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1. Introducere

Desi multe dintre insecte joacd roluri importante in ecosisteme, multe dintre acestea pot
reprezenta patogeni periculosi care afecteazd plantele (Fliszkiewicz si Giejdasz, 2023);
(Darwish, 2015).

Intre plante si insecte pot exista diverse tipuri de relatii, cele din urma fiind cunoscute
ca vectori biologici sau mecanici, putand si sd contamineze alimentele si altor suprafete
vegetale datoritd surselor variate de hrana (Salerno si colab., 2024; Dhokane si Chavan, 2020);
(EI-Sherbini, 2011); (Laroche si colab., 2018).

Hemipterele pot transmite patogeni plantelor prin mecanisme precum ingestie sau
raspandirea sistemica, un alt motiv pentru aceasta transmitere poate fi cd multe insecte reusesc
sa realizeze relatii de mutualism cu bacterii endosimbionte (Heck, 2018).

Dipterele prezinta un interes stiintific deosebit si variat, cu multiple roluri, incluzand
accelerarea descompunerii precum si colonizarea cu alte microorganisme datorita transportarii
pe exoschelet sau prin regurgitare avand ca efect contaminarea fructelor (Flury si colab., 2018);
(Park si colab., 2017); (Vega si colab., 2021); (Ercan si colab., 2024).

In consecinta studiul acestor speciii de bacterii asociate cu dipterele din livezi pot oferi
informatii vitale cu privire la modul de interactiune intre ele si plante precum si a implicatiilor

cu privire la sdnatatea culturilor si a productiei pomicole.

2. STADIUL ACTUAL AL CUNOASTERII

Proliferarea necontrolatd a insectelor poate reprezenta o cauza a pierderilor pomilor
fructiferi, iar cateva specii cu referire la care s-au realizat studii sunt Drosophila melanogaster,
cu importanta in ereditate si genetica (O’Grady si DeSalle, 2018), Drosophila simulans cu
diverse tipuri de substraturi pe care se poate dezvolta (Oakeshott si colab., 1989); (Silva-Lopez
si colab., 2023), Drosophila subobscura cu raspandire mare, dar si cu importantd genetica
(Merayo si colab., 2025); (Mestres si colab., 2004); (Marino si colab., 2024). Alte specii si
genuri sunt reprezentate de Botanophila fugax, Anthomyia sp., Scaptomyza pallida,

Scaptomyza elmoi, Helina reversio, Delia platura, Neophyllomyza sp., Oscinella sp.,
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Desmometopa sordida, Sapromyza sp., Musca domestica, Adrastus rachifer, Myzus cerasi,

Fiebrigella sp. si Physiophora alceae.

2.3. Rolul ecologic al insectelor

In Romania, Ceratitis capitata a fost studiati si poate infesta numeroase genuri de pomi
fructiferi (Thomas si colab., 2001, rev. 2010); (Stanciu, 2007); (Chireceanu si colab., 2013).
Multe livezi de pomi fructiferi locali, precum pruni, meri, cires si piersic prezintd insecte din
genurile Drosophila, Musca, Delia si Anthomyia acestea avand corelatii cu genurile bacteriene
Pseudomonas, Enterobacter si Acinetobacter (Stoenescu si colab., 2025); (Zhang si colab.,
2024; Li si colab., 2025; Ranasinghe si colab., 2023).

Bacteriile pot avea roluri de patogeni, comensali sau pot ajuta speciile de insecte in
diferite procese adaptative (Vallet-Gély si colab., 2010; Wielkopolan si colab., 2022);
(Ranasinghe si colab., 2023; Monyama si colab., 2023).

2.4. Rolul speciilor bacteriene asociate speciilor de diptere

Pentru unele specii, precum Drosophila melanogaster, s-a demonstrat ca o expunere la
comunitdti bacteriene ajutd la o dezvoltare mai accentuata a organismului, dar si o dezvoltare
suplimentara a organelor reproducdtoare, indeosebi Saccharomyce cerevisiae sau Acetobacter
malorum pe cand lipsa acestora a determinat o scddere in procesele reproductive (Qiao si
colab., 2019); (Elgart si colab., 2016).

Un alt factor important pentru dezvoltarea organismului o reprezintd dieta care poate
influenta microbiomul (Li si colab., 2021); (Mogren si Shikano, 2021); sau la nivelul
microbiomului pot exista fungi entomopatogeni care pot fi utilizati ca si agenti de biocontrol
(Picciotti si colab., 2023)

Patogenii prezenti in microbiota insectelor se pot transfera datoritd modurilor diverse de
hranire prin intermediul aparatului bucal (Jiang si colab., 2019); (Salerno si colab., 2024);
(Picciotti si colab., 2023). Un alt mod de transfer al patogenilor il poate reprezenta depozitarea
oualelor la nivelul fructelor (Lizama si colab., 2025); (Hazir si colab., 2021).

