e Ry T

UNIVERSITATEA ,,OVIDIUS“ CONSTANTA T g
SCOALA DOCTORALA DE STIINTE APLICATE
DOMENIU FUNDAMENTAL: BIOLOGIE

REZUMAT AL

TEZEI DE DOCTORAT

STUDII REFERITOARE LA INFLUENTA POLUANTILOR
ASUPRA UNOR SPECII DE PESTI DIN FAMILIA
SYNGNATHIDAE

Conducator stiintific:
Prof. Univ. Dr. CS I NATALIA ROSOIU
Membru Titular al Academiei Oamenilor de Stiinta din Romania

Doctorand:
ZAHARIA (NENCIU) MAGDA-IOANA

CONSTANTA
2016



Studii referitoare la influenta poluantilor asupra unor specii de pesti din familia Syngnathidae

CUPRINS

STUDII REFERITOARE LA INFLUENTA POLUANTILOR ASUPRA UNOR SPECII
DE PESTI DIN FAMILIA SYNGNATHIDAE

OBIECTIVELE SI SCOPUL LUCRARIL...........oovviiiiieieeeeeseeeeeeeseesees s seeseesees s sossssneesnaesss s 1
PARTEA 1. STADIUL CUNOASTERIL........ccooiiiiiiiiiiieee ettt ettt sae st e et eae st benaens 3
1. MAREA NEAGRA SI POLUAREA DE ORIGINE ANTROPICA ..o 3
1.1. Scurt istoric al cercetarilor dedicate MAril NEZIC. . .....couiueiuitit e 3
1.2. Particularitati ale ecosistemului Marii NEegre..........ocoiiuiiiiiiii e 5
1.3, Biodiversitatea MATTE INCEIC. ... ..u ettt et ettt et et et et e et et et et et et e s et et e e et e eeeenenenas 7
1.4. Identificarea principalelor surse de poluare de la litoralul romanesc al Marii Negre........................ 22
1.4.1. Contaminarea cu Metale Grele...........oiiniieit ittt et e et e s 26
1.4.2. Contaminarea cu hidrocarburi petroliere. . ... .....ouvuieiieit e e e 33
1.4.3. Contaminarea CU PESLICIAC. ... . .utntiet ettt et et et e et e et e e et e e e e ae e et e e e e neneenne 40
1.5. Organismele marine - bioindicatori ai POIUAITI. ... .. ..o.oiuiii i e 45
1.5.1. Efectele poluantilor asupra speciilor Marine. ...............oouiiuiiiiiiiiiii e, 45
1.5.2. Bioacumularea de xenobiotice In biota............ooiiiiiiii e 50
PARTEA a II-a. CONTRIBUTII PERSONALE..........occoooiiiiiiieeeett ettt vt 57
INTRODUCGERE. ... e e et 57
2. MATERIAL SIMETODAE.........occoiiiie ettt ettt ettt ettt ebe s et e eesbe st eneeseeseabeseens 58
2.1. Colectarea probelor... 58
2.2. Identlﬁcareaspecnlor 60
2.3. Determinarea relatiei lunglme greutate ........................................................................... 61
2.4. Analize genetice pentru determinarea SPeCIilor. ... .....o.veiiriiiiiii e 63
2.5. Realizare eXperiment NIana. ...........oiuiirititi ettt et et et ettt e et e e e 68
2.6. Determinarea concentratiei de metale grele..........o.ovviiiiniiiiiii i 73
2.7. Determinarea concentratiei de hidrocarburi aromatice polinucleare (HAP)....................oooiii, 75
2.8. Determinarea concentratiei de pesticide organoclorurate. ..............ooooiiiiiiiiiiiiii i, 76
2.9. Determinarea compozitiei biochimice globale............ ... 77
2.10. Prelucrare StatiStICA. . ... ....uene ettt ettt ettt et e e 80
3. REZULTATE SI DISCUTIL... 81
3.1. Caracterizarea speciilor din famllla Syngnathldae 81
R B B B T 4 (o) (e (S 115 1 - DR 81
3.1.2. Aspecte evolutive ale Syngnathidaelor.............oooiiiiiii i e 82
3.1.3. Acele si atele de mare din Marea Neagra..........o.oiiiiuiuitinii e e 86
3.1.4. Calutii de mare din Marea NEagIa. ........oouiuiuitiiiit e 98
3.2. Stabilirea corelatiei lungime - greutate la specia Hippocampus guttulatus de la litoralul roménesc
AL IMIATTE INEGI €.ttt ettt a e st b et s et e e sbeesabe et e et e e b e e eabeebeesaseebeenee s 105
3.2.1. Parametrii corelatiei lungime - greutate la specia Hippocampus gUttul@tus.............ccooeeveeeeeacernuense. 106
3.2.2. Interpretarea valorilor obtinute pentru parametrii de CreStere..........covvvruireriereeeieeieeeeee e 108
3.3. Analize genetice la specia Hippocampus guttulatus de la litoralul romanesc al Marii
INEGI@.....c.eeeeee ettt ettt et e b e bt et e bt e s a e s a bt et e e e a bt s a bt ea bt e eue e s a bt e bt e eh et et e e bt en e e beeeab e e bt e st e e beenaeenea 111
3.3.1. Cariotiparea Hippocampus guttulatus de la litoralul romanesc al Marii Negre...........ccoevereeveveenenennne. 111
3.3.2. Amplificarea ADNmt si construirea arborelui fillogenetic..........oeruererieiririnienes e 113
3.4. Determinarea efectelor diferitelor regimuri de hrana vie asupra calutului de mare Hippocampus
GUIHIATUS ...ttt ettt et ettt e st e s at e e e et e e e bt e s abe e st e sabeenbeesatesasbesabeensbeenseenssensseeseenssenssaans 116
3.5. Investigarea acumularii de poluanti in tesutul global al calutului de mare Hippocampus
GUITHIATUS ...ttt ettt et ettt e s et e e s at e e st e et e e bte s st e sab e e bee st eesbeenbeesseesabaenses senvesnsennseenns 125

3.6. Studii privind bioacumularea de metale grele in tesutul global al célutului de mare Hippocampus
guttulatus si al acului de mare Syngnathus acus de la litoralul rominesc exprimata prin Factorul de

Bioconcentrare (BCF) si Factorul de Bioacumulare Biota-Sediment (BSAF)..........ccccccvvinvivniinencnnnnenn. 132
3.7. Cercetiri privind contaminarea cu hidrocarburi aromatice polinucleare (HAP) a
Syngnathidaelor din apele litorale romanesti...............ccccooiriiininininiiccccee e 154
CONCLUZII GENERALE ..........ooiitiit ettt et ettt st ettt et e st e st e s aesaten 2ebeeseateeseenseaseensasean 161
BIBLIOGRAFIE SELECTIVA..........cooooiiiiiiiiiioeieeieeeeeeeeees e sans sosesensansss s s 170
Lucrari stiintifice publicate in cursul stagiului de doctorat..................c.ccoevieiiniiiiriiec e 188
A. Lucrari stiintifice publicate in reviste cotate IST cu factor de impact............eeeceeviiriiienieeniieereenee e 188
B. Lucriari stiintifice publicate n reviste cotate ISI fara factor de impact...........ccceevvevieevieseieenieeieeseeeieeen 189
C. Lucrari stiintifice publicate 1n reviste indexate BDI.........ccccoovvieviienieiieenicie e 190
D. Lucrari prezentate la manifestari stiintifice internationale si publicate sub forma de rezumat..................... 190
Participari la congrese stiintifice INternationale. ...........occveeveirieiiieieieet et ettt 193
5 1S5 401 RSP UPSSR 194
Participari in calitate de membru In contracte de CEICELAre...........evueueeiriiriirierieieicieeieee st ettt 195



Studii referitoare la influenta poluantilor asupra unor specii de pesti din familia Syngnathidae Ga—_——
.’.«f‘m\.’ﬂ

OBIECTIVELE SI SCOPUL LUCRARII

Marea Neagra reprezintd un ecosistem cu particularitati unice, care in ultimii saizeci de ani a suferit transformari dramatice,
atdt In ceea ce priveste parametrii abiotici, dar mai ales in ceea ce priveste biodiversitatea. La nivel mondial si, implicit, In Marea
Neagra, poluarea a devenit una dintre principalele amenintari cu care se confrunta speciile acvatice, din cauza deversarilor de origine
antropica ce ajung in mediul marin. Se cunoaste deja cd multe specii sunt amenintate de aceste influente antropice, in vreme ce altele
sunt insuficient studiate. De asemenea, numeroase specii sensibile la modificarile de mediu sunt utilizate ca bioindicatori ai
contamindrii cu substante chimice. Avand in vedere capacitatea organismelor marine de a acumula pe diverse cdi substantele chimice
prezente in mediul lor de viata (apa, sedimente, hrand), utilizarea lor ca bioindicatori ai poludrii este sustinutd de numeroase exemple.
Speciile bioindicatoare sunt ideale pentru biomonitoring, iar cele mai pretabile pentru mediul marin sunt considerate a fi molustele, in
special midiile comune, care au reprezentat obiectul unor studii extinse la nivel mondial, cat si la litoralul roméanesc al Marii Negre
(Butler, 1971; Haug, 1974; Phillips, 1980; Sericano et al., 1990; Oros et al., 2003; Oros, 2009; Oros & Gomoiu, 2012; Rosioru et al.,
2012; Rosioru et al., 2014).

Insa, si alte specii care populeaza zonele costiere de mici adancime, supuse influentelor antropice, ar putea fi utilizate ca
bioindicatori, cu atdt mai mult daca este vorba fie de specii sensibile la parametrii de mediu (Hippocampus guttulatus, Cuvier 1829)
(Woodall, 2012), fie de specii cu o larga distributie (Syngnathus sp.). Syngnathidaele sunt pesti marini, de talie mica, ce triiesc in
tufele de iarba de mare si zonele acoperite de alge macrofite, unde forma si coloratia lor ii camufleazi. in Marea Neagra sunt citate in
literatura mai multe specii de Syngnathidae (acele de mare, genul Syngnathus: Syngnathus typhle, Syngnathus schmidti, Syngnathus
variegatus, Syngnathus tenuirostris (acus), Syngnathus abaster, genus Nerophis: Nerophis ophidion; calutii de mare, genul
Hippocampus: Hippocampus guttulatus, posibil Hippocampus hippocampus si Hippocampus fuscus). Tocmai aceastd controversa
privind existenta sau nu a mai multor specii din genul Hippocampus la litoralul romanesc al Marii Negre a constituit punctul de
plecare al prezentei cercetari.

Scopul acestei teze este studierea amanuntitd a speciilor din familia Syngnathidae prezente la litoralul romanesc, lucrarea
fiind structurata pe trei categorii majore de obiective, dupa cum urmeaza:

1) Obiective de imbogatire a cunostintelor privind biologia si ecologia speciilor vizate:

Caracterizarea speciilor de Syngnathidae identificate la litoralul romanesc al Marii Negre; Stabilirea corelatiei lungime -

greutate la specia H. guttulatus; Determinarea efectele diferitelor regimuri de hrand vie asupra cilutului de mare H.

guttulatus, in vederea stabilirii unei diete optime pentru cresterea in captivitate.

2) Obiective de realizare de analize genetice pentru determinarea speciilor:
Cariotiparea H. guttulatus de la litoralul roméanesc al Marii Negre si amplificarea ADNmt si construirea arborelui filogenetic.
3) Obiective de cuantificare a contamindrii cu substante de origine antropica:

Acumularea de poluanti in tesutul global al célutului de mare H. guttulatus; Bioacumularea de metale grele in tesutul global

al calutului de mare H. guttulatus si al acului de mare S. acus de la litoralul roménesc exprimata prin Factorul de

Bioconcentrare (BCF) si Factorul de Bioacumulare Biota-Sediment (BSAF); Contaminarea cu hidrocarburi aromatice

polinucleare (HAP) a Syngnathidaelor din apele litorale romanesti.

Caracterul de noutate al prezentei teze rezida tocmai in abordarea unor specii nestudiate pana acum la litoralul roméanesc al
Marii Negre, iar rezultatele obtinute vor contribui cu siguranta la fundamentarea cunostintelor privind familia Syngnathidae.

Tocmai aceastd noutate de abordare a ridicat unele probleme in gasirea de informatii pentru documentare, singurele date
disponibile pentru comparare provenind din partea sud-estica a Marii Negre (Turcia: Bagusta et al., 2014; Kasapoglu & Duzgunes,
2014). Mai mult, pentru specia H. guttulatus nu s-au gasit date disponibile in FishBase (Froese & Pauly, 2004). Acest lucru, coroborat
cu faptul ca specia este clasificatd de [IUCN ca Data Deficient (DD/date insuficiente) (Woodall, 2012), confirma necesitatea efectuarii
de cercetdri viitoare, in vederea obtinerii de date noi pentru Marea Neagra.

De asemenea, pe parcursul realizarii cercetarii s-a constatat ca si pescuitul neselectiv reprezenta o amenintare pentru aceste
specii la litoralul romanesc, dat fiind cd s-au identificat si utilizat pentru analiza contaminantilor numeroase exemplare de
Syngnathidae reprezentand capturi complementare de la punctele pescéresti situate de-a lungul litoralului romanesc. Aceste capturi
complementare, care in caz contrar ar ajunge sa fie uscate si comercializate ca suveniruri sau pur si simplu aruncate, pot fi utilizate
pentru realizarea de cercetari ulterioare (spre exemplu, determinarea unor tendinte ale contamindrii cu xenobiotice fard a colecta
exemplare vii din mediul natural).

Cuvinte-cheie: contaminare, metale grele, hidrocarburi petroliere, pesticide, Syngnathidae, parametri de crestere, cariotip, ADNmt,
hrana
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PARTEA I. STADIUL CUNOASTERII

1. MAREA NEAGRA SI POLUAREA DE ORIGINE ANTROPICA

Ecosistemul Marii Negre, la fel ca si al altor mari europene (Marea Baltica, Marea Mediterana, Oceanul Atlantic de Nord-
Est), a suferit modificari dramatice in toate subsistemele sale, imediat dupd 1970, ca urmare a industrializarii si agriculturii intensive,
marcat de fenomenul de eutrofizare (suprafertilizarea masiva a apelor marine cu compusi ai azotului si fosforului, proveniti in cea mai
mare parte din agricultura, surse domestice si industriale) (Mamaev et al., 1995).

