectivd de “migratie” rezultatd din EEMS reprezinta un indicator statistic al

fluxului genetic dintre diferite zone geografice, derivat din nivelurile de similaritate si
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diferentiere geneticad observate intre populatii. Aceasta rata nu reflecta migratia demografica
propriu-zisd, ci descrie gradul relativ de conectivitate genetica dintre regiuni, evidentiind zone
cu schimb genetic facil sau, dimpotriva, cu restrictii privind transmiterea genetica. Estimarea
suprafetelor de ,,migratie” s-a realizat prin intermediul configuratiilor de tip deme, prin
selectarea modelului statistic optim.

Analiza EEMS a evidentiat existenta a trei zone majore de ,,migratie” in cadrul
populatiei de urs brun, localizate in nord, sud-vest si sud-est. Astfel, zonele reprezentate prin
nuante de albastru inchis indica rate de ,,migratie” de peste zece ori mai mari decat media
estimata pentru specie, in timp ce, zonele portocalii-maronii reflecta rate efective de ,,migratie”
de pana la sapte ori mai scazute (Figura 24). Nucleele coincid cu cele trei clustere genetice
identificate anterior, iar aceastd concordantd spatiald sugereazd existenta unor diferentieri
genetice si existenta unor factori care contribuie la limitarea fluxului de gene. In ansamblu,
modelul evidentiaza un echilibru specific speciilor de carnivore mari cu mobilitate ridicata,
intre conectivitate populationald si structurare regionald. Mentinerea acestui echilibru este
esentiald pentru persistenta meta populatiilor pe termen lung si subliniazd necesitatea
conservarii continuitatii habitatelor in zonele cu conectivitate ridicatd, precum si a
monitorizarii atente a zonelor caracterizate de o rata efectiva de ,,migratie” scazuta in contextul

presiunilor antropice.
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Figura 24. Fluxul de gene rezultat din analiza EEMS: zonele in nuante de albastru indica rate
efective de migratie peste media estimata, cele in nuante de portocaliu—brun indica valori sub

media acestor rate, iar nuantele de verde si galben reflecta niveluri intermediare
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Figura 25. Modelarea habitatului potential pentru ursul brun

Straturile integrate in analiza modelarii habitatului potential (Figura 25) evidentiaza
principalele dimensiuni care influenteaza distributia, comportamentul si conectivitatea.
Habitatul forestier, definit prin indicatori ai biomasei, tipurilor de padure si densitatii
coronamentului, ofera informatii esentiale privind calitatea habitatului, disponibilitatea
resurselor trofice si zonele de addpost. Proximitatea fatd de padure este un factor determinant
pentru speciile dependente de acoperirea forestierd, intrucat indica accesul la coridoare naturale
si la zone tampon fatad de presiunile antropice.

Topografia modeleaza microclimatul si accesibilitatea terenului, iar variabile precum
altitudinea, panta, expozitia si rugozitatea influenteaza atat structura vegetatiei, cat si
preferintele de deplasare, in special in regiunile montane. De asemenea, resursele critice,

precum apa si diversitatea habitatelor, conditioneaza modul de utilizare a peisajului.
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Proximitatea fata de resurse hidrografice reprezinta un factor major in comportamentul
speciilor, iar eterogenitatea habitatelor indica disponibilitatea unei game variate de resurse
necesare mentinerii populatiilor. Presiunile antropice, incluzand infrastructura rutiera,
suprafetele impermeabile si alte elemente de dezvoltare, pot conduce la fragmentarea
habitatelor si la modificarea rutelor naturale de deplasare. Aceste componente reprezinta factori
critici in evaluarea riscurilor si in fundamentarea masurilor de planificare si conservare.

Desi anumite regiuni prezintad niveluri medii sau reduse ale fluxului genetic, evaluarea
la scara nationald a structurii populationale indica un grad ridicat de interconectare, continuitate
genetica Intre acestea, fara diferentieri semnificative intre populatii, precum si un nivel ridicat
al diversitatii genetice. In acest context, se considera oportuna examinarea zonelor identificate
cu niveluri medii sau reduse ale fluxului genetic si evaluarea posibilitatii coreldrii acestora cu
distributia habitatului potential, utilizind metode si analize complementare. In plus, faptul ci
aria potentiald de habitat, prezintd o extindere considerabila la nivel national, ar fi utild o
evaluare suplimentara a modului in care aceasta este utilizatd, din perspectiva ecologica,
economica si sociala.