Relatiile de simbioza sunt prezente intre plante si insecte si intre insecte si bacterii,
avand rol important in polenizare, digestie, hranire, reproducere (Salerno si colab., 2024); (Holt

si colab., 2024).

3. Scopul si obiectivele tezei



Scopul acestei teze de doctorat a fost de a investiga diversitatea entomologicd si
microbiand asociatd pomilor fructiferi din zona sudicd a Romaniei (satul Clatesti, judetul
Calarasi) printr-o abordare integrativa bazata pe metode genetice.

Obiectivele specifice ale studiului au cuprins

(1) identificarea prin metode genetice pe baza codului de bare ADN a speciilor de
insecte asociate cu diverse tipuri de pomi fructiferi apartinand speciilor Malus domestica,
(mar), Malus domestica "Jonagold” (mar Jonagold), Prunus avium (cires), Prunus persica
(piersic), Cydonia oblonga (gutui) si evaluarea preferintelor acestora pentru diferite specii
pomicole

(2) raportarea unor specii noi pentru entomofauna Romaniei identificate prin metode
genetice

(3) caracterizarea comunitatilor bacteriene asociate specimenelor de diptere apartinand
genurilor Drosophila, Botanophila, Scaptomyza si Anthomyia, colectate din diferite specii de
pomi fructiferi, prin analiza diversitatii taxonomice a bacteriilor prin secventierea genei 16S
rARN utilizand tehnologia Illumina, evaluarea distributiei acestora in functie de insecta gazda
si de tipul de pom fructifer, si a rolului potential al acestor bacterii in diseminarea agentilor

patogeni sau a microorganismelor benefice n cadrul ecosistemelor pomicole.

4. MATERIALE SI METODE
4.1 Zona de studiu si colectarea probelor

Zona de studiu a fost reprezentata de regiunea de campie a sudului Romaniei, sat
Clatesti, comuna Mitreni, Judetul Célarasi.

Probele au fost colectate cu ajutorul unor capcane improvizate la nivelul carora s-au
addugat ca atractanti banane si otet (Bahrati si colab., 2004), fiind ulterior depozitate in tuburi
Eppendorf si congelate.

4.2 Identificarea taxonomica a insectelor pe baza caracteristicilor morfologice

Identificarea s-a facut morfologic si prin metoda codului de bare ADN pe baza

subunitatii I a genei mitocondriale citocrom oxidaza (COX1) (Hebert si colab., 2003).

Extractie ADN, Amplificare PCR
Extractia s-a realizat cu ajutorul kitului DNeasy Blood and Tissue Kit (Qiagen,
Germania), urmand ca gena mitocondriala COX1 sa fie amplificata PCR (Mioduchowska si

colab., 2018) folosind Mastercycler ProS System (Eppendorf, Germania), ulterior fragmentelor



obtinute au fost purificate folosind un kit QIAquick PCR purification (Qiagen, Germania).

Probele au fost concentrate la o valoare minima de 2 ng/uL. ADN pentru secventializare Sanger.

Secventializarea Sanger a genei COXI si analiza secventelor ADN

Ampliconii COX1 corespunzatori insectelor colectate au fost secventializati de catre
firma Macrogen, Olanda, iar secventele nucleotidice obtinute au fost editate utilizand software-
ul Sequence Assembly and Alignment-CodonCode Aligner (CodonCode Corporation, 2003)
si identificare prin compararea cu secvente omoloage din bazele de date NCBI GenBank
(Hebert si colab., 2003), aplicand un prag de 97% identitate, urmand sa fie depuse in bazele de

date internationale GenBank.

4.4 Determinarea diversitatii bacteriene asociate insectelor prin secventializare Illumina

16S ARNr

Extractia ADN microbian din insecte, Secventializarea Illlumina a genei 16S ARNr si Analiza
secventelor genei 16S ARNr

ADN-ul total din insectele capturate a fost izolat utilizand kitul DNeasy Blood and
Tissue (Qiagen, GERMANIA) apoi diversitatea bacteriand asociata insectelor a fost
determinata prin secventializarea regiunii V3-V4 amplificate a genei ARNr 168, iar ampliconii
au fost obtinuti si secventializati de catre firma Macrogen (Coreea de Sud), utilizdnd o
platforma [llumina MiSeq 300PE. Secventele genei COXI au fost editate utilizand software-ul
CodonCode Aligner (CodonCode Corporation, 2003). Identificarea moleculara a fost realizata
utilizand algoritmul BLAST si a bazei de date GenBank (Altschul si colab., 1990; Johnson,
2008). Clasificarea taxonomicd a ASV-urilor a fost realizata utilizdnd baza de date Silva v138
16rRNA (silva.nr.v138) cu ajutorul platformei MicrobiomeAnalyst 2.0 (Lu si colab., 2023).