Desigur, au mai existat si alte forme de poluare, intre care deversarea de ape uzate insuficient tratate (care au avut ca rezultat
contaminarea microbiologicd); poluarea cu petrol, provenit din deversarile accidentale sau operationale ale navelor; poluarea cu alte
substante toxice, cum ar fi pesticidele (cele mai multe originare din agricultura si introduse in mare prin fluviile tributare); metalele
grele (ex. cadmiu, cupru, crom, plumb) provenite din industrie; substantele radioactive, produse din generatoarele nucleare sau ca
urmare a accidentului de la Cernobal din 1986 (INCDM, 2012a).

Aporturile din ce 1n ce mai crescute de contaminanti de origine antropica si degradarea si pierderea habitatelor au produs
modificari drastice in ecosistemele acvatice, crescand, in acelasi, timp, interesul stiintific pentru doud domenii de actualitate: pe de-o
parte, acumularea si efectele toxice al contaminantilor asupra organismelor acvatice si, pe de altd parte, preluarea si acumularea
acestor contaminanti de catre resursele marine (in special cele destinate consumului uman, dar nu numai) (Oros, 2009).

in afara speciilor vizate de pescariile comerciale, Marea Neagra este populati si de specii fara valoare economica pentru
consumul uman, dar cu o deosebitd importantd conservativa, contribuind la biodiversitatea Marii Negre, asa cum sunt pestii
apartinand familiei Syngnathidae. Prezenta lucrare isi propune sa exploreze caracteristicile acestei familii de pesti ososi de la litoralul
romanesc al Marii Negre (Partea a II-a, Subcapitolele 3.1-3.4, precum si influenta pe care poluantii de origine antropicd o au asupra
lor (Partea a II-a, Subcapitolele 3.5-3.7).

Avand in vedere ca principala amenintare la nivel mondial pentru speciile apartindnd familiei Syngnathidae este reprezentata
de poluarea de origine antropica si distrugerea habitatelor specifice (Woodal, 2012) si ca aceste specii populeaza zona costiera de
micd adancime, cea mai expusa influentei poluantilor, investigarea valorilor Inregistrate de metalele grele si contaminantii organici
(hidrocarburi si pesticide) poate constitui o contributie la acumularea de informatii noi privind nivelurile Inregistrate in speciile de
organisme marine.

PARTEA I1. CONTRIBUTII PERSONALE

Speciile din familia Syngnathidae sunt expuse influentei acestor poluanti tocmai datorita faptului ca populeaza habitate aflate
in vecindtatea zonelor de micd adancime din apropierea coastei, unde gasesc habitate propice in pajistile de iarba de mare si in zonele
cu substrat pietros acoperite de tufe de alge macrofite, cu atdt mai mult la litoralul romanesc al Marii Negre, care este puternic
antropizat. In aceste conditii, studiul a vizat analizarea contamindrii cu trei dintre cei mai importanti contaminanti ai mediului marin -
pesticide organoclorurate, hidrocarburi aromatice polinucleare si metale grele - in tesutul global al calutului de mare/acelor de mare
colectate de-a lungul litoralului roméanesc sudic. De asemenea, s-au evidentiat si caracteristicile speciilor studiate si s-au determinat si
o serie de parametri biochimici (substantd uscata, umiditate, proteina bruta, lipida bruta, substantd minerala).

in vreme ce este recunoscut si demonstrat prin analize stiintifice faptul ci midiile sau gasteropodul Rapana venosa au
capacitatea de a bioacumula xenobioticele, existd foarte putine date referitoare la modul in care organismul acelor si calutilor de mare
absoarbe contaminantii, in special In zona Marii Negre.

Speciile vizate pentru analizd au fost reprezentate de acele si célutii de mare colectati din partea sudicd a litoralului
romanesc. Toate exemplarele au fost masurate si cantirite, determindndu-se relatia lungime-greutate. De asemenea, s-au utilizat
numeroase exemplare de Syngnathidae din capturile complementare de la punctele pescaresti, prezenta acestora demonstrand faptul ca
si pescuitul neselectiv poate reprezenta o amenintare pentru aceste specii.

Pentru a elucida controversa referitoare la prezenta unei singure specii de calut de mare sau a mai multora, s-au efectuat si
analize genetice, in vederea detectarii de polimorfisme.

2. MATERIAL SI METODE

Colectarea probelor s-a realizat manual de citre scafandri autonomi din trei statii de esantionare in 2013 (de la sud la nord):
Mangalia, Saturn-Venus si Cazino Constanta, si din doua statii in 2014 (de la sud la nord): Costinesti si Cazino Constanta. Pentru a
reduce cat mai mult mortalitatea indusa, numarul de exemplare de ace si caluti de mare colectate din mediul natural a fost redus, insa
probele au fost suficiente pentru a asigura céte trei replicate ale determinarilor realizate. S-au utilizat, de asemenea, numeroase
exemplare rezultate din capturile complementare realizate la punctele pescaresti situate de-a lungul litoralului romanesc, precum si din
trauldrile de sondaj efectuate in cadrul expeditiilor de pescuit stiintific realizate de INCDM ,,Grigore Antipa®“, in special pentru
realizarea de masuratori si stabilirea relatiei greutate-lungime. Aceastd valorificare a exemplarelor din capturile complementare
reprezintd o metodd non-invaziva, care nu afecteaza suplimentar stocurile speciilor vizate. Materialul biologic a fost congelat si,
ulterior, a fost supus analizelor de laborator specifice (Nenciu-Zaharia et al., 2013; Nenciu et al., 2014a; Nenciu et al., 2014b)
(Subcap. 2.1).

Pentru identificarea speciilor de Syngnathidae, s-au utilizat ,,Determinatorul principalelor specii de pesti din Marea Neagra“
(Radu & Radu, 2008) si ,,Ghidul de identificare a calutilor de mare / A Guide to the Identification of Seahorses* (Lourie et al., 2004)
(Subcap. 2.2). Pentru determinarea raportului lungime-greutate, s-a utilizat relatia W = a - Lt" (Carlander, 1977), unde: W =
greutatea (masa) corpului pestelui; Lt = lungimea totala a pestelui; a si b = constantele de regresie (Subcap. 2.3).
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% In vederea realizarii analizelor genetice (cariotip, amplificare ADN), exemplarele de H. guttulatus au fost

colectate manual de catre scafandri autonomi si transportate vii in laborator, pentru a fi supuse apoi protocolului specific de
analiza. Pentru etalarea cariotipului si identificarea cromozomilor, s-a utilizat o versiune adaptatd a metodei Hafez (Hafez et al., 1981)
(Subcap. 2.4).

Pentru determinarea variabilititii genetice, metoda de lucru a presupus urmatoarele etape:

- recoltarea probelor de tesut din inotatoarele H. guttulatus (conservate 1n etanol absolut pana la analiza);
- extractia ADN din fragmente de inotdtoare prin digestie cu proteinaza K si purificare cu fenol : cloroform (Taggart et al., 1992);
- determinarea polimorfismului prin reactia PCR-RFPL (Polymerase Chain Reaction - Restriction Fragment Length
Polymorphism): regiunea citocromului b a fost amplificata prin reactia de polimerizare in lant (PCR). S-au utilizat primeri conform lui
Ludwig et al., 2002. Dimensiunea estimata a fragmentului amplificat care acopera intreaga regiune a citocromului b a fost de 1,2 kb.
Amplificarea ADN prin Reactia de Polimerizare in Lant (PCR) s-a realizat cu un aparat termocicler GeneAmp PCR System 9700
(Applied Biosystems). Pentru analiza polimorfismului (RFLP), s-au folosit opt enzime de restrictie, in vederea distingerii
polimorfismelor. Esantioanele supuse digestiei au fost apoi separate prin electroforezd in gel de agaroza 2,5% 0,5% x solutie
tampon/acid boric/acid etilendiaminotetraacetic (EDTA). ADN-ul a fost vizualizat apoi la lumina ultraviolet (lungime de unda 302
nm), dupa reactia cu bromura de etidiu (Onara et al., 2012);
- analiza secventelor nucleotidice: n prezentul studiu au fost incluse secventele de nucleotide ale citocromului b ale H. guttulatus si
ale altor specii din genul Hippocampus disponibile in GenBank. Pentru a verifica similitudinea cu alte secvente ale speciilor de
Hippocampus din baza de date GenBank, fragmentele de nucleotide ale citocromului b la H. guttulatus au fost analizate utilizand
software-ul BioEdit. Secventele nucleotidice au fost aliniate utilizdnd soft-ul Clustal W 1.4, iar arborele filogenetic a fost construit cu
ajutorul soft-ului MEGAS, prin metoda UPGMA (Unweighted Pair-Group Method using Arithmetic Averages) (Sneath & Sokal,
1973) si modelul lui Kimura cu 2 parametri, pe baza distantelor genetice (Onara et al., 2012).

Pentru realizarea experimentului privind dieta optima a calutilor de mare in captivitate, exemplarele au fost colectate vii de
scafandri autonomi din zona Olimp (zona cu substrat pietros, situatd in sudul litoralului roménesc). Au fost transportati vii in
laboratorul de acvacultura al Institutului National de Cercetare-Dezvoltare Marina ,,Grigore Antipa“ Constanta si aclimatizati timp de
24 ore intr-un acvariu cu capacitate de 80 1, cu sistem de aerare. Nu s-a administrat hrana in timpul perioadei de aclimatizare (Nenciu
et al., 2015). Lotul-martor a fost reprezentat de indivizi adulti de H. guttulatus colectati din aceeasi zona de prelevare. Indivizii au fost
transportati vii la sediul INCDM si eutanasiati folosind MS 222 (tricaind metanosulfonatd, concentratie 250 mg/l). Apoi, a fost
determinat sexul, au fost masurati si cantariti, apoi congelati pentru a fi supusi ulterior analizelor pentru determinarea compozitiei
biochimice globale. Durata experimentului a fost de 10 zile (intervalul 15-24 iulie 2014). Regimul de iluminare a fost 16 h lumina : 8
h intuneric, similar cu regimul natural in conditii de vara la litoralul roménesc. S-au montat in laborator trei acvarii cu o capacitate de
10 1 fiecare (volum 1 1 apd/exemplar cdlut de mare), iar parametrii de temperatura si salinitate au fost identici cu cei din mediul natural
(apa pompata din mare prin sistemul INCDM). Cele trei acvarii au fost aerate corespunzator si s-au instalat plante artificiale pentru a
servi animalelor drept suport. Apa a fost improspatata zilnic, pentru a realiza o densitate constantd a prazii in acvariile experimentale.
In Acvariul A au fost introduse 10 exempare de H. gurtulatus (6 masculi, 4 femele), hranite exclusiv cu rotiferul Brachionus plicatilis.
In Acvariul B au fost introduse 10 exempare de H. guttulatus (3 masculi, 7 femele), hranite exclusiv cu crustaceul Artemia salina, iar
in Acvariul C au fost introduse tot 10 exemplare de H. guttulatus (5 masculi, 5 femele), care au fost hranite cu un regim de 50% B.
plicatilis si 50% A. salina. Pe toatd perioada experimentala, s-a administrat hrana zilnic, la o densitate de 70 ind./ml pentru rotiferi si
20 ind./ml pentru A. salina. Rotiferul B. plicatilis a fost obtinut dintr-o susa pusa la dispozitie de Institutul Central de Cercetari
Pescaresti din Trabzon, Turcia (Central Fisheries Institute in Trabzon/CFRI). Ulterior, s-au realizat culturi de rotiferi in cadrul
INCDM ,,Grigore Antipa“. Crustaceul A. salina a fost obtinut din chisturi (oua de iarnd) achizitionate de pe piatd (JBL Artemio Pur)
si apoi incubate in recipiente cilindrice cu apd marind, prevazute cu sistem de aerare. Dupé incheierea celor zece zile de experiment, s-
a analizat compozitia biochimicd globala a exemplarelor din cele trei loturi experimentale folosind metodologia descrisa in
Subcapitolul 3.9 din prezenta teza (Rosioru, 2008). Rezultatele au fost interpretate din punct de vedere statistic cu ajutorul soft-ului
IBM SPSS Statistics v. 20 (testul parametric One-Way Anova - Analysis of Variance) (Subcap. 2.5).

Pentru determinarea concentratiilor a cinci metale grele (cupru - Cu; cadmiu - Cd; plumb - Pb; nichel - Ni; crom - Cr) atét
in probele de biota, cét si in apa si sedimente, esantionarea, conservarea si prelucrarea preliminara a probelor, precum si metodologia
de analiza au respectat metodele de referintd recomandate in studiul poluarii mediului marin (IAEA-MEL, 1999; Grashoff et al.,
1999). Pentru a determina corelatiile ce se stabilesc intre concentratiile din biota, apa si/sau sedimnte, s-au calculat Factorul de
Bioconcentrare (BCF) folosind urmatoarea formula: BCF = Cy/Cy, unde Cy = substantd chimica per kg de substantd uscata din
organismul analizat, iar C,, = cantitatea de substantd chimica dizolvata in apa/L, si Factorul de Bioacumulare Biota-Sediment, cu
urmatoarea formuld: BSAF = Cg/Cs, unde Cp = substantd chimicd per kg de substantd uscatd din organismul analizat, iar Cg =
concentratia n sedimente (masa substanta chimica per kg de sediment uscat).

Pentru determinarea hidrocarburilor aromatice polinucleare (HAP) s-a utilizat o0 metoda dezvoltatd de INCDM pe baza
celor descrise in ,,Manualul de instruire pentru masurarea pesticidelor organoclorurate si hidrocarburilor petroliere din probele de
mediu“ (IAEA-MEL, 1995).

Analiza continutului de poluanti organoclorurati din apa marind, sedimente si tesut animal si mediue s-a facut prin metoda
gas-cromatografica, cu un gas-cromatograf Perkin Elmer CLARUS 500 prevazut cu detector cu capturd de electroni (Coatu et al.,
2013).
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In vederea stabilirii de corelatii statistice intre concentratiile de contaminanti din tesutul animal si calculdrii unor indici (ex.
BCF - Factorul de Bioconcentrare sau BSAF - Factorul de Bioacumulare Biota-Sediment), au fost colectate probe de apa si sediment
din aceleasi locatii de prelevare. Probele de apa au fost colectate cu batometre tip Nansen, iar sedimentele cu ajutorul bodengreiferului
Van Veen (Nenciu et al., 2013; Nenciu et al., 2014a).