Principalele implicatii pentru potentialul evolutiv, de conservare si de management al
speciei sunt urmatoarele:

e Mentinerea si imbunatatirea conectivitatii: fluxul genetic indicd existenta
conectivitatii istorice Intre clustere, insa intensificarea fragmentarii antropice reprezinta
o posibila amenintare. Este de dorit sa se integreze masuri eficiente pentru asigurarea
permeabilitatii ecologice inca din faza de planificare a infrastructurii de transport;

e Structura genetici observata sustine necesitatea unei monitoriziri continue:
monitorizarea periodicd este esentiald pentru detectarea eventualelor pierderi de
diversitate sau a aparitiei izoldrii regionale;

e Elaborarea unui registru national al relocarilor, care sa includa metadatele aferente
fiecarei interventii, precum si colectarea si transmiterea probelor genetice catre
Autoritatea CITES din cadrul INCDS ,Marin Dracea” pentru toate exemplarele
relocate. Se apreciaza ca fiind oportun ca relocarile s fie realizate, atunci cand este

justificat, la o distantd de maximum 100 km fatd de locul capturdrii si in zone unde
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densitatile estimate sunt sub 5 exemplare/100 km?. Totodata, se considera recomandabil
ca indivizii proveniti din sanctuare sau centre de reabilitare sa fie eliberati, pe cat

posibil, in aria de origine.
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Planul de monitorizare genetica pe termen lung a speciei,

infrastructura si resursele asociate

Conform analizelor realizate de Pearman et al., (2024), care utilizeaza o abordare
integratd a marginalitatii nisei ecologice, anumite regiuni din Europa, precum Peninsula
Iberica, coasta estica a Adriaticii, centrul Turciei si, in mod deosebit, lantul carpatic, pot
functiona ca noduri prioritare pentru programe internationale de monitorizare genetica. Aceste
programe pot anticipa si evalua efectele schimbarilor climatice prin stabilirea unor baze
genetice de referinta ce includ populatiile situate la limitele distributiei climatice a speciilor.
Totodata autorii recomanda intensificarea eforturilor de dezvoltare a capacitatilor nationale de
monitorizare genetici, cu accent pe tarile din sud-estul Europei. In aceasti regiune, densitatea
speciilor aflate la limitele nisei climatice este In prezent ridicatd si se estimeaza ca va ramane
semnificativa si in deceniile urmatoare, ceea ce impune o abordare strategica in consolidarea
infrastructurii de monitorizare genetica si a expertizei tehnico-stiintifice. Probele genetice
colectate vor constitui o baza solidd pentru: evaluarea diversitdtii genetice intra-populationale,
estimarea capacitatii adaptative a populatiilor la schimbérile de mediu si fundamentarea
strategiilor de management adaptativ la nivel national si european.

De asemenea, aceste rezultate pot orienta viitoarele investitii ale Uniunii Europene in
programe dedicate monitorizarii genetice si cercetarii in domeniul geneticii conservarii, prin
integrarea explicita a obiectivelor privind monitorizarea diversititii genetice in Directivele
Pasari si Habitate ale Uniunii Europene. Monitorizarea geneticd a populatiilor atrage in prezent
un interes sporit in contextul Conventiei privind Diversitatea Biologica (CBD), Insa necesita
planificare pe termen lung si investitii sustinute.

Plan de monitorizare genetica pe termen lung a populatiei de urs brun din Romania
stabileste cadrul strategic, tehnic si operational necesar pentru evaluarea continud a starii
speciei la nivel national. Monitorizarea geneticd reprezintd un instrument esential pentru
gestionarea durabila a speciei, asigurand obtinerea unor informatii robuste privind marimea si

tendinta populationald, diversitatea genetica, conectivitatea, precum si a masurilor de
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management. Planul de monitorizare genetica pe termen lung este Anexa la Proiectul de act

normativ care aproba zonarea managementului specie urs brun in Romania.
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