Indicii de diversitate alfa si beta au fost determinati utilizand pachetul phyloseq
(McMurdie si Holmes, 2013). Vizualizarea diferentelor de diversitate beta s-a efectuat prin
analiza de Scalare Multidimensionala Non-Metrica (NMDS) (Kruskal, 1964). Semnificatia
statistici a modelelor de grupare observate a fost evaluata prin Analiza Similaritatilor
(ANOSIM) (Clarke, 1993) si analiza de variatie multivariata prin permutari (PERMANOVA)

(Anderson, 2001), considerand un prag de semnificatie statistica de p < 0,05.


http://silva.nr/

Analizele statistice au fost efectuate cu ajutorul platformei MicrobiomeAnalyst 2.0 (Lu
si colab., 2023). Compararea abundentelor medii ale taxonilor intre cele doua tipuri de probe a
fost realizata utilizand testul T Student (Wickham, 2016; Mishra si colab., 2019; R Core Team,
2023).

REZULTATE
5. DISTRIBUTIA SPECIILOR DE INSECTE LA NIVELUL POMILOR FRUCTIFERI
DINTR-O ZONA POMICOLA DIN SUDUL ROMANIEI
5.1 Colectarea insectelor din pomii fructiferi si caracteristicile habitatului

Au fost analizati pomii fructiferi Malus pumila (mar), Malus domestica Jonagold (mar
ionatan), Prunus persica (piersic), Prunus persica platycarpa (piersic plat), Prunus avium
(cires), Cydonia oblonga (gutui) si Prunus domestica (prun) de la nivelul acestora colectandu-
se 51 de specimene de insecte, cele mai abundente fiind de la nivelul ciresului. Temperaturile
medii pe parcursul colectdrii au fost de aproximativ 24°C cu fructe n diverse stadii de

dezvoltare.

5.2 Identificarea morfologica si genetica a insectelor asociate pomilor fructiferi si analiza
variabilitatii numerice si taxonomice

Identificarea taxonomica a insectelor colectate a fost efectuata pe baza caracteristicilor
morfologice (Ackland, 2001; Komzakova si Rozkosny, 2009) evidentiind apartenenta la 8
familii de Diptera (Anthomyiidae, Drosophilidae, Milichiidae, Chloropidae, Muscidae,
Aphididae, Ulidiidae si Lauxaniidae), si a unui specimen la familia Elateridae (Coleoptera).

Secventele nucleotidice COX1 corespunzatoare specimenelor de insectd identificate
prin codul de bare ADN au fost introduse in GenBank cu numerele de acces OK380902—
OK380942, PV153587, PV017878 si PV018814-PV018823.

In urma analizei BLAST (Zhang si colab., 2000) a fragmentelor COXI obtinute au fost
identificate 18 specii diferite de insecte apartindnd ordinului Diptera (Botanophila fugax,
Helina reversio, Sapromyza sp., Anthomyia sp. ZFMK, Anthomyia sp., Musca domestica,
Drosophila melanogaster, D. subobscura, D. simulans, Neophyllomyza sp., Myzus cerasi,
Delia platura, Oscinella sp., Scaptomyza pallida, S. elmoi, Fiebrigella sp., Desmometopa

sordida s1 Physiophora alceae).
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Din totalul de insecte colectate, cele mai multe specimene au fost colectate din
capcanele montate in cires — 24, un numar mai redus a provenit din meri-12, in piersici — 6
specimene, iar din prun si gutui cate 4 specimene.

Analiza VENN a prezentei acestor insecte in cele 4 tipuri de pomi fructiferi a indicat o
distributie specifica a tuturor speciilor de insecte cu exceptia speciei de Anthomyia sp. prezenta
atat Tn mar cat si in cires si a speciei Drosophila melanogaster care a fost identificata in toate
tipurile de pomi fructiferi.

5.3. Influenta temperaturii si a stadiului de dezvoltare al fructelor asupra dinamicii
insectelor

Din totalul de 51 de specimene, 24 au fost colectate in luna iulie, 14 in iunie, in august
fiind capturate doar 9 specimene, iar in mai 2 specimene, aceastd abundenta fiind corelata cu
tipul de pom fructifer, ciresul avand fructele coapte, desi au existat si specimene (12) care au
fost colectate de la nivelul capcanelor montate in pomi fructiferi ai caror fructe nu erau coapte.

Speciile genului Drosophila au avut o prezentd constanta la piersic, dar cu variatii la

celelalte specii, avand preferinta pentru fructele coapte.

5.4 Discutii

Dinamica insectelor in pomii fructiferi din sudul Roméniei

in Romania, anterior, au fost realizate studii cu privire la ecosistemele forestiere, iar
pentru acest studiu s-au realizat si analize moleculare cu importanta crescuta in studiul
biodiversitatii.
Rolul temperaturii in dinamica insectelor

Temperatura poate influenta dinamica comunitatilor de insecte, fiind mai abundente in
lunile calde, dar si mai variate.