Pentru determinarea compozitiei biochimice globale a organismelor marine, s-au utilizat metode standard de analiza,
perfectionate in cadrul INCDM ,,Grigore Antipa“ (Rosioru, 2008). Umiditatea si substanta uscatd au fost determinate prin uscare in
etuvd la 105°C timp de 24 h, iar substanta minerald s-a determinat prin ardere la 550°C timp de 6 h. Continutul de proteine (% din
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substanta uscatd) al exemplarelor de H. guttulatus a fost analizat prin metoda Lowry (Lowry et al., 1951).
Continutul de lipide s-a determinat prin extractie cu eter cu aparatul Soxhlet.
Datele au fost prelucrate din punct de vedere statistic atat cu programul Microsoft Excel 2007, cat si cu IBM SPSS Statistics
v. 20 (Testul T, One-Way Anova - Analysis of Variance) (Petcu, 2011) si Statistica v. 10.

3. REZULTATE SI DISCUTII

3.1. Caracterizarea speciilor din familia Syngnathidae

Familia Syngnathidae face parte din Ordinul Syngnathiformes si cuprinde célutii de mare (Hippocampus sp.), pestii tubulari
si conducta si dragonii de mare. Ca descriere generala, corpul Syngnathidaelor este alungit (fie rectilinu - genul Syngnathus, fie cu
capul in unghi de 90° fatd de trunchi - genul Hippocampus), acoperit cu placi osoase regulate, metamerice, strans imbinate intre ele,
care formeaza un schelet extrem de rigid, placile de la acelasi nivel formand cate un inel complet. Numarul inelelor corespunde in
general celui al vertebrelor. Capul este alungit, botul este lung, in forma de tub, iar gura este mica, situata la capatul acestui tub.
Maxilarele sunt lipsite de dinti si sudate intre ele. Au o singura dorsala (a doua) bine dezvoltata, fara radii spinoase, Inotatoarea anala
este redusa, cea caudald este mica sau lipseste, cele pectorale sunt scurte sau lipsesc, iar inotitoarele ventrale cel mai adesea lipsesc.
Deschiderea branhiala este redusd la un mic orificiu situat la marginea superioard a operculului (Radu & Radu, 2008). In ceea ce
priveste reproducerea, ovulele sunt depuse de cétre femela pe fata ventrald a masculului, fie in regiunea toracica, fie in cea caudala. La
majoritatea genurilor, niste pliuri laterale ale corpului masculului invelesc regiunea incubatoare, formand o adevarata camera/punga
incubatoare. In cursul dezvoltarii, oudle sunt hranite de corpul tatilui, hrana si oxigenul difuzand din peretii pungii incubatoare (Radu
& Radu, 2008).

Cele mai vechi fosile de Syngnathidae dateazd din Miocenul Mediu (Sarmatianul Inferior, Orizontul Coprolitic) si au fost
descoperite in Slovenia (Zalohar et al., 2009). Procesele evolutive au condus la transformarea unui peste cu forma conventionald intr-
unul care nu mai arata ca un peste (Zalohar et al., 2012). Una dintre caracteristicile morfologice utilizate pentru incadrarea taxonomica
a Syngnathidaelor este fuziunea structurilor craniene si de hranire.

Separatia din punct de vedere al evolutiei intre calutii de mare si pestii tubulari, produsa la sfarsitul Oligocenului, a fost
determinata utilizand un ,,ceas molecular* lax, stabilind datele mai vechi ca limite superioare (Teske & Beheregaray, 2009). In acea
perioada, célutii de mare au dobandit pozitia verticald, o caracteristicd distinctiva ce le-a oferit un potential ridicat de camuflaj in
pajistile de iarba de mare aflate in plind expansiune, iar apoi a intervenit specializarea sistemului lor de hréanire. Pozitia verticala este
singura diferenta morfologica fatd de pestii tubulari (Zalohar & Hitij, 2012), fapt confirmat de descoperirea unei fosile de célut de
mare in dealurile de la Tunijce (Slovenia), in Orizontul Coprolitic, care a fost datatd din Miocenul Mediu. Cercetatorii au sugerat ca
acesta este un grup intermediar intre célutii de mare si pestii tubulari.

Familia Syngnathidae este una dintre cele mai mari familii ai carei membri prezintd una dintre cele mai rare strategii
reproductive din lumea animala: sarcina/gestatia la masculi, definind gestatia ca procesul de incubatie a embrionilor ce are loc in
interiorul organismului dupa contopirea dintre ovul si spermatozoid (Stolting & Wilson, 2007). Numeroase familii au ncredintat
masculilor atributii parentale, insa Syngnathidaele au mers mai departe, masculii fiind cei care fecundeaza si apoi incubeaza ouile pe
care femela le-a depus anterior In zona/punga incubatoare.

Punga incubatoare

Punga incubatoare

Fig. 3.1.1. S. acus mascul (foto original). Fig. 3.1.2. H. guttulatus femeli (stg.) si mascul (dr.) (foto original).

Pestii tubulari ori conductd (subfamilia Syngnathinae) sunt o subfamilie de pesti mici, care, alaturi de calutii de mare,
formeaza familia Syngnathidae. Cei mai mulfi pesti tubulari sunt locuitori marini, doar céateva specii trdind in apa dulce. Ei sunt
abundenti pe coastele din zonele tropicale si temperate. Cele mai multe specii de pesti tubulari au, de obicei, 35-40 cm in lungime si
in general triiesc in zone adapostite din recifele de corali sau paturi de iarba de mare. In lume sunt in jur de 200 de specii de ace de
mare de forme similare, de dimensiuni si culori diferite; astfel, cea mai mare specie atinge o lungime de peste 65 centimetri, iar cea
mai mica, in jur de 3 centimetri. Asemeni rudelor lor apropiate, calutii de mare, acele de mare se inmultesc printr-un mod inedit,
femelele depun ovulele intr-o pungd de pe abdomenul masculului, aici oudle incubeaza si masculul va elibera apoi puii, parand ca
naste (Kleiber et al., 2011).

In Marea Neagri sunt citate mai multe specii din subfamilia Syngnathinae (Syngnathus typhle Linnaeus, 1758, Syngnathus
schmidti Popov, 1927, Syngnathus variegatus Pallas, 1814, Syngnathus tenuirostris (acus) Rathke, 1837, Syngnathus abaster Risso,
1827, Nerophis ophidion Linnaeus, 1758) (Radu & Radu, 2008) (Fig. 3.1.1).

Calutul de mare (Fig. 3.1.2) este una dintre cele mai carismatice specii din Marea Neagra si, cu toate ca aparent nu prezinta
importantd economica (nu este o specie ce poate fi utilizatd ca sursa de hrana pentru populatie), suscita interes pentru utilizare fie ca
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bioresursd pentru medicina traditionald, fie in domeniul acvaristic, din ce in ce mai dezvoltat, fie pur si simplu

este vandut ilegal ca suvenir si curiozitate. In apele romanesti ale Marii Negre, este semnalati de sursele bibliografice (Lourie et
al., 2004; Foster & Vincent, 2004) prezenta a 3 specii, si anume Hippocampus guttulatus (Cuvier, 1829), Hippocampus hippocampus
(Linnaeus, 1758) si Hippocampus fuscus (Riippel 1838). La litoralul roméanesc, in lucrari mai recente, este semnalata o singura specie
(Radu & Radu, 2008), desi in lucrari anterioare sunt descrise mai multe specii (Bénarescu, 1964). Cu toate acestea, numai un studiu
genetic poate confirma prezenta acestor trei specii diferite, demers care nu s-a realizat pana in prezent la Marea Neagra. in consecinta,
unul dintre obiectivele acestei teze acopera tocmai studierea din punct de vedere genetic a exemplarelor colectate din mediul natural,
pentru a confirma sau infirma prezenta celor trei specii sau a unor potentiale subspecii (Subcapitolul 3.3. Analize genetice la specia
Hippocampus guttulatus de la litoralul romanesc al Marii Negre). Calutii de mare populeaza suprafete relativ reduse in ape costiere
de mica adancime, lagune si estuare (0,5-15 m), insa pot efectua migratii sezoniere in ape mai adanci (30 m+), aspect confirmat si de
capturile accidentale inregistrate cu traulul de fund la adancimi mari la litoralul roméanesc al Marii Negre (observatii personale).

Pe durata celor trei ani de realizare a demersurilor de cercetare, am identificat toate speciile de ace/ate de mare semnalate in
literatura de specialitate, conform Determinatorului lui Radu & Radu, 2008. In ceea ce priveste cilutii de mare, toate exemplarele
utilizate pentru analize, investigatii, precum si pentru experimentul de stabilire a regimului optim de hrana au fost identificate vizual,
potrivit Ghidului lui Lourie et al., 2004, ca apartinand speciei H. guttulatus.

3.2. Stabilirea corelatiei lungime - greutate la specia Hippocampus guttulatus de la litoralul romanesc al Marii Negre

Pentru stabilirea acestei corelatii, s-a colectat un numar total de 74 de indivizi de H. guttulatus (33 femele si 41 masculi).
Lungimea medie pe intregul esantion a fost de 8,03+0,91 cm, iar greutatea medie de 2,07+0,79 cm. Referitor la diferentele dintre cele
doua sexe, lungimea medie a femelelor a fost de 7,79+0,90 c¢m, iar a masculilor de 8,21+0,90 cm; greutatea medie a femelelor a fost
de 1,88+0,84 g, in timp ce la masculi media greutdtii a fost de 2,22+0,73 g. Din punct de vedere statistic, aceste diferente sunt
nesemnificative, avand in vedere ca valoarea lui p > 0,05 (greutate M vs. F p = 0,0669, lungime M vs. F p =0,0509) (Fig. 3.2.1).

Lungimea medie a exemplarelor de H. guttulotus Greutatea medie a exemplarelor de H. guttulatus
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Fig. 3.2.1. Lungimea si greutatea medii ale exemplarelor de H. guttulatus masurate si cintarite.

Parametrii calculati ai relatiei lungime - greutate si caracteristicile biometrice obtinuti in urma masuratorilor pentru specia H.
guttulatus (numarul esantioanelor, intervalele de lungime si greutate, mediile lungimii si greutatii, coeficientii a si b, coeficientul de
determinare R?) sunt detaliati in Tabelul 3.2.1. Valorile coeficientului R? au fost calculate dupa cum urmeaza: total R? = 0,64, masculi
R’ = 0,55, femele R* = 0,71, fiind comparabile cu valorile inregistrate la aceeasi specie in sud-estul Mirii Negre si Marea Mediterana
(p > 0,05), dar sensibil mai mici fata de valorile inregistrate la exemplarele de pe coastele Atlanticului (p < 0,05) (Tabel 3.2.1).

Tabel 3.2.1. Parametrii relatiei lungime - greutate la specia H. guttulatus (comparativ nord-vestul Mirii Negre - Romania,
sud-estul Marii Negre - Turcia, Marea Egee - Turcia si Oceanul Atlantic - sudul Portugaliei).
Locatia Interval Interval a b

lungime greutate Interceptia Panta R’ Referinte
(cm) (6]
NV Marii Negre F 33 6,10-9,90 0,52-4,30 0,002 3,23 0,71 Rezultate proprii, 2015
Romania Medie 7,79 Medie 1,88
M 41 7,00-10,30 1,54-4,41 0,023 2,14 0,55 Rezultate proprii, 2015
Medie 8,21 Medie 2,22
Total 74 6,10-10,30 0,52-4,41 0,006 2,72 0,04 Rezultate proprii, 2015
Medie 8.03 Medie 2,07
SE Mirii Negre F 59 5,70-8,60 0,85-2,60 0,008 2,64 0,89 Basusta et al., 2014
Turcia Medie 7,15 Medie 1,72
M 79 6,30-9,00 1,06-2,90 0,004 2,97 0,92 Basusta et al., 2014
Medie 7,65 Medie 1,98
Total 138 5,70-9,00 0,85-2,90 - - - Basusta et al., 2014
Medie 7,35 Medie 1,87
SE Mirii Negre Total 272 Medie Medie 0,007 2,64 0,69 Kasapoglu & Duzgunes,
Turcia 8,31 2,14 2014
Marea Egee Total 200 10,00-16,50 2,54-11,8 0,010 2,47 0,64 Giirkan & Tagkavak, 2007
Turcia Medie 13,25 Medie 7,17
Estuarul
Arade/Atlantic Total 84 3,6-18,50 - 0,007 2,71 0,99 Veiga et al., 2009
S Portugaliei Medie 11,05
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Relatiile lungime - greutate pentru specia H. guttulatus sunt ilustrate atit per total, cat si diferentiat pe sexe (Fig. 3.2.2).

Per total esantion, ecuatia lungime - greutate rezultatd este W = 0,00668-Lt>7"*, Pentru masculi, ecuatia este W = 0,02318-Lt>'*7*
iar pentru femele W = 0,00227.-Lt**™!,
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Fig. 3.2.2. Relatia lungime - greutate la H. guttulatus (masculi, femele si total).

Realizdnd o comparatie a valorilor lungimii medii la exemplare de H. guttulatus din diferite regiuni marine, se poate constata
(Fig. 3.2.3) ca lungimile célutilor de mare de la litoralul romanesc sunt comparabile cu cele inregistrate in partea sud-estica a Marii
Negre (p > 0,05), in vreme ce exemplarele din Marea Egee (Golful Izmir) sunt mult mai mari (p < 0,05), avind dimensiuni
comparabile cu cele de la coastele Atlanticului (Estuarul Arade, Portugalia).

in ceea ce priveste greutatea exemplarelor de H. guttulatus, din Fig. 3.2.3 reiese foarte clar ca indivizii din Marea Egee -
Golful Izmir sunt mult mai grei, diferenta dintre acestia si cei din Marea Neagra (atat din nord-vest, cat si din sud-est) fiind

semnificativa din punct de vedere statistic (p < 0,05). Se observa ca exemplarele din Marea Neagra, indiferent de zona de colectare,
inregistreaza greutati similare (p > 0,05).

Lungimea medie H. guttulatus (cm) Greutatea medie H. guttulatus (g)
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Fig. 3.2.3. Comparatie a lungimilor si greutatilor medii inregistrate de H. guttulatus in diferite regiuni marine.