Importanta gradului de coacere al fructelor asupra dinamicii insectelor

Gradul de coacere al fructelor poate influenta major preferintele insectelor, aceastea
avand ca influenta semnalele senzoriale cu privire la mirosul si culoarea fructelor (Cunningham
si colab., 2016).

Dinamica entomofaunei asociate speciilor de pomi fructiferi investigate si relevanta

ecologica

Dintre cele 19 specii de insecte, 13 au manifestat o asociere selectiva cu anumite tipuri

de pomi fructiferi, iar doar 3 specii au fost prezente la toate tipurile de pomi fructiferi
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((Anthomyia sp., Scaptomyza sp. s1 Drosophila melanogaster). Indivizii genului Anthomyia au
sugerat o activitate sporitd la temperaturi moderate spre ridicate. Genul Drosophila a fost
studiat in zona sudicd a Romaniei si a ardtat ca prezinta o adaptabilitate ridicata (Singh, 2015;
Agustin si colab., 2024; Coughlan si colab., 2022), insa, genul s-a remarcat si in Africa de Sud,

Hawaii la nivelul multor fructe exotice (Oakeshott si colab., 1989); (Ort si colab., 2012).

6. EXTINDEREA ARIEI DE DISTRIBUTIE A UNOR SPECII DE DIPTERE
RAPORTATE PENTRU PRIMA DATA PE TERITORIUL ROMANIEI

6.1 Botanophila fugax

Este o specie cunoscutd pentru relatiile trofice diverse (Smith, 1989), iar in acest studiu
au fost colectate cinci specimene, la temperaturi medii, In luna iulie, fiind ulterior Inregistrate
ca primd raportare pe teritoriul Romaniei, in urma identificarii genetice. Aceasta specie
prezintd caractere morfologice distincte, mai ales la nivelul structurilor reproducétoare
(Ackland, 2001). Specia are o distributiec medie in tarile Europei (GBIF), iar studiile
mentioneazd specia ca un potential vector in transmiterea patogenilor sau contribuie la

fertilizarea unor specii de fungi (Rossmann si colab., 2018), (Pagel si colab., 2019).

6.2 Helina reversio Harris 1780

Helina reversio prezintd distributie holoartica, avand multe surse de hrana,

reprezentand totodatd si un polenizator important (Pont, 2012); (Commanster.eu, 2025). in

prezentul studiu, a fost izolat un singur specimen la sfarsitul lunii iulie, fiind identificat prin

caracterele morfologice si prin barcoding ADN.

6.3 Scaptomyza elmoi Takada 1970

Este o insecta saprofagd, fiind importantd ca si vector, dar si ca sursa de hrana pentru
plante insectivore sau paienjeni (Stewart, 2021). Principalele surse de hrana sunt reprezentate
de substraturi aflate in stadiu de fermentatie, fiind deci, prezenta in zone cu vegetatie bogata
(Leblanc si colab., 2009); (DigitaNZ, 2016). In prezentul studiu, specia a fost izolata in luna

iunie, In capcanele puse n ciresi la temperaturi medii si a fost identificatd din punct de vedere
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morfologic si genetic, genul prezintd o distributie vasta la nivel european, iar specia S. elmoi

fiind raportata in Romania prin intermediul acestui studiu (GBIF, 2025).

6.4 Drosophila subobscura Collin 1939

Drosophila subobscura este o specie cosmopolitd, prezentd in medii mai racoroase
precum padurile de foioase, fiind dependentd de materia vegetala aflatd in descompunere atat
pentru hrani cit si pentru reproducere (Krimbas si Loukas, 1980); (Smart, 1945). in acest
studiu, s-au izolat doua specimene, in luna iunie, pe baza caracteristicilor distinctive

morfologice si genetice (gena COX1), fiind si primele raportari ale speciei pentru Romania.

6.5 Drosophila simulans Sturtevant, 1919

Drosophila simulans este o specie similara morfologic cu Drosophila melanogaster,
fiind mai sensibila la conditiile de mediu, diurna si cosmopolita cu o nutritie saprofaga (David
si colab., 1982); (Chandler si colab., 2011). In prezentul studiu, a fost izolat un singur
specimen, in iulie, fiind caracterizat prin structuri reproducatoare specifice si identificat prin
metode genetice si morfologice, prezenta acestei specii fiind semnalatd in Romania prin

intermediul acestui studiu.

6.6 Fiebrigella sp. Duda 1921

Speciile genului Fiebrigella se gasesc la nivelul pasunilor si pajistilor, dar si in alte
zone cu material organic aflat in descompunere putand sd se hraneasca cu acesta sau cu nectar,
seva sau rezervele albinelor, larvele fiind micofage (Bodsworth si colab., 2005); (Smith si
colab., 2008); (Hall si Gerhardt, 2002). in studiul prezent, au fost identificate 3 specimene
apartinand acestui gen, in luna iunie; speciemenele au fost identificate in urma caracteristicilor
morfologice si genetice, reprezentand prima raportare a acestui gen pe teritoriul Romaniei

(GBIF, 2025).

6.7 Discutii

In cadrul acestui studiu doctoral, au fost identificate si raportate pentru prima dati in
Romania, speciile Drosophila simulans, Drosophila subobscura, Fiebrigella sp., Scaptomyza

elmoi, Botanophila fugax si Helina reversio (Global Biodiversity Information Facility);
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(Copoiu si Purcarea, 2023; Copoiu si colab., 2025). Datele obtinute constituie contributii
semnificative la aprofundarea cunostintelor privind distributia insectelor in regiunea sud-
europeand. Helina reversio si Scaptomyza elmoi prezintd o distributie larga la nivel european,
Drosophila subobscura si Drosophila simulans predomind in regiunile nordice si vestice ale
Europei. Genul Fiebrigella a fost semnalat doar in cateva tari europene, fara conexiuni
geografice directe intre ele, iar D. simulans nu a fost raportata pana in prezent in niciuna dintre
tarile vecine Romaniei.

Aceastd primd semnalare regionala a celor sase specii de diptere in cadrul
agroecosistemelor pomicole din arealul sudic al Romaniei aduce o contributie semnificativa la
actualizarea distributiei entomofaunistice europene si deschide noi directii de cercetare privind
ecologia, comportamentul trofic si potentialul agronomic (benefic sau daunator) al acestor

insecte.

7. EVALUAREA COMUNITATILOR BACTERIENE DIN INSECTELE ASOCIATE
POMILOR FRUCTIFERI DIN ZONA CLATESTI, ROMANIA

7.1 Diversitatea bacteriana asociata insectelor prezente in pomii fructiferi

Caracterizarea diversitdtii comunitatilor bacteriene asociate insectelor colectate si
evaluarea variabilitatii acestora In functie de specia de pom fructifer gazda au fost realizate prin
secventiere [llumina a genei 16S ARNr. Analiza s-a realizat pentru un numar de 19 specimene
apartinand genurilor Botanophila, Anthomyia, Drosophila si Scaptomyza, fiecare reprezentat
de minimum doua exemplare, selectate din totalul de 51 de indivizi colectati de la nivelul
merilor, prunilor, ciresilor, piersicilor si gutuilor.

Microbiomul specimenelor de Drosophila si Anthomyia a prezentat cea mai mare
variabilitate cu privire la Incarcdtura bacteriand, unele specimene cu peste 1.500 de ASV-uri,
similar si pentru genul Botanophila, iar probele analizate pentru genul Scaptomyza au prezentat
o diversitate mai scazutd cu valori mai mici ale ASV-urilor.

Diversitatea alfa

Este un indicator al structurii microbiomul asociat insectelor cu privire la abundenta
taxonomica, dar si a uniformitatii distributiei acesteia (Willis, 2019). Proba All a prezentat
diversitatea cea mai ridicata, corespunzatoare valorilor indicilor Shannon (7,02), Fisher (328,8)
s1 Chao-1 (1595) si o uniformitate crescuta prin indicele de uniformitate (Eveness) cu valoarea

de 0,7016. In schimb, proba PR2 a fost caracterizata de cele mai mici valori ale acestor indici
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- Shannon (4,125), Fisher (15,12), Chao-1 (138), corespunzator unei diversitati mai reduse si
unei populatii amestecate fara echilibru aparent conform indicelui de uniformitate de 0,4482.
Proba G5 a prezentat cea mai redusa uniformitate (0,2735), sugerand o dominanta crescutd a
unora dintre specii, coroborat cu indici Shannon si Chao-1 cu valori moderate

Rezultatele evidentiazd o variabilitate crescutd in structura comunitatilor bacteriene
asociate diferitelor specii de insecte, in care microbiomul probei All se remarca printr-un nivel
ridicat al diversitatii si uniformitatii bacteriene, in timp ce probele PR2 si G5 reflecta o
diversitate redusa si o dominanta scazutd a anumitor specii.

in functie de tipul de pom fructifer, analiza PCoA bazata pe distributia valorilor
indicelui Chaol a indicat o variatie semnificativa a diversitatii bacteriene. Astfel, o variabilitate
crescutd a comunitatilor bacteriene s-a observat in cazul insectelor asociate cu Malus domestica
si Prunus avium, in timp ce insectele colectate din Cydonia oblonga au prezentat cele mai
reduse comunitati bacteriene avand in vedere ca speciile izolate de aici au fost toate
reprezentate de Drosophila melanogaster .