Factorul pentru starea de intretinere - condition factor (K) s-a determinat folosind ecuatia K= (W/L3) x 100, unde W =
greutatea (masa) corpului pestelui, iar L = lungimea totala a pestelui (Basusta et al., 2014). Comparativ cu exemplarele de caluti de
mare din sud-estul Marii Negre (medie de 0,4183, Basusta et al., 2014), valorile obtinute pentru litoralul romanesc (K total = 0,3997,
K femele = 0,3976, K masculi = 0,4011) indica o stare de intretinere relativ mai buna pentru exemplarele de la litoralul turc al Marii
Negre, insa nesemnificativa din punct de vedere statistic (p > 0,05).
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Relatia lungime - greutate este utilizatd pentru a determina starea de intretinere a pestilor si tipul de
crestere (izometrica sau alometricd). Un coeficient b = 3 semnifica o crestere izometrica liniard a pestelui (lungimea si greutatea
cresc proportional) (Ricker, 1975). O supra-crestere in lungime fatd de greutate se va reflecta intr-un coeficient b < 2,5, iar o supra-
crestere a greutatii fatd de lungime este reflectatd de a valoare a lui b > 3,5 (Froese, 2006).

Valorile coeficientului b obtinute pentru exemplarele de H. guttulatus masurate si cantarite in prezentul studiu au indicat, per
total, o crestere alometrica negativa (b = 2,72), ceea ce Inseamna ca lungimea exemplarelor creste mai repede comparativ cu greutatea
acestora. Pe sexe, masculii au inregistrat tot o crestere alometrica negativa (b = 2,14), in schimb femelele au inregistrat o crestere
alometrica pozitiva (b = 3,23), spre deosebire de alte studii, unde cresterea a fost alometrica negativa atat la femele, cat si la masculi
(Basusta et al., 2014).

Pentru specia H. guttulatus nu s-au gasit date disponibile in FishBase (Froese & Pauly, 2004). Acest lucru, coroborat cu
faptul ca specia este clasificatd de IUCN ca Data Deficient (DD) (Woodall, 2012), confirma necesitatea efectuarii de cercetari
viitoare, in vederea obtinerii de date noi pentru Marea Neagra.

3.3. Analize genetice la specia Hippocampus guttulatus de la litoralul roménesc al Marii Negre

Cercetari anterioare asupra cariotipului la specia H. guttulatus din Marea Mediterand au relevat valori diploide 2n = 44
cromozomi (Vitturi, 1988; Vitturi et al., 1998).

Rezultatele prezentei cercetari au condus la concluzia ca si exemplarele de H. guttulatus colectate de la litoralul roméanesc al
Marii Negre au un cariotip cu valori diploide 2n = 44 cromozomi, 2 sm-m+42 a; FN = 46 (Fig. 3.3.1-3.3.2).
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Fig. 3.3.1. Metafaze la H. guttulatus fotografiate la microscop cu obiectivul cu imersie (foto Elena Taflan, INCDD Tulcea).
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Fig. 3.3.2. Cariotipul H. guttulatus de la litoralul roménesc al Mirii Negre (foto Elena Taflan, INCDD Tulcea).

Astfel, avem un cariotip cu 22 de perechi de cromozomi,

i e din care 21 perechi sunt constituite din cromozomi acrocentrici
HQ437205.1| Hppocampus hippocampus . . . . - . .
- 24372 1 HemscaTis nppocaToIS (perechile 1-21), cu dimensiuni descrescatoare, iar ultima pereche
HO437Z10.1] Hippoc ampus hippocampus - o e . . . . . . ..
o - HR437206 1 Hepcampus nepscs s (22) este alcatuita din doi cromozomi de dimensiuni medii meta-
HOA37 207 1| Hippocampus hippocamps L a =
o I ————— submetacentrici, rezultdnd astfel un numar fundamental de 46 brate
o 7201 Hopcaeus oo cromozomiale, 2 sm-m+42 a; FN = 46 (Fig. 3.3.2). Avand in vedere
HO237 204 1| Hippocampus hippocampus - . . . . .
@ HOL7203 1 Hipoc s pocaTs cd nu s-au detectat elemente heterotipice la cariotipurile pentru
851 HOLI7202 1| Hi =1 i ATPLS . . . - .
e e masculi si femele, s-a concluzionat ca specia H. guttulatus nu

prezinta cromozomi diferentiati din punct de vedere sexual.
Pentru realizarea arborelui filogenetic al H. guttulatus, s-a
1 AP005985, 1] Hippocamous kuda g . - I
: o ne_orcere 3 opeesreus vuss utilizat  filogenia moleculara, care presupune utilizarea
e macromoleculelor biologice t btine infi ii
- KCBE174.1| Hippocampus puihulsus g pentru a o tlne m Ol'matll asupra
istoriei evolutive a fiintelor si asupra legaturilor lor de inrudire,

J:J AF192663 1| Hppocampus guttulahs
KCAETETA 1) Hippocamoes gullukdus . . A . .
& eutar 2 2 Hopocamous pitietus adicd filogenia lor. In prezentul studiu au fost incluse secventele de
100 IS 1 Hipnocampws I i

= nucleotide ale citocromului b ale H. guttulatus si ale altor specii din

s ( HC 024530, 1) HippocempLs ingens

KFEG0453.1] Hppacampus Ingens

| 100 | NG, D46 4 Hippocamenss barbous
KFT12275 1| Hippocampus berbouri

Fig. 33.3. X \genelie construit in baza 8
1i Kimura-2 al regiunii citocromului b de la
sapte exemplare de Hippocampus sp. colectate de la

litoralul romanesc al Mirii Negre.
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genul Hippocampus disponibile in GenBank (Subcapitolul 2.4. Analize genetice pentru determinarea speciilor).
Arborele filogenetic al regiunii citocromului b rezultat utilizind metoda UPGMA si modelul lui Kimura cu 2 parametri, pe baza
distantelor genetice, prezintd doud clustere majore (Fig. 3.3.3). Specia H. guttulatus a fost grupatd ca ramura distinctd, insd mai
apropiata din punct de vedere filogenetic de speciile H. hippocampus, H. erectus, H. ingens si H. kuda (cu care prezinta si asemanari
la nivel fenotipic).

S-a realizat cu succes amplificarea ADN-ului la cele sapte exemplare capturate din Marea Neagra (Fig. 3.3.4). Nu au fost
identificate polimorfisme la cele sapte specimene utilizdnd opt enzime restrictive [7ru91 (Promega R7011), Hphl (NEB R0158), Rsal
(Promega R6371), Ddel (Promega R6291), Haelll (Promega R6171), Bsll (NEB R0555), BamHI (Promega R6021) si BsaJl (NEB
R0536)], ceea ce confirma ipoteza ca toate exemplarele analizate apartin aceleiasi specii, si anume H. guttulatus, si infirmand teoria
ca si alte doua specii de caluti de mare (H. hippocampus si H. fuscus) ar popula zonele de mica adancime de la litoralul roménesc al
Marii Negre.

Fig. 3.3.4. Imaginea gelului de agarozi in care au fost separati produsii de digestie enzimatici cu enzimele Hphl si Bsrl.
Cifrele de la 1 1a 7 indica exemplarele de H. guttulatus (foto Dalia Ondra, INCDD Tulcea).

3.4. Determinarea efectelor diferitelor regimuri de hrani vie asupra calutului de mare Hippocampus guttulatus

in Romania, primele experimente in care s-a incercat inmultirea si cresterea in captivitate a cilutilor de mare au fost realizate
de INCDM ,,Grigore Antipa“ Constanta in anul 2008, in cadrul unui proiect de cercetare. Rezultatele concrete ale experimentelor,
exprimate in procente de supravietuire si animale eliberate in mare, au demonstrat cd reproducerea si cresterea ulterioara in captivitate
a acestor pesti sunt fezabile. Cu toate acestea, principalul factor limitativ in cresterea H. guttulatus a fost asigurarea unui regim de
hrana propice puietului, dat fiind cd multe exemplare au murit de inanitie inainte de a atinge maturitatea din cauza lipsei unei
alternative de hrana de dimensiuni potrivite. In aceste conditii, cercetarea de fatd s-a dorit a fi o incercare de determinare a regimului
de hrana mai bine acceptat de calutii de mare in mediu controlat, in vederea cresterii ulterioare in conditii de captivitate. Metodologia
de realizare a experimentului este detaliata in Subcapitolul 2.5 Realizare experiment hrana din prezenta teza.

In urma experimentului realizat in decursul stagiului de doctorat, in ceea ce priveste masuratorile lungimii, s-a observat ca
exemplarele de H. guttulatus au crescut in mod linear in cazul tuturor celor trei regimuri de hrana. Lungimea finala (+10 zile) fiind
mai mare decat cea Inregistrata dupa +5 zile si, evident, cea initiald (Fig. 3.4.1). Cresterea maxima in lungime s-a inregistrat la
exemplarele din Acvariul C (unde s-a administrat regimul de hrand combinat Brachionus plicatilis + Artemia salina), urmata
indeaproape de regimul cu A. salina (Acvariul B). Cea mai redusa crestere in lungime s-a inregistrat la calutii de mare hraniti exclusiv
cu rotiferul B. plicatilis (Acvariul A). Referitor la variatiile de greutate, cresterea maxima s-a inregistrat tot la exemplarele din
Acvariul C (unde s-a administrat regimul de hrana combinat B. plicatilis + A. salina), urmate de cele din Acvariul B (regimul cu A.
salina) si Acvariul A (regimul cu rotiferul B. plicatilis) (Fig. 3.4.1). Aceste rezultate pot fi explicate prin continutul mai mare de lipide
al crustaceului A. salina (18,9% s.u.) (Léger et al., 1987) comparativ cu B. plicatilis (12% s.u.) (Onciu, 1998).
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Fig. 3.4.1. Cresterea in lungime si greutate a H. gutfulatus in raport cu regimul de hrani administrat (Nenciu et al., 2015).
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Cu toate acestea, diferentele de lungime si greutate inregistrate dupa 5, respectiv 10 zile intre cele trei
acvarii nu au fost semnificative din punct de vedere statistic. Dupa aplicarea testului parametric One-Way Anova (Analiza
Variantei), a rezultat ca pentru variabila ,,lungimea medie* dupa 5 zile mediile celor trei grupuri (H. guttulatus, Acvariu A =7,15 cm ,
H. guttulatus, Acvariu B = 7,40 cm, H. guttulatus, Acvariu C = 7,19 cm) nu au diferit in mod semnificativ intre ele (F = 0,545; p =
0,586 > a = 0,05) (Fig. 3.4.2.a). in mod similar, dupa 10 zile, mediile celor trei grupuri (H. guttulatus, Acvariu A = 7,30 cm, H.
guttulatus, Acvariu B = 7,66 cm, H. guttulatus, Acvariu C = 7,60 cm) nu au diferit in mod semnificativ din punct de vedere statistic (F
=0,823; p = 0,462 > a = 0,05) (Fig. 3.4.2.b). Nici pentru variabila ,,greutate medie* valorile inregistrate dupa 5 zile de experiment nu
au diferit In mod semnificativ intre cele trei grupuri: H. guttulatus, Acvariu A = 1,52 g, H. guttulatus, Acvariu B = 1,80 g, H.
guttulatus, Acvariu C = 1,91 g (F = 1,149; p = 0,332 > o = 0,05) (Fig. 3.4.2.c). Nici mediile greutatilor masurate dupa 10 zile de
aplicare a hranirii controlate nu au inregistrat diferente semnificative statistic intre cele trei regimuri de hrana: H. guttulatus, Acvariu
A =1,71 g, H. guttulatus, Acvariu B = 2,07 g, H. guttulatus, Acvariu C =2,25 g (F =0,927; p = 0,442 > a = 0,05) (Fig. 3.4.2.d).
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Fig. 3.4.2. Diferente intre cele trei acvarii experimentale: a) lungime medie +5 zile; b) lungime medie +10 zile;
¢) greutate medie +5 zile; d) greutate medie +10 zile (Nenciu et al., 2015).

In ceea ce priveste compozitia biochimica globala, s-au raportat valorile medii inregistrate dupa 5, respectiv 10 zile de
hranire diferentiata la mediile Inregistrate de lotul-martor. Exemplarele din lotul martor au fost similare ca lungime si greutate cu cele
din acvariile experimentale (confirmare statistica, F = 0,896; p = 0,420 > o = 0,05 pentru lungimea initiald, si F = 1,118; p=0,342 >«
= 0,05, pentru greutatea initiala). Substanta uscatd (s.u.) si umiditatea (% material proaspat) au inregistrat anumite diferente intre
acvariile experimentale si momentele experimentului. Cea mai ridicatd valoare a substantei uscate a fost inregistrata de exemplarele
de H. guttulatus din Acvariul A (hranire cu B. plicatilis) dupa 5 zile de experiment (24,85%), iar cea mai scdzuta s-a Inregistrat in
Acvariul B (hranire cu A. salina) dupa 5 zile (22,34%) (Fig. 3.4.3).
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Fig. 3.4.3. Substanta uscati (s.u.%) si umiditatea (m.p.%) inregistrati la exemplarele de H. guttulatus din cele trei acvarii experimentale
(Nenciu et al., 2015).

In maniera complementara, cel mai mic procent de umiditate s-a inregistrat la indivizii din Acvariul A (hrinire cu B.
plicatilis) dupd 5 zile de experiment (75,15%), iar cel mai ridicat continut de apa a fost masurat la exemplarele din Acvariul B
(hranire cu A. salina) dupa 5 zile (77,66%) (Fig. 3.4.3).

Valorile substantei minerale (s.u.%) au fost cele mai ridicate in cazul regimului cu B. plicatilis (Acvariul A), In vreme ce
regimurile de hrana cu A. salina (Acvariul B) si combinat (Acvariul C) au inregistrat valori similare.