Distributiile si valorile mediane crescute sugereaza ca, in ciuda similitudinii
taxonomice, speciile din acelasi gen pot gdzdui comunitdti bacteriene caracterizate de o
variabilitate semnificativa.

in functie de genul insectei la Drosophila s-a observat o variabilitate crescuti a
diversitatii bacteriene, pe cand Botanophila si Anthomyia au avut valori medii pentru indicele
Chaol cu diversitate moderatd. Scaptomyza a prezentat o comunitate bacteriand mai putin
diversd. Aceste diferente intre genuri putand fi influentate de tipul de comportament de hrénire,
dar si de interactiunile cu plantele gazdd (Naveed si colab., 2024).

Diversitatea beta

Analiza de scalare multidimensionald non-metricd (NMDS) a ASV-urilor rezultate a indicat o
distributie a comunitatilor bacteriene asociate insectelor variabila in functie de specia pomului
fructifer si genul insectei.

Comunitatile bacteriene asociate insectelor au prezentat o variabilitate semnificativa in
functie de specia pomicola gazda (ANOSIM - R = 0,79; p < 0,001), evidentiind o separare
clard si statistic semnificativa intre grupuri, cu suprapuneri minime. Valoarea ridicata a
coeficientului R sugereaza diferente marcante in structura comunitatilor bacteriene in functie
de specia arboricola gazda. Datorita formarii clusterelor distincte, sau a suprapunerii partiale
s-a determinat ca existd factori specie-specifici ai pomilor fructiferi care exercitd o influenta

determinanta asupra structurdrii comunitatilor bacteriene asociate insectelor. In contrast,
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compozitia comunitdtilor bacteriene nu a prezentat diferente semnificative in functie de genul

insectelor gazda.

7.2 Profilul taxonomic al comunititilor bacteriene din insecte

Variantele de secventa ale ampliconilor 16S ARNr (ASV) ale comunitatilor microbiene
identificate in cazul insectelor investigate au fost clasificate taxonomic in 4 filumuri, 6 clase,
17 ordine, 31 de familii si 51 de genuri bacteriene, evidentiind o diversitate microbiana
complexa si bine structuratd. Taxonii apartinand filumurilor Pseudomonadota si Bacillota au
prezentat o abundentd relativa dominantd in toate probele de insecte analizate. Filumul
Pseudomonadota a fost dominant in comunitatile bacteriene asociate insectelor colectate din
Malus domestica Jonagold, Prunus domestica si Prunus persica. In schimb, filumul Bacillota
a prezentat o abundenta relativ ridicatd in probele provenite de la M. domestica s1 Prunus avium
impartind totodata un nucleu taxonomic comun cu Pseudomonadota. Filumul Actinomycetota
a fost detectat Intr-o proportie redusd la nivelul insectelor colectate din Cydonia oblonga avand
o prezenta limitata in cazul probelor All si N1 provenite din marul Jonagold si piersic. Filumul
Bacteroidota a fost identificat doar in proba AIS5 colectatd din marul Jonagold, indicand o
distributie restransa a acestui grup bacterian in ansamblul dipterelor analizate.

La nivel de clasd, comunititile bacteriene au fost dominate de filumurile
Pseudomonadota si Bacillota, iar la nivel de gen, s-a observat o variabilitate ridicata a
comunitatilor bacteriene asociate insectelor colectate din diversele tipuri de pomi fructiferi.

Dintre taxonii identificati in aceste diptere, genul Gluconobacter prezintd o prevalenta
importanta in insectele prezente in toate tipurile de pomi fructiferi, genul Wolbachia a prezentat
un continut ridicat in microbiomul specimenelor PR2 si Al2, fiind insa complet absent in
insectele colectate din Cydonia oblonga si Prunus persica. De asemenea, o prezenta notabila a
speciilor de Fructobacillus a fost detectatd mai frecvent la Prunus avium si Malus domestica,
iar Acetobacter a avut o distributie mai uniformd cu o prezentd ridicatd in cazul Malus
domestica JONAGOLD, dar cu o abundenta scazutd pentru Malus domestica.

Analiza Heatmap a densitatii comunitatilor bacteriene asociate cu cele patru genuri de
insecte (Anthomyia, Botanophila, Drosophila si Scaptomyza) a indicat diferente mari la nivelul
compozitiei si abundentei relative ale genurilor bacteriene de la nivelul insectelor. Astfel,
microbiomul Drosophila a fost caracterizat de o prevalentd crescuta de specii ale Bacillus,
Morganella si Pantoea. Scaptomyza a prezentat un profil microbian diferit reprezentat

majoritar de Pseudomonas, Corynebacterium si Staphylococcus, specimenele de Anthomyia au
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prezentat o diversitate bacteriand omogend, iar insectele din genul Botanophila au fost
caracterizate de o abundenta relativa crescutd de Fructobacillus, Wolbachia si Lactobacillus.