Continutul de proteine a variat in mod diferit dupa 5, respectiv 10 zile de experiment. Astfel, dupa 5 zile de hranire
controlata, cel mai ridicat continut de proteine s-a inregistrat la exemplarele de H. guttulatus din Acvariul C (regimul combinat), in
vreme ce valoarea minima s-a inregistrat la cilutii de mare hraniti exclusiv cu rotiferi (Acvariu A). Insi, dupa 10 zile, aceste valori s-

10



T%,. Studii referitoare la influenta poluantilor asupra unor specii de pesti din familia Syngnathidae - ?ﬂ
%‘?‘ i
au inversat: cea mai mare valoare a proteinelor s-a Inregistrat la exemplarele din Acvariul A (regimul cu B.

plicatilis), iar cea mai mica in Acvariul C (regimul combinat) (Fig. 3.4.4). Continutul de lipide a fost cel mai ridicat in regimul cu
A. salina (Acvariu B) dupa 10 zile, precum si in regimul combinat (Acvariu C) dupa 5 zile (Fig. 3.4.4).
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Fig. 3.4.4. Continutul de proteine (s.u.%) si lipide (s.u.%) inregistrat la exemplarele de H. guttulatus din cele trei acvarii
experimentale (Nenciu et al., 2015).

Cu toate acestea, in urma analizei compozitiei biochimice globale, s-a constatat ca lotul hranit cu B. plicatilis a avut un
continut de proteine mai mare, oarecum neasteptat dupa observarea comportamentului calutilor de mare, care au parut ca prefera
prada de dimensiuni mai mari (A. salina). Aceste valori pot fi, insd, explicate prin continutul de proteine mai ridicat al rotiferilor B.
plicatilis (63% s.u.) (Léger et al., 1987) comparativ cu A. salina (54,3% s.u.) (Léger et al., 1987). Datoritd compozitiei sale
biochimice, rotiferul B. plicatilis constituie o sursa de hrana de calitate (continut lipide totale 12% s.u., proteine 63% s.u.) atunci cand
este hranit cu Nannochloropsis sp. (Onciu, 1998).

Pe de alta parte, analiza compozitiei biochimice globale a crustaceului A. salina a relevat un continut ridicat de proteine,
indicand ca necesitatile de macronutrienti sunt in general satisfacute pentru majoritatea pradatorilor, incluzand aici si calutii de mare.
Compozitia biochimicd a crustaceului A. salina (hranit cu Tetraselmis sp.) este urmatoarea: lipide totale 18,9% s.u., proteine 52,2%
s.u. in naupliile de A. salina (Léger et al., 1987). Continutul de lipide totale la indivizii de H. guttulatus a fost cel mai ridicat in
regimul cu A. salina (Acvariul B) dupa 10 zile de experiment, precum si in cazul regimului combinat (Acvariul C) dupa 5 zile, aspect
explicabil, avand 1n vedere procentul mai mare de lipide din A. salina comparativ cu B. plicatilis (12% s.u.) (Onciu, 1998).

Nu se poate trece cu vederea nici influenta factorilor de mediu, dat fiind ca evolutia temperaturii si salinitatii pe parcursul
celor 10 zile de experiment este posibil sa fi influentat comportamentul de hranire al exemplarelor de H. guttulatus si, implicit,
activitatea lor metabolicd. Se remarca evolutia continutului de proteine in cazul celor trei loturi: cu exceptia Acvariului A (hranire
exclusiv cu rotiferul B. plicatilis), in cazul Acvariilor B (H. guttulatus hraniti exclusiv cu A. salina) si C (regimul de hrana combinat),
continutul de proteine a scazut dupa 10 zile de hranire controlata, de la 93,98% s.u. la 92,07% s.u. si, respectiv, de la 95,62% s.u. la
90,54% s.u. Cand s-a corelat aceasta scadere a continutului de proteine cu temperatura si salinitatea, s-a observat cd, la exact 5 zile de
la Inceperea experimentului, temperatura a inceput sa creasca (de la 23,5°C la 25,22°C), 1n timp ce salinitatea a inceput sa scada (de la
14 PSU%o la 12,92 PSU%o), sugerand ca este posibil ca metabolismul exemplarelor de H. guttulatus sa fi fost incetinit.

Concluziile acestei cercetari preliminare sunt cd un regim de hrand combinat cu rotiferi (B. plicatilis) si crustacee (A. salina)
este cel mai recomandat pentru cresterea in captivitate a calutilor de mare (H. guttulatus), datoritd avantajelor pe care le prezintd
fiecare dintre cele doud nevertebrate. Pe de-o parte, rotiferii se dezvolta in densitati mari si au un continut de proteine mai ridicat (care
s-a reflectat si in continutul de proteine al exemplarelor din loturile experimentale analizate), iar, pe de altd parte, crustaceele au un
continut de lipide mai ridicat si sunt mai usor de vanat, find mai mari i mai vizibile in acvariu.

Este recomandat sd se experimenteze si cu alte regimuri de hrana. Cercetari viitoare vor viza analizarea continutului stomacal
al exemplarelor de H. guttulatus rezultate din capturile complementare de la punctele pescaresti situate de-a lungul litoralului
romanesc, tocmai pentru a determina cu acuratete tipul de prada preferat de acesta specie in Marea Neagra.

3.5. Investigarea acumulérii de poluanti in tesutul global al cilutului de mare Hippocampus guttulatus

H. guttulatus (ca si celelalte specii de caluti de mare) trdieste in zonele de mica adancime din apropierea coastei, unde
giseste habitate propice in pajistile de iarba de mare si in zonele cu substrat pietros acoperite de tufe de alge macrofite. Insi, aceasta
vecinitate cu zona costiera il face extrem de vulnerabil la deversirile de origine antropica (Nenciu et al., 2013). in consecinti, in
prezentul studiu au fost analizati trei dintre cei mai importanti contaminanti ai mediului marin - pesticidele organoclorurate,
hidrocarburile aromatice polinucleare si metalele grele (Cu, Cd, Pb, Ni, Cr) - in tesutul global al calutului de mare colectat de-a lungul
litoralului romanesc sudic. De asemenea, s-a determinat compozitia biochimica globala a tesutului integral de H. guttulatus.

Metodologia de esantionare (probele au fost prelevate din trei statii situate in sudul litoralului roméanesc al Marii Negre,
Cazino-Constanta, Saturn-Venus si Mangalia), precum si cea de efectuare a analizelor specifice de laborator sunt detaliate in
Subcapitolele 2.1. Colectarea probelor, 2.6. Determinarea concentratiei de metale grele, 2.7. Determinarea concentratiei de
hidrocarburi aromatice polinucleare (HAP), 2.8. Determinarea concentratiei de pesticide organoclorurate si 2.9. Determinarea
comporitiei biochimice globale din prezenta teza.

S-a determinat compozitia biochimica globala din tesutul de H. guttulatus (substantd uscatd, umiditate, substantd minerala,
proteind bruta, lipida brutd) (m.p. = material proaspat, greutatea umeda; s.u. = substantd uscatd). Substanta uscata (%) a variat intre
26,64+0,50 (Mangalia) si 30,69+0,27 (Cazino-Constanta). Umiditatea (% m.p.) a variat intre 69,31+0,27 (Cazino-Constanta) si
73,36+0,5 (Mangalia). Substanta minerala (% s.u.) a variat intre 17,90+0,95 (Saturn-Venus) si 19,38+0,62 (Mangalia). Continutul de
proteine in tesutul de H. guttulatus (% s.u.) a variat intre 70,82+5,15 (Cazino-Constanta) si 74,0743,55 (Mangalia), iar continutul de
lipide (% s.u.) intre 1,17+0,13 (Mangalia) si 1,28+0,21 (Cazino-Constanta) (Fig. 3.5.1.a).
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Fig. 3.5.1. a) Raportul substanti uscati-umiditate si b) continutul de proteine, lipide si substanti minerala (% s.u.) in tesutul de  H.
guttulatus (Nenciu et al., 2014b).

Astfel, substanta uscatd si continutul de lipide au inregistrat valorile minime in tesutul de célut de mare colectat de la
Mangalia si valorile maxime in cel colectat din statia Cazino-Constanta. Umiditatea si continutul de proteine au fost minime in
probele colectate de la Cazino-Constanta, iar valorile maxime au fost inregistrate la Mangalia (Fig. 3.5.1.b).

Analiza nivelului pesticidelor organoclorurate (POC) in tesutul de calut de mare a evidentiat anumite diferente intre statiile
de prelevare a probelor, precum si intre pesticidele analizate. Astfel, valoarea maxima a fost Inregistratd pentru aldrin la Mangalia
(0,2081 pg/g m.p.), iar lindanul a fost aproape sub limita de detectie a metodei (0,0004 ng/g m.p.) in toate cele trei locatii de
esantionare. Valorile inregistrate pentru hexaclorobenzen (HCB) au fost relativ reduse in toate cele trei statii de prelevare (medie
0,0161 pg/g m.p.), iar pentru heptaclor valoarea inregistrata la Cazino-Constanta (0,0836 pg/g m.p.) a fost semnificativ mai mare fata
de celelalte doua statii (0,0003 pg/g m.p.). De asemenea, si valorile inregistrate pentru p,p'DDT la Cazino-Constanta (0,0514 ng/g
m.p.) au fost mai mari decat cele inregistrate la Saturn-Venus (0,0263 pug/g m.p.) si Mangalia (0,0125 ug/g m.p.).

In ceea ce priveste ceilalti compusi organoclorurati analizati (dieldrin - medie 0,0688 pg/g m.p., endrin - medie 0,0726 pg/g
m.p., p.p’DDE - medie 0,0824 pg/g m.p., p.p’DDD - 0,0844 pg/g m.p.), valorile inregistrate au fost relativ apropiate, cu mici diferente
intre statiile de prelevare a probelor (Fig. 3.5.2).
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Fig. 3.5.2. Contaminarea cu POC (pg/g m.p.) a tesutului de H. guttulatus pe compusi (Nenciu et al., 2014b).

Continutul total de pesticide organoclorurate in tesutul global de calut de mare a variat intre valoarea minima 0,4350 pg/g
m.p. la Saturn-Venus si 0,5534 ng/g m.p. la Cazino Constanta (medie 0,5047), indicand astfel o contaminare totald mai mare cu
pesticide organoclorurate 1n zona adiacenta Portului Constanta.

Analiza valorilor POC inregistrate in tesutul de H. guttulatus a aratat cd, In ciuda continutului scazut de lipide comparativ cu
alte organisme marine (spre exemplu, midiile), calutii de mare bioacumuleaza compusi organoclorurati, care de obicei sunt absorbiti
de tesutul gras. Cu toate acestea, doar cercetari ulterioare pot clarifica in ce mod este afectat metabolismul si activitatea enzimatica a
calutilor de mare de aceastd contaminare cu pesticide organoclorurate.

In mod similar cu pesticidele organoclorurate, hidrocarburile aromatice polinucleare (HAP) au fost identificate in tesutul
de H. guttulatus cu diferente Intre cei 16 compusi analizati (Fig. 3.5.3).
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Fig. 3.5.3. Contaminarea cu hidrocarburi aromatice polinucleare (ng/g m.p.) a tesutului de
H. guttulatus pe compusi (Nenciu et al., 2014b).

Cel mai ridicat nivel a fost inregistrat de fluoren atdt la Saturn-Venus, cat si la Cazino-Constanta (265,7 ng/g m.p. si,
respectiv, 267,3 ng/g m.p.), in vreme ce naftalina, antracenul si benzo[k]fluorantenul au fost sub limita de detectie a metodei.
Fluorenul este o HAP cu greutate moleculard micd, cu 2-3 inele aromatice, caracteristica pentru deversdrile de petrol si produse
petroliere (Tiganus et al., 2013). Aceastd valoare ridicatd inregistratad de fluoren in tesutul de calut de mare in toate cele trei statii
poate indica tocmai acest tip de poluare a zonelor din care au fost prelevate probele, ce a condus la o bioacumulare a acestei HAP in
organismul pestelui studiat. Trei dintre compusii aromatici polinucleari au inregistrat valori mai ridicate, si anume acenaftenul,
fluorenul si benzo[a]antracenul (medii 100,0 ng/g m.p., 226,4 ng/g m.p. si, respectiv, 93,5 ng/g MP), in timp ce celelalte hidrocarburi
aromatice polinucleare nu au indicat o contaminare alarmantd. Cu toate acestea, continutul total de hidrocarburi aromatice
polinucleare in tesutul de cidlut de mare a aratat un grad de contaminare mai mare in statia Cazino-Constanta (587,8 ng/g m.p.),
inregistrand o tendintd descrescatoare catre sud - 439,5 ng/g m.p. la Saturn-Venus si 322,5 ng/g m.p. la Mangalia.

Nu au existat date disponibile pentru a compara nivelurile de pesticide organoclorurate si hidrocarburi aromatice polinucleare
inregistrate in tesutul de calut de mare la Marea Neagra cu valori inregistrate la specii din genul Hippocampus din alte zone marine
ale lumii, pentru a putea vedea dacd aceste valori sunt normale sau exceptionale. Existd posibilitatea ca valorile obtinute sa fie
rezultatul unor interferente ale anumitor compusi, dat fiind cd au ramas pigmenti in extract dupa etapa de purificare (Nenciu et al.,
2014b). Asadar, analizele trebuie repetate, folosind probe din aceleasi statii de prelevare.

Pe de alta parte, pentru metalele grele, au fost disponibile anumite date pentru a realiza o comparatie cu alte sase specii de
calut de mare (Qiang et al., 2008). Astfel, continutul de metale grele determinat in tesutul de H. guttulatus a fost similar $i comparabil
pentru cupru, cadmiu si plumb, dupd cum urmeaza: Cu - 5,56 pg/g s.u. la H. guttulatus si 6,03 ng/g s.u. la Hippocampus kuda
(Bleeker, 1852), Cd - 1,51 pg/g s.u. la H. guttulatus si 1,54 ng/g s.u. la Hippocampus spinosissimus (Roule, 1916), Pb - 2,50 pg/g s.u.
la H. guttulatus si 2,07 pg/g s.u. la H. histrix (Kaup, 1856). Aceste valori comparabile confirma acuratetea analizei efectuate probelor
colectate din Marea Neagra si indica faptul ca specia de cidlut de mare de la litoralul roméanesc bioacumuleaza metale grele (Nenciu et
al., 2014b).