Dintre genurile bacteriene identificate, Klebsiella, Enterobacter, Bacillus,
Acinetobacter, Staphylococcus, Corynebacterium, Enterococcus $i Bacteroides cunoscute ca
potentiali patogeni umani, au fost detectate la nivelul diferitelor insecte Inregistrand

abundente variabile.

7.3 Discutii

Dinamica interactiunilor bacterii-insecte-pomi fructiferi si rolul potential al dipterelor ca

vectori de transfer

Analiza diversitatii taxonomice in functie de specia de pom fructifer si de specia de
insectd gazda a bacteriomului din insectele apartindnd genurilor Anthomyia, Botanophila,
Drosophila si Scaptomyza colectate din pomii fructiferi din regiunea Clatesti, Calarasi a pus in
evidentd o variabilitate diferitd in functie de cele doua variabile.

Comunitatile bacteriene asociate acestor diptere apartin filumurilor Proteobacteria,
Firmicutes, Bacteroidota si Actinobacteria, indicind o dominanta clara a taxonilor din filumul
Proteobacteria.

Diversitatea taxonomicd variabild a celor 4 genuri de insecte a indicat cel mai mare
numadrul total de filumuri bacteriene in cazul Drosophila (patru filumuri), urmat de Anthomyia
si Botanophila (trei filumuri), in timp ce Scaptomyza a prezentat bacterii doar din doud
filumuri. Aceste rezultate sugereazd o diversitate microbiand diferentiata intre genurile de
insecte, influentata de ecologia fiecaruia si de potentialele interactiuni trofice sau de habitat.

Analiza microbiomului insectelor colectate de pe diferite specii de pomi fructiferi a
evidentiat o variabilitate semnificativd a compozitiei bacteriene in functie de planta gazda.

La multe dintre insectele analizate s-au observat si specii bacteriene cu potential
patogen, dar si specii bacteriene cu rol benefic, ambele categorii putand fi transmise gazdelor

insectelor sau altor speciemene din cadrul aceleiasi specii.

8. CONCLUZII GENERALE SI PERSPECTIVE

Acest studiu doctoral reprezinta prima caracterizare complexa a relatiilor dintre speciile
de pomi fructiferi, insectele asociate si comunitatile bacteriene din Romania, generand date

originale care contribuie la 0 mai buna intelegere a ecologiei microbiene si entomologice din
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agroecosistemele locale si oferind un punct de plecare pentru studii viitoare privind rolul
insectelor in diseminarea microorganismelor intre plante.

In cadrul studiului desfasurat in sudul Romaniei, in localitatea Clatesti, judetul Calarasi,
in perioada mai—august 2021, au fost colectate 51 de exemplare de insecte de pe diferite specii
de pomi fructiferi care includ Malus pumila, Malus domestica 'Jonagold', Prunus domestica,
Prunus avium, Prunus persica, Prunus persica var. platicarpa si Cydonia oblonga.

Speciile de insecte au fost identificate prin analiza codului de bare ADN, utilizand
secventierea genei mitocondriale COXI/, iar comunititile bacteriene asociate dipterelor
apartinand genurilor Anthomyia, Botanophila, Drosophila si Scaptomyza colectate din pomii

fructiferi au fost caracterizate prin secventiere Illumina a genei 16S ARNTr.

Dinamica insectelor in pomii fructiferi

Majoritatea speciilor izolate au apartinut genului Drosophila, 1a nivelul tuturor tipurilor
de pomi fructiferi, iar majoritatea genurilor insectelor au fost izolate intr-un singur exemplar.
Speciile genului Anthomyia au fost prezente la nivelul merilor si prunilor, ale genului
Scaptomyza la nivelul ciresilor si piersicilor, iar Botanophila fugax a fost colectat in mai multe
exemplare si doar la nivelul merilor.

Diversitatea mare a insectelor a fost inregistrata la ciresi si meri, iar cel mai important
aspect a fost reprezentat de gradul de coacere al fructelor. Comune pentru cate doua tipuri de
pomi fructiferi au fost Anthomyia sp. si Scaptomyza sp., iar Drosophila melanogaster a fost

comund pentru toate speciile de pomi fructiferi.