Gradul de contaminare cu metale grele - H. guttulatus
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Fig. 3.5.4. Contaminarea cu metale grele (ng/g s.u.) a speciei H. guttulatus pe elemente (Nenciu et al., 2014b).
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i% Cea mai mare valoare a fost inregistratd de cupru la Saturn-Venus (5,56 pg/g s.u.), iar cel mai scazut nivel de
contaminare s-a inregistrat la cadmiu, in statia Cazino-Constanta (0,02 pg/g s.u.). De asemenea, si contaminarea cu plumb a fost
semnificativa, cu o medie de 1,88 pg/g s.u. Cadmiul, nichelul si cromul au Inregistrat valori medii similare, variind intre 0,54 pg/g s.u.
(Cr) si 0,82 pg/g s.u. (Ni) (Fig. 3.5.4). Din cauza nivelurilor ridicate ale cuprului si plumbului la Saturn-Venus, aceasta statie a
rezultat ca cea mai contaminatd cu metale grele (total 11,19 pg/g s.u.), urmata de Mangalia (6,10 pg/g s.u.) si Cazino-Constanta (2,39
pg/g s.u.). Acest nivel ridicat al cuprului in tesutul de H. guttulatus a rezultat, probabil, In urma unei contamindri cu cupru a apei
marine din zond, din cauza traficului naval (cuprul este adesea folosit ca agent antifouling pe chilele navelor) (Nenciu et al., 2014b).

Concluzia acestei cercetari a nivelului de bioacumulare a xenobioticelor in tesutul de H. guttulatus la litoralul roméanesc al
Marii Negre confirmd ipoteza potrivit careia calutii de mare, ca majoritatea speciilor marine, preiau substantele ce ajung in mediul
acvatic (Nenciu et al., 2014b). Toti acesti compusi detectati in urma analizelor efectuate sunt extrem de toxici, chiar si in concentratii
scazute, 1n special atunci cand se acumuleaza in situsurile metabolic active, si ar putea influenta supravietuirea unei specii extrem de
sensibile cum este H. guttulatus. Este, asadar, necesar sd se efectueze cercetdri viitoare care sa studieze modul in care pesticidele
organoclorurate, hidrocarburile aromatice polinucleare si metalele grele influenteaza activitatea metabolica si enizmaticd a calutului
de mare.

3.6. Studii privind bioacumularea de metale grele in tesutul global al calutului de mare Hippocampus guttulatus si al acului de
mare Syngnathus acus de la litoralul romanesc exprimata prin Factorul de Bioconcentrare (BCF) si Factorul de Bioacumulare
Biota-Sediment (BSAF)

Prezenta cercetare a avut ca obiectiv analiza bioacumularii de metale grele (Cu, Cd, Pb, Ni, Cr) la doud specii de
Syngnathidae care populeaza apele putin adanci de la litoralul roménesc: calutul de mare (Hippocampus guttulatus, Cuvier, 1829) si
acul de mare (Syngnathus acus, Linnaeus, 1758), raportata la concentratiile acelorasi elemente din apa si sedimentele inconjuratoare,
exprimata prin Factorul de Bioconcentrare (BCF) si Factorul de Bioacumulare Biota-Sediment (BSAF).

Metodologia de esantionare, precum si cea de efectuare a analizelor specifice de laborator prin spectrometrie cu absorbtie,
utilizdnd spectrometrele cu absorbtie atomica cu cuptor de grafit model ATI-UNICAM 939Z si SOLAAR M6 Dual Thermo Electron-
UNICAM din dotarea INCDM ,,Grigore Antipa“ Constanta, sunt detaliate in Subcapitolele 2.1. Colectarea probelor si 2.6.
Determinarea concentratiei de metale grele din prezenta teza.

BCF si BSAF la speciile Hippocampus guttulatus si Syngnathus acus (2014)

Analizele efectuate au ardtat ca cele cinci metale grele (Cu, Cd, Pb, Ni, Cr) au inregistrat valori variabile in cele doua statii
de prelevare, in toate cele trei medii analizate [biota pg/kg substantd uscata (s.u.), apa pg/l, sediment pg/kg s.u.], cu diferente
semnificative statistic (p < 0,05, testul T). Pentru a uniformiza valorile in vederea calcularii factorilor BCF si BSAF, unitatile de
masura au fost transformate in ppb (parts per billion - parti la un miliard). Rezultatele sunt prezentate in Tabelul 3.6.1.

Tabel 3.6.1. Valori ale contaminirii cu metale grele in bioti, apa si sedimente (2014).

Statia Cazino Constanta

Cu Cd Pb Ni Cr
ppb ng/kg H. guttulatus 14000 220 280 3220 120
ppb ng/kg S. acus 7890 90 1220 1330 730
ppb pg/l Apa 1,64 0,84 3,05 1,15 1,09
ppb ng/kg Sedimente 18850,00 210,00 5280,00 73090,00 48930,00
Statia Costinesti

Cu Cd Pb Ni Cr
ppb ng/kg H. guttulatus 17270 120 260 6640 11790
ppb ug/kg S. acus 7120 110 130 1510 480
ppb pg/l Apa 0,84 0,86 2,95 1,64 1,81
ppb pg/kg Sedimente 15460,00 170,00 3210,00 50530,00 79120,00

Astfel, in probele de biota, in statia Cazino Constanta, cele mai ridicate valori au fost inregistrate de cupru atat in tesutul de
H. guttulatus (14000 pg/kg s.u.), cat si de S. acus (7890 pg/kg s.u.), urmate de nichel in tesut de H. guttulatus (3220 pg/kg s.u.) si S.
acus (1330 ug/kg s.u.). In aceeasi statie, plumbul a inregistrat valoarea maxima in tesut de S. acus (1220 pg/kg s.u.), la fel si cromul
(730 pg/kg s.u.). Per total, in statia Cazino Constanta, la specia H. guttulatus, cele cinci metale grele au inregistrat valori
descrescatoare in ordinea Cu > Ni > Pb > Cd > Cr, iar la specia S. acus ordinea a fost Cu > Ni > Pb > Cr > Cd (Fig. 3.6.1).

In statia sudica, Costinesti, tot cuprul a inregistrat valorile maxime la ambele specii: 17270 pg/kg s.u. la H. guttulatus si 7120
pg/kg s.u. la S. acus. Cromul si nichelul au inregistrat si ele valori mari in tesutul de H. guttulatus: 11790 pg/kg s.u., respectiv 6640
pg/kg s.u. Ordinea concentratiilor de metale grele a fost urmatoarea: Cu > Cr > Ni > Pb > Cd la H. guttulatus si Cu >Ni > Cr > Pb >
CdlaS. acus (Fig. 3.6.1).
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Fig. 3.6.2. Comparatie intre nivelurile de Cu, Cd, Pb, Ni si Cr din tesutul integral de H. guttulatus si S. acus.

in probele de api, datoriti proceselor de dilutie si variabilitatii naturale, concentratiile de metale grele au fost diminuate, in
ambele statii. Cu toate acestea, se remarca valorile mai ridicate inregistrate de plumb in ambele statii (3,05 ng/l la Cazino Constanta si
2,95 ng/l la Costinesti). Si cromul a inregistrat valori crescute in ambele locatii. Valori ridicate au fost inregistrate si de cupru la
Cazino Constanta (1,64 pg/l) si crom la Costinesti (1,81 pg/l). Cadmiul a inregistrat cele mai mici valori in ambele statii de prelevare:
0,84 pg/l la Cazino Constanta si 0,86 pg/l la Costinesti (Fig. 3.6.3). Ordinea concentratiilor celor cinci metale grele in apa a fost
urmatoarea: la Cazino Constanta Pb > Cu > Ni > Cr > Cd, iar la Costinesti Pb > Cr >Ni > Cd > Cu.
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In sedimentele marine, ordinea concentratiilor celor cinci metale grele analizate a fost urmatoarea: la

Cazino Constanta Ni > Cr > Cu > Pb > Cd, iar la Costinesti Cr > Ni > Cu > Pb > Cd. Se remarca valorile ridicate ale nichelului

acumulat in sedimente la Cazino Constanta (73090 pg/kg s.u.), dar si la Costinesti (50530 pg/kg s.u.). De asemenea, si cromul a

inregistrat valori ridicate, cu valoarea maxima la Costinesti (79120 pg/kg s.u.), si 48930 pg/kg s.u. la Cazino Constanta. Cele mai

mici valori in sedimente s-au nregistrat la cadmiu: 210 ug/kg s.u. la Cazino Constanta si 170 pg/kg s.u. la Costinesti (Fig. 3.6.3).
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Fig. 3.6.3. Concentratia de metale grele in probele de ap si sedimente (2014).

Per total, iese in evidentd concentratia ridicatd inregistratd de cupru in ambele statii de prelevare, la ambele specii, ceea ce
atrage atentia asupra necesitatii identificarii sursei potentiale de contaminare.

Aplicand formulele de calcul mentionate anterior, s-au obtinut urmatoarele valori pentru factorul de bioconcentrare si
factorul de bioacumulare biota-sediment (cu rosu depasiri de valori limita) (Tabel 3.6.2):

Tabel 3.6.2. Valorile BCF si BSAF inre,

#BCF > 1000 (bioacumulator) (REACH)

® BCF > 2000 (bioacumulator) (TSCA)
“BCF > 5000 (foarte bioacumulator) (REACH & TSCA)

4BSAF > 1 (microconcentrator) (Dallinger, 1993)
° BSAF > 2 (macroconcentrator) (Dallinger, 1993)
BSAF < 1 (deconcentrator) (Dallinger, 1993)

istrate pentru H. guttulatus $i S. acus in cele doua statii de prelevare (2014).

Statia Cazino Constanta | Cu Cd Pb Ni Cr

BCF H. guttulatus 8536,58° 261,9 91,8 2800*" 110,09
BSAF H. guttulatus 0,74 1,044 0,05 0,04 0,002
BCF S. acus 4819,97*" 107,14 400 1156,52° 669,72
BSAF S. acus 0,41 0,42 0,23 0,018 0,014
Statia Costinesti Cu Cd Pb Ni Cr

BCF H. guttulatus 20599,52°¢ 139,53 88,13 4048,78™" | 6513,81¢
BSAF H. guttulatus 1,11¢ 0,7 0,08 0,13 0,14
BCF S. acus 8476,19° 1279 44,06 920,73 265,19
BSAF S. acus 0,46 0,64 0,04 0,02 0,006

in concordanti cu nivelurile mari ale concentratiilor inregistrate de cupru in ambele specii studiate, valoarea maxima a
Factorului de Bioconcentrare (BCF) a fost inregistrata pentru acest element in ambele statii de prelevare la ambele specii (Fig. 3.6.4 a
si b). Astfel, conform valorilor inregistrate la specia H. guttulatus, cuprul este foarte bioacumulator, valoarea BCF fiind >5000, iar la
S. acus este foarte bioacumulator la Costinesti (BCF >5000) si bioacumulator (BCF >2000) la Cazino Constanta.

Un alt element bioacumulator este, conform rezultatelor obtinute, nichelul, care a inregistrat depasiri in statia Cazino
Constanta atat la H. guttulatus, cat si la S. acus (BCF >2000). Si in statia Costinesti, valoarea nichelului a condus la concluzia cé este
bioacumulator (BCF >2000), insd numai la specia H. guttulatus. Tot in Statia Costinesti, o valoare foarte mare a Factorului de
Bioconcentrare a fost nregistrata si de crom (BCF >5000), la calutul de mare.
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Fig. 3.6.4. Valorile Factorului de Bioconcentrare (BCF) in cele doui statii (2014).
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Valorile Factorului de Bioacumulare Biota-Sediment (BSAF) inregistrate la acul de mare au fost mici

(<1), in vreme ce la calutul de mare s-au inregistrat valori depésite doar la cadmiu (Constanta) si cupru (Costinesti) (BSAF>1).

Celelalte elemente au inregistrat valori ce le clasifica drept deconcentratoare (BSAF < 1) (Fig. 3.6.5 a si b).
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Fig. 3.6.5. Valorile Factorului de Bioacumulare Biota-Sediment (BSAF) in cele doui statii (2014).

BCF si BSAF la specia Hippocampus guttulatus (2013)

Formulele de calcul pentru factorul de bioconcentrare si factorul de bioacumulare biota-sediment s-au aplicat si pentru datele
de contaminare cu metale grele din 2013 (nivelurile inregistrate in 2013 de cele cinci metale grele analizate in probele de tesut de H.
guttulatus, Cu, Cd, Cr, Ni si Pb, sunt detaliate in Subcapitolul 3.5. Investigarea acumularii de poluanti in tesutul global de calut de
mare Hippocampus guttulatus din prezenta teza).

Valoarea maxima in probele de apa s-a inregistrat la crom in statia Cazino-Constanta (8,4 ppb). Mai spre sud, la Saturn-
Venus, cromul a atins nivelul de 4,3 ppb, iar la Mangalia 1 ppb, observiandu-se diferente mari intre statii. Cuprul, insa, a inregistrat
concentratii descrescatoare de la sud la nord: 4,1 ppb la Mangalia, 2,3 ppb la Saturn-Venus si 1,3 ppb in Cazino-Constanta (Nenciu et
al., 2014a) (Fig. 3.6.6). Si cadmiul a inregistrat valoarea maxima la Mangalia (1 ppb), urmatd de 0,6 ppb la Cazino-Constanta si 0,3
ppb la Saturn-Venus. Valoarea maxima pentru plumb s-a Inregistrat la Saturn-Venus (2,4 ppb), iar in statiile Cazino-Constanta si
Mangalia concentratiile au fost mult mai mici (0,7 ppb, respectiv 0,5 ppb). Nichelul a inregistrat concentratia maxima la Cazino-
Constanta (1,3 ppb), urmata de concentratii apropiate la Saturn-Venus (0,9 ppb) si Mangalia (0,8 ppb). Per total, gradul cel mai inalt
de contaminare al apei marine cu metale grele s-a inregistrat in statia Cazino-Constanta (12,5 ppb), urmata de Saturn-Venus (10,3
ppb) si Mangalia (7,5 ppb). Valoarea maxima in probele de sedimente s-a inregistrat la cupru in statia Cazino-Constanta (43540 ppb
s.u.), urmata de Mangalia (12460 ppb s.u.), iar valoarea minima s-a inregistrat la Saturn-Venus (5010 ppb s.u.).

Si cadmiul a inregistrat concentratia maxima la Cazino-Constanta (1910 ppb s.u.), in timp ce la Saturn-Venus si Mangalia s-
au Inregistrat valori mult mai mici (120 ppb s.u. si, respectiv 60 ppb s.u.) (Fig. 3.6.6).

Valoarea maxima in tesutul de H. guttulatus s-a inregistrat la cupru in statia Saturn-Venus (5560 ppb s.u.). Tot cuprul a
inregistrat o valoare ridicata la Mangalia (2190 ppb s.u.), in timp ce la Cazino-Constanta a atins doar 220 ppb s.u. Si cadmiul a
inregistrat valoarea maxima tot la Saturn-Venus (1510 ppb s.u.), urmata de Mangalia (440 ppb s.u.) si Cazino-Constanta (20 ppb s.u.)
(Fig. 3.6.7).

Concentratiile inregistrate de plumb au fost apropiate la Saturn-Venus (2500 ppb s.u.) si Mangalia (2250 ppb s.u.), in timp ce
la Cazino-Constanta valoarea a fost mult mai mica (900 ppb s.u.). Nichelul a inregistrat valori comparabile intre cele 3 statii (820 ppb
s.u. - Cazino-Constanta, 950 ppb s.u. - Saturn-Venus si 690 ppb s.u. - Mangalia), la fel si cromul (430 ppb s.u. - Cazino-Constanta,
670 ppb s.u. - Saturn-Venus si 530 ppb s.u. - Mangalia).

ppb

9,00

8,00 |

7,00

Concentratii metale grele in apa

6,00 +

5,00 +

4,00

3,00 +

2,00 +

1,00

0,00 +

M Cazino Constanta

H Saturn-Venus

i Mangalia

cd

Pb Ni Cr

ppb

50000
45000

Concentratii metale grele in sedimente

40000 -

35000

30000 -
25000

20000

15000 -+
10000 -

5000 -

o 4

M Cazino Constanta

Cu

H Saturn-Venus

i Mangalia

cd

Pb Ni Cr

Fig. 3.6.6. Concentratiile de metale grele in api si sedimente (2013).

Din cauza nivelurilor ridicate de cupru si plumb, statia Saturn-Venus a rezultat ca fiind cea mai contaminata cu metale grele
(total 11190 ppb s.u.), urmata de Mangalia (6100 ppb s.u.) si Cazino-Constanta (2390 ppb s.u.).
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Fig. 3.6.7. Concentratiile de metale grele din tesutul de H. guttulatus (2013).

Tabelul 3.6.3. prezintd valorile BCF si BSAF inregistrate pentru H. guttulatus in cele trei statii de prelevare din 2013, cu rosu
fiind marcate depasirile de praguri. Marcajul cu galben indica a valoare foarte mare a Factorului de Bioconcentrare inregistrata la
cadmiu.

Cel mai ridicat BCF s-a inregistrat la Cd in statia Saturn-Venus (6291 > 5000 = foarte bioacumulator si la Pb la Mangalia
(4326 > 1000) = bioacumulator. Alte depasiri semnificative au fost inregistrate de (Fig. 3.6.8): Cu la Saturn-Venus 2376 > 1000) =
bioacumulator; Pb la Cazino-Constanta (1285 > 1000) = bioacumulator; Ni la Saturn-Venus (1055 > 1000) = bioacumulator; Pb la
Saturn-Venus (1024 > 1000) = bioacumulator.

Tabel 3.6.3. Valorile BCF si BSAF inregistrate pentru H. guttulatus in cele trei statii de prelevare (2013) (Nenciu et al., 2014a).

Metale
grele
Factor Cu Cd Pb Ni Cr
Statia Cazino-Constanta
BCF 159 31 12852 594 50
BSAF <1 <1 <1 <1 <1
Statia Saturn-Venus
BCF 23760 6291° 10242 10552 152
BSAF 1,1¢ 12,52 <1 <1 <1
Statia Mangalia

BCF 528 435 4326 793 519
BSAF <1 7,3° <1 <1 <1
2 BCF 2 1000 (bioacumulator) (REACH) 4 BSAF > 1 (microconcentrator) (Dallinger, 1993)
b BCF 2 2000 (bioacumulator) (TSCA) € BSAF > 2 (macroconcentrator) (Dallinger, 1993)
€ BCF 2 5000 (foarte bioacumulator) (REACH & TSCA)

7000 14 - -
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6000 K 2 R
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Fig. 3.6.8. Valorile Factorului de Bioconcentrare (BCF) si ale Factorului de Bioacumulare Biota-Sediment (BSAF)
in cele trei statii (2013) (Nenciu et al., 2014a).

Cu toate ca H. guttulatus nu este o specie bentica propriu-zisa, s-au calculat si valorile BSAF, dat fiind ca specia populeaza
zonele din apropierea substratului, agitata de talurile algelor macrofite, ceea ce o face susceptibild la bioacumulare din sedimentele
contaminate. S-au inregistrat depasiri ale valorilor limitd indicate in literatura de specialitate la: Cd (12,5 > 2) la Saturn-Venus =
macroconcentrator, Cd (7,3 > 2) la Mangalia = macroconcentrator, Cu (1,1 > 1) la Saturn-Venus = microconcentrator (Fig. 3.6.8).

Corelatii statistice intre valorile metalelor grele inregistrate in apd, sedimente si biota (2013, 2014)
Pentru a determina corelatiile statistice ce se stabilesc intre concentratiile de metale din tesutul integral de H. guttulatus, S.
acus si alte specii de pesti, precum si cele din apa si sediment, datele obtinute in 2013 si 2014 au fost analizate utilizdnd soft-ul
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metale Tnregistrate pe durata perioadei de cercetare la cele doud specii vizate.
Rezultatele pentru H. guttulatus sunt prezentate n Fig. 3.6.9-3.6.10. Reiese foarte clar ca, in 2014, in statia Costinesti s-au
inregistrat niveluri ridicate de Cu, Ni si Cr, in vreme ce Cd si Pb au in Inregistrat valori scazute. Este interesant de remarcat ca, in
afara de PD, in statia Cazino-Constanta, in anul 2014 s-au inregistrat valori mai mari comparativ cu anul 2013.

Mean Plotof Cu (ug/g s.u.) grouped by Statia
Cu (ug/g s.u): F(4,4)=31.4901,p = 0.0028

Mean Plotof Cd (ig/g s.u.) grouped by Statia
Cd (ug/g s.u.)

F(4,4) = 2302.8723, p = 0.00000

Statistica v. 10. Reprezentarea grafica a valorilor inregistrate permite rezumarea concentratiilor celor cinci

(Hg/g s.u.)

Cu

Mean

T Mean0.95 Cont. Interval

Cd (ug/g s.u.)

)
05

8
6
4
2
0

2

@

azino Constanta 2013

Cazino Constanta 2014

Costinesti 2014

Saturn-Venus 2013

Mean
T Mean+0.95 Cont. Interval

Mangalia 2013

Cazino Constanta 2013
Cazino Constanta 2014

Costinesti 2014

Mangalia 2013

Saturn-Venus 2013

Fig. 3.6.9. Concentratiile Cu si Cd inregistrate in tesutul de H. guttulatus (2013, 2014).
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Fig. 3.6.10. Concentratiile Pb, Ni si Cr inregistrate in tesutul de H. guttulatus (2013, 2014).
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Saturn-Venus 2013

Rezultatele pentru S. acus sunt prezentate in Fig. 3.6.11-3.6.12. Referitor la concentratiile de metale inregistrate in tesutul de
S. acus, pentru trei dintre elemente (Cu, Pb si Cr), valori mai mari au fost inregistrate in statia Cazino-Constanta, in timp ce Cd si Ni

Mean Plot of Gu (g/g s.u.) grouped by Statia
Cu (ugig s.u): F(14)=4272,p=0.1076

Mean Plotof Cd (ug/g s.u.) grouped by Statia
Cd (ugig s.u): F(14)=08,p=04216
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Mean Plotof Pb (ig/g s.u.) grouped by Statia
Pb (ug/g s.u): F(1,4)=500829, p =0.0021

Costinesti

Cazino

Costinesti Cazino

Fig. 3.6.11. Concentratiile Cu si Cd inregistrate in tesutul de S. acus (2014).

Mean Plot of Ni (ug/g s.u.) grouped by Statia
Ni(ug/g s.u): F(1,4)=0.5482, p = 0.5002

Mean Plot of Cr (ug/g s.u.) grouped by Statia
Cr(ug/lgs.u): F(14)=27.7094,p = 0.0062
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Fig. 3.6.12. Concentratiile Pb, Ni si Cr inregistrate in tesutul de S. acus (2014).

Cazino

In ceea ce priveste corelatia dintre concentratiile inregistrate de biota (H. guttulatus si S. acus) si cele din apa de mare, s-a
observat o corelatie pozitivd doar pentru Cu (p<0,05) si Pb (p > 0,05, nesemnificativd din punct de vedere statistic) (Fig. 3.6.13-
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Scatterplot of Biota Cu [ug/g s.u.] against Apa Cu [ug/l]
Apa Cu [ug/]:Biota Cu [ug/g s.ul: y=4.0011 + 3.0867"x; r=0.4813,p = 0.0082;
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Fig. 3.6.13. Corelatia intre concentratiile Cu inregistrate de biota si cele din apa de mare (2013-2014).
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Fig. 3.6.14. Corelatia intre concentratiile Pb inregistrate de biota si cele din apa de mare (2013-2014).
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sedimente, singura corelatie pozitiva stabilitd pornind de la valorile din biota a fost pentru elementul Pb, insa
statistic (p>0,05) (Fig. 3.6.15).
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Scatterplot of Biota Pb [ug/g s.u.] against Sediment Pb [ug/g]
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Fig. 3.6.15. Corelatia intre concentratiile Pb inregistrate de biota si cele din sedimente (2013-2014).

Avand in vedere nivelurile de bioacumulare a metalelor grele inregistrate la cele doua specii studiate, a fost interesant sa se
compare aceste valori cu cele Inregistrate de cele cinci metale grele la alte specii de pesti (Fig. 3.6.16) si moluste (Fig. 3.6.17) de la
litoralul romanesc al Marii Negre.
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Fig. 3.6.16. Niveluri de contaminare cu metale grele la Syngnathidae comparativ cu alte specii de pesti
din apele roménesti ale Mirii Negre.
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din apele roménesti ale Mirii Negre.
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Valorile foarte ridicate inregistrate de cupru in tesuturile anumitor organisme marine pot fi explicate de

prezenta hemocianinei, o proteina respiratorie sub formd de metaloproteine care contine doi atomi de cupru, care se leagd
reversibil cu o moleculd de oxigen. Hemocianina dezoxigenata este incolord, iar prezenta oxigenului 1i confera o culoare albastra
(,,sdnge albastru®). Ea transporta oxigenul in hemolimfa (sdngele nevertebratelor) unor moluste si la majoritatea artropodelor. Acest
lucru explica valorile mari inregistrate de Cu la Rapana venosa si celelalte moluste analizate. Cu toate acestea, nu este cazul
Syngnathidaelor si celorlalte specii de pesti din Marea Neagra, care, fiind vertebrate, au in sange pigmentul respirator hemo globina
(Rainbow et al., 1989). in consecinta, sursa de cupru este probabil una externa si, cel mai sigur, de origine antropica.

Rezultatele obtinute au demonstrat ci atat calutii, cat si acele de mare colectate din apele putin adanci bioacumuleazd metale
grele la rate diferite, inregistrandu-se diferente semnificative (p < 0,05, testul T) si intre statiile de prelevare. Spre exemplu, in 2014,
cuprul a inregistrat nivelurile cele mai ridicate la ambele specii. Valori mari au fost inregistrate la cdlutul de mare pentru nichel si
crom (Costinesti), iar la acul de mare pentru plumb (Constanta).

3.7. Cercetari privind contaminarea cu hidrocarburi aromatice polinucleare (HAP) a Syngnathidaelor din apele litorale
romanesti

Hidrocarburile aromatice polinucleare sunt rezultatul arderii incomplete a carbunelui, petrolului, gazului, lemnului etc., iar
alte surse antropice HAP-uri pot fi deversarile de petrol, deseurile industriale sau deversarile de la statiile de epurare a apelor uzate
(Tigénus et al., 2013). Principalele cai de introducere a HAP-urilor in mediul marin sunt depunerile atmosferice, deseurile si
deversarile industriale ori produsele petroliere ce ajung direct in mediul marin (Tiganus, 2015). Contaminarea apelor marine si mai
ales a sedimentelor afecteaza bentosul marin, prin faptul ca acesti compusi se depoziteaza si acumuleaza in substrat, devenind o sursa
de substante toxice. Syngnathidaele sunt specii de pesti care traiesc in apropierea substratului, fiind dependente de vegetatia care se
dezvoltd pe acesta, in consecintd pot fi afectate de HAP-urile acumulate in sedimente. Analizele probelor colectate in 2013 au
confirmat faptul ca specia H. guttulatus bioacumuleaza acest tip de compusi, in ciuda continutului sdu scazut de lipide.

Prezenta cercetare a vizat realizarea unei comparatii a nivelurilor de bioacumulare a HAP-urilor la cele doud specii de
Syngnathidae luate in studiu: H. guttulatus si S. acus. Metodologia de esantionare (probele au fost prelevate din doua statii situate n
sudul litoralului romanesc al Marii Negre, Cazino-Constanta si Costinesti), precum si cea de efectuare a analizelor specifice de
laborator sunt detaliate Tn Subcapitolele 2.1. Colectarea probelor si 2.7. Determinarea concentratiei de hidrocarburi aromatice
polinucleare (HAP).

in urma analizarii probelor de tesut, s-a constatat ci cea mai mare concentratic la H. guttulatus s-a inregistrat pentru
benzo[a]antracen in statia Costinesti (876,2 ng/g m.p.), in timp de ceilalti compusi poliaromatici au inregistrat valori scazute (Fig.
3.7.1). In tesutul de S. acus, tot benzo[a]antracenul a inregistrat valoarea maxima, dar de aceasta data in statia Cazino Constanta (59,2
ng/g m.p.). O valoare relativ apropiata a avut si benzo(g.h.i)perilenul in statia Costinesti (58,6 ng/g m.p.) (Fig. 3.7.1).

Contaminarea cu HAP-uri la H. guttulatus Contaminarea cu HAP-urila $. acus
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Fig. 3.7.1. Contaminarea cu hidrocarburi aromatice polinucleare la speciile H. guttulatus (stg.) si S. acus (dr.) pe compusi (2014).