Specii de diptere raportate pentru prima data pe teritoriul Romaniei

Specimenele de diptere apartinand speciilor Fiebrigella sp. [OK380918], [OK380920]
si [OK380922], Drosophila simulans [OK380938], Drosophila subobscura [OK380908] si
[OK380906], Helina reversio [OK380925], Scaptomyza elmoi [OK380933], Botanophila
fugax [OK380924], [OK380928], [OK380929], [OK380932] si [PV018814] au fost raportate
pentru prima datd pe teritoriul Romaniei in cadrul acestui studiu in urma identificarii prin
metode genetice pe baza genei COX1, extinzand arealul de distributie identificat pentru aceste

diptere pe teritoriul Europei.
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Diversitatea si rolul potential al comunitatilor microbiene asociate insectelor pomicole

Analiza microbiotei bacteriene a evidentiat variatii semnificative intre genurile de
Diptera investigate, atdt In ceea ce priveste diversitatea filogenetica, cat si distributia pe
filumuri bacteriene. Astfel, genurile Anthomyia si Botanophila au fost asociate cu bacterii
apartinand filumurilor Proteobacteria, Firmicutes si Bacteroidota, in timp ce Scaptomyza a fost
asociatd doar cu bacterii din Proteobacteria si Firmicutes. Genul Drosophila a prezentat cea
mai mare diversitate bacteriana prezentand filumurile: Proteobacteria, Firmicutes, Bacteroidota
si Actinobacteria. Toate genurile studiate au fost dominate de bacterii din filumul
Proteobacteria, iar la Anthomyia, Botanophila si Scaptomyza s-a observat o frecventd a
filumului Firmicutes. Filumul Actinobacteria a fost identificat exclusiv la Drosophila, ar putea
reflecta capacitdti adaptative superioare in raport cu sursele alimentare disponibile.

Filumul Bacillota a fost predominant la insectele de pe mar si cires, in timp ce
Pseudomonadota a fost asociat cu prun, piersic si soiul de mar Jonagold.

Analiza diversitatii alpha a ASV-urilor obtinute prin secventializare Illumina a genei
ARNr 16S a microbiomului insectelor a demonstrat o variabilitate ridicatd a comunitatilor
bacteriene la nivelul speciilor de pomi fructiferi, indicand influente specie-specifice. Analiza
NMDS a diversitdtii beta a evidentiat, de asemenea, diferente pronuntate ale microbiomului
insectelor 1n functie de speciile de pomi gazda.

In contrast, variatiile compozitiei microbiene intre genurile de insecte au fost
nesemnificative din punct de vedere statistic, cu exceptia genului Drosophila care a prezentat
o diversitate bacteriana considerabil mai ridicatd comparativ cu celelalte genuri analizate.

Aceste rezultate sustin ipoteza conform careia identitatea gazdei vegetale reprezintd un
factor determinant major in structurarea comunitatilor bacteriene ale insectelor, avand o
influenta mai puternica decat filogenia gazdei entomologice.

Variabilitatea compozitiei bacteriene la nivel de gen, identificata in randul dipterelor, a
evidentiat prezenta unor bacterii cu potential patogen, totodata, anumite genuri bacteriene
identificate in microbiomul insectelor colectate de pe pomi fructiferi, pot conferi beneficii
functionale gazdelor, contribuind la procese precum digestia, sinteza de compusi esentiali si
protectia impotriva agentilor patogeni.

Diversitatea remarcabild a bacteriomului din speciile de insecte apartinand genurilor
Anthomyia, Botanophila, Drosophila si Scaptomyza colectate de la nivelul celor cinci specii de
pomi fructiferi din sudul Romaniei sugereaza faptul ca aceste diptere pot avea un rol important

in facilitarea transportului microbian intre meri, cirese, piersici, pruni $i gutui, sugerand
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existenta unui mecanism multifactorial de dispersie microbiand influentatd atat de

particularitatile substratului cat si de diversi factori de mediu.

Perspective

Pentru o intelegere mai aprofundata a relatiei dintre insecte si microbiomul acestora in
contextul pomilor fructiferi, viitoarele cercetdri ar trebui sd urmareasca extinderea ariei
geografice de esantionare si cresterea numarului de exemplare analizate, pentru a permite o
caracterizare statisticd mai robusta a diversitatii bacteriene.

De asemenea, includerea diferentierii pe sexe in procesul de colectare si analiza ar putea
evidentia posibile variatii ale microbiomului in functie de fiziologia reproductiva a insectelor,
oferind o imagine mai detaliata asupra ecologiei microbiene specifice fiecdrui sex.

Un alt demers important ar fi extinderea temporald a studiului, acoperind intregul sezon
de vegetatie — de la inflorire pana la coacerea completd a fructelor — pentru a surprinde
eventualele variatii sezoniere ale microbiomului si dinamica distributiei insectelor in raport cu
dezvoltarea plantelor gazda.

In plus, experimentele desfisurate in conditii controlate, in care insectele sunt crescute
si hranite exclusiv cu material vegetal provenit de la o singura specie de pom fructifer, ar
permite evaluarea influentei directe a dietei asupra compozitiei microbiomului, eliminand
interferentele generate de prezenta altor surse trofice.

Aceste directii de cercetare pot contribui semnificativ la intelegerea mecanismelor de
interactiune dintre insecte, plante si microbiom, cu aplicatii potentiale in protectia plantelor,

controlul biologic si managementul bolilor fitopatogene.
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