Sursele de benzo(g.h.i)perilen in mediul marin sunt emisiile de gaze de esapament si cele rezultate in urma arderii lemnului
si a carbunelui, efluentii industriali, deversarile de la statiile de epurare a apelor uzate, incineratoarele de deseuri si topitoriile de
aluminiu. Cantitati reziduale se gasesc si in fumul de tigara. Benzo(g.h.i)perilenul este toxic si se suspecteaza ca este carcinogen. La
acul de mare, antracenul si fluorantenul au inregistrat valori foarte scazute (sub limita de detectie) in ambele statii de prelevare. Cu
toate ca valorile inregistrate de suma celor 16 compusi aromatici au fost mult mai mari la H. guttulatus, se remarca faptul ca la S. acus
s-au Inregistrat valori mai apropiate intre mai multi compusi, in timp ce la H. guttulatus valoarea mare este data de concentratia foarte
ridicata a benzo[a]antracenului: ) iHAP = 737 ng/g m.p. la H. guttulatus, respectiv ) s HAP = 197,2 ng/g 1a S. acus.

Per total, probele de biota au rezultat ca fiind mai contaminate in statia Costinesti, la ambele specii (Fig. 3.7.2).

Pe specii, calutii de mare au acumulat intr-o mai mare masurd compusi poliaromatici, pe de-o parte datoritd continutului
mare mare de lipide si, pe de alta parte, datorita mobilitatii lor mai scazute comparativ cu acele de mare.
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Fig. 3.7.2. Contaminarea cu X;sHAP la H. guttulatus si S. acus pe statii (2014).

In ceea ce priveste valorile inregistrate in componentele de mediu, sedimentele au fost mai contaminate cu suma celor 16
compusi (X,cHAP) la Constanta (valoare sedimente Constanta 406,5 ng/g s.u., sedimente Costinesti 220,5 ng/g s.u.). Si 1n apa s-au
inregistrat concentratii mai ridicate tot la Constanta (5,71 pg/l), in vreme ce la Costinesti valorile au fost mici (0,61 pg/l). Insi, asa
cum s-a aratat anterior, in biota, la ambele specii studiate, cele mai mari concentratii de X;;HAP s-au Inregistrat la Costinesti (Fig.
3.7.3).
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Fig. 3.7.3. Contaminarea cu X;HAP a H. guttulatus comparativ cu nivelurile din apa si sedimente - Cazino Constanta si Costinesti (2014).
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Fig. 3.7.4. Contaminarea cu X;sHAP a S. acus comparativ cu nivelurile din apa si sedimente - Cazmo Constanta si Costmesti (2014).

Potrivit lui Varanasi et al.(Varanasi et. al., 1993), organismele marine pot fi clasificate in patru categorii, In functie de
continutul total de HAP-uri: necontaminate, usor contaminate, moderat contaminate si foarte contaminate (Tabel 3.7.1.)

Tabel 3.7.1. Clasificarea probelor de H. guttulatus si S. acus in functie de gradul de contaminare cu HAP-uri.

Cazino Costinesti Cazino Costinesti
Clasificare H. guttulatus | H. guttulatus S. acus S. acus
Z15HAP Y16PAHs (ngg * ww)

(ngg ! m.p.) medie medie medie medie
Necontaminate <10 - - - -
Usor 10-99 - - - -
contaminate
Moderat 100-1000 132,2+14.1 164,4 + 230,5+£14,5
contaminate 22.7
Foarte >1000
contaminate

Rezultatele obtinute au confirmat faptul ca cele doua specii de Syngnathidae (H. guttulatus si S. acus) studiate retin compusii
aromatici polinucleari din mediul marin, toate probele analizate fiind clasificate ca fiind contaminate intr-o anumita masura (o proba
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%& Jfoarte contaminata - tesutul de célut de mare de la Costinesti 1341,8 + 84,1 ng/g m.p. si celelalte trei moderat
contaminate, cu valori peste 100 ng/g m.p.).

Se remarca faptul ca, din probele de biota analizate, una singura a inregistrat un continut total de ) ;cHAP mai mare de 1000

(in tesutul de calut de mare de la Costinesti 1341,8 + 84,1 ng/g m.p.), ceea ce clasifici aceastd proba drept foarte contaminatd. in

cazul tuturor celorlalte probe s-au inregistrat valori mult mai mici (ace de mare Costinesti: 230,5 = 14., ng/g m.p.; ace de mare

Constanta: 164,4 £ 22,7 ng/g m.p.; ciluti de mare Constanta: 132,2 £ 14,1 ng/g m.p.), cu toate acestea tot sunt clasificate ca fiind

moderat contaminate.

CONCLUZII GENERALE

Cercetarea de fata a constituit un prim demers de studiere extensivd a Syngnathidaelor de la litoralul romanesc al Marii
Negre si s-a orientat pe cele trei categorii de obiective stabilite initial, si anume de imbogatire a cunostintelor privind biologia si
ecologia speciilor vizate, de realizare de analize genetice pentru determinarea speciilor i de cuantificare a contaminarii cu substante
de origine antropicd. Atingerea acestor obiective s-a realizat printr-o serie de investigatii ce au condus la formularea unor concluzii
pertinente.

Caracterizarea speciilor din familia Syngnathidae

Familia Syngnathidae face parte din Ordinul Syngnathiformes si cuprinde calutii de mare (Hippocampus sp.), pestii tubulari
si conducta si dragonii de mare - sea dragons. Cele mai vechi fosile de Syngnathidae dateaza din Miocenul Mediu (Sarmatianul
Inferior, Orizontul Coprolitic) si au fost descoperite in Slovenia (Zalohar et al., 2009). Procesele evolutive au condus la transformarea
unui peste cu forma conventionald intr-unul care nu mai aratd ca un peste (Zalohar et al., 2012). Una dintre caracteristicile
morfologice utilizate pentru incadrarea taxonomicd a Syngnathidaelor este fuziunea structurilor craniene si de hranire. Acest grup de
pesti extrem de atipici a definit Ordinul Syngnathiformes, avand ca trasaturd comuna faptul cd toate familiile pe care le cuprinde
includ indivizi cu falcile/maxilarele sudate.

Familia Syngnathidae este una dintre cele mai mari familii ai cirei membri prezintd una dintre cele mai rare strategii
reproductive din lumea animala: sarcina/gestatia la masculi, definind gestatia ca procesul de incubatie a embrionilor ce are loc in
interiorul organismului dupa contopirea dintre ovul si spermatozoid (Stolting & Wilson, 2007).

Calutul de mare H. guttulatus (subfamilia Hippocampinae) este una dintre cele mai carismatice specii din Marea Neagra si,
cu toate ca aparent nu prezintd importantd economica (nu este o specie ce poate fi utilizatd ca sursa de hrana pentru populatie), suscita
interes pentru utilizare fie ca bioresursa pentru medicina traditionald, fie In domeniul acvaristic, din ce in ce mai dezvoltat, fie pur si
simplu este vandut ilegal ca suvenir si curiozitate. In apele roméanesti ale Mirii Negre, este semnalata de sursele bibliografice (Lourie
et al., 2004; Foster & Vincent, 2004) prezenta a 3 specii, si anume H. guttulatus, H. hippocampus si H. fuscus.

De asemenea, in Marea Neagra sunt citate mai multe specii din subfamilia Syngnathinae, apartindnd la doua genuri,
Syngnathus si Nerophis (S. typhle, S. schmidti, S. variegatus, S. tenuirostris, S. abaster, N. ophidion) (Radu & Radu, 2008). Pe durata
celor trei ani de cercetari, au fost identificate in capturile complementare de la punctele pescaresti situate de-a lungul litoralului
romanesc toate speciile citate de ace si ate de mare, si anume S. typhle, S. schmidti, S. variegatus, S. tenuirostris, S. abaster, N.
ophidion, insa, in ceea ce priveste calutii de mare, singura specie identificatd a fost H. guttulatus, aspect confirmat si de rezultatele
analizelor genetice efectuate (Subcapitolul 3.3. Analize genetice la specia H. guttulatus de la litoralul romdnesc al Marii Negre).
Stabilirea corelatiei lungime - greutate la specia Hippocampus guttulatus de la litoralul romdnesc al Marii Negre

Principala concluzie a acestei cercetdri a fost ca, per total, exemplarele de H. guttulatus de la litoralul roméanesc al Marii
Negre au o crestere alometricd negativa (b = 2,72), ceea ce inseamna céd lungimea exemplarelor creste mai repede comparativ cu
greutatea acestora. Realizdnd o comparatie a valorilor lungimii medii la exemplare de H. guttulatus din diferite regiuni marine, s-a
constatat cd lungimile célutilor de mare de la litoralul romanesc sunt comparabile cu cele inregistrate in partea sud-estica a Marii
Negre, in vreme ce exemplarele din Marea Egee (Golful Izmir) sunt mult mai mari, avind dimensiuni comparabile cu cele de la
coastele Atlanticului (Estuarul Arade, Portugalia). In ceea ce priveste greutatea exemplarelor de H. guttulatus, a reiesit ca indivizii din
Marea Egee - Golful Izmir sunt mult mai grei, diferenta dintre acestia si cei din Marea Neagra (atat din nord-vest, cat si din sud-est)
fiind semnificativa din punct de vedere statistic. S-a observat, de asemenea, ca exemplarele din Marea Neagrd, indiferent de zona de
colectare, inregistreaza greutati similare.

Pentru specia H. guttulatus nu s-au gasit date disponibile privind relatia lungime - greutate in FishBase (Froese & Pauly,
2004), iar specia este clasificatd de IUCN ca Data Deficient (DD) (Woodall, 2012), ceea ce confirma necesitatea efectudrii de
cercetari viitoare, in vederea obtinerii de date noi pentru Marea Neagra.

Analize genetice la specia Hippocampus guttulatus de la litoralul romdnesc al Marii Negre

In apele roménesti ale Marii Negre, este semnalati de sursele bibliografice (Lourie et al., 2004; Foster & Vincent, 2004)
prezenta a 3 specii (H. guttulatus, H. hippocampus si H. fuscus). La litoralul romanesc, 1n lucrari mai recente, este semnalata o singura
specie (Radu & Radu, 2008).

Rezultatele prezentei cercetari au condus la concluzia ca exemplarele de H. guttulatus colectate de la litoralul romanesc al
Marii Negre au un cariotip cu valori diploide 2n = 44 cromozomi si nu prezintd cromozomi diferentiati din punct de vedere sexual.
Dupa analiza la microscop a tipului de cromozomi, s-a constatat ca specia H. guttulatus are 42 de cromozomi acrocentrici, si 2
cromozomi meta-submetacentrici, rezultand un numar fundamental de 46 brate cromozomiale, 2 sm-m+42 a; FN = 46.

S-a concluzionat cd toate exemplarele analizate prin tehnica PCR-RFLP apartin aceleiasi specii, si anume H. guttulatus. Cu
toate ca in urma analizei ADNmt nu s-a identificat niciun polimorfism la exemplarele utilizate in prezentul studiu, este posibil ca
rezultatele sa fi fost influentate de numarul relativ redus de exemplare avute la dispozitie, precum si de faptul cd acestea au fost
colectate din aceeasi zona de prelevare. In consecinti, este necesara continuarea acestor studii, utilizand exemplare de caluti de mare

24



Studii referitoare la influenta poluantilor asupra unor specii de pesti din familia Syngnathidae ’ ,zmw
i
capturate din locatii diferite de-a lungul litoralului romanesc, pentru a realiza amplificari ulterioare de ADNmt,
precum si secventieri de nucleotide, in vederea clarificarii ipotezei prezentei uneia sau mai multor specii din genul Hippocampus.
Determinarea efectelor diferitelor regimuri de hrand vie asupra calutului de mare Hippocampus guttulatus

Rezultatele experimentului de hranire diferentiatd a célutului de mare au demonstrat o crestere lineara in lungime a
exemplarelor de H. guttulatus in cazul tuturor celor trei regimuri de hrana lungimea finald (+10 zile) fiind mai mare decat cea
inregistrata dupa +5 zile si, evident, cea initiald. Cresterea maxima in lungime s-a inregistrat la exemplarele din Acvariul C (unde s-a
administrat regimul de hrand combinat Brachionus plicatilis + Artemia salina), urmata indeaproape de regimul cu A. salina (Acvariul
B). Cea mai redusa crestere in lungime s-a inregistrat la cdlutii de mare hraniti exclusiv cu rotiferul B. plicatilis (Acvariul A).
Referitor la variatiile de greutate, cresterea maxima s-a inregistrat tot la exemplarele din Acvariul C (unde s-a administrat regimul de
hrana combinat B. plicatilis + A. salina), urmate de cele din Acvariul B (regimul cu A. salina) si Acvariul A (regimul cu rotiferul B.
plicatilis).

Concluziile acestei cercetari preliminare sunt ca un regim de hrand combinat cu rotiferi (B. plicatilis) si crustacee (A. salina)
este cel mai recomandat pentru cresterea in captivitate a célutilor de mare (H. guttulatus), datoritd avantajelor pe care le prezinta
fiecare dintre cele doua nevertebrate. Pe de-o parte, rotiferii se dezvolta in densitati mari si au un continut de proteine mai ridicat (care
s-a reflectat si In continutul de proteine al exemplarelor din loturile experimentale analizate), iar, pe de altd parte, crustaceele au un
continut de lipide mai ridicat si sunt mai usor de vanat, fiind mai mari si mai vizibile in acvariu. Este recomandat sa se experimenteze
si cu alte regimuri de hrand, avand 1n vedere ca studii recente au demonstrat cd Amphipoda, Anomura, Decapoda si Mysidacea par a fi
categoriile de hrand predominante in mediul natural (Kitsos et al., 2008; Gurkan et al., 2011). Cercetari viitoare vor viza analizarea
continutului stomacal al exemplarelor de H. guttulatus rezultate din capturile complementare de la punctele pescaresti situate de-a
lungul litoralului roméanesc, tocmai pentru a determina cu acuratete tipul de prada preferat de acesta specie in Marea Neagra. Pe de
alta parte, s-a constatat cd si temperatura si salinitatea influenteazd metabolismul H. guttulatus. Cresterea temperaturii peste 23°C si
scaderea salinitatii sub 14 PSU%o au condus la modificari in compozitia biochimicd a exemplarelor analizate. Sunt necesare cercetari
ulterioare care sa acopere o perioadd de timp mai lunga (minimum 30 zile), pentru a monitoriza modul in care relatia lungime-greutate
evolueaza in timp in corelatie cu regimul de hrand aplicat, precum si cu compozitia biochimica a exemplarelor de H. guttulatus
hranite diferentiat, bineinteles fara a neglija factorii de mediu. De asemenea, trebuie luate in considerare si diferentele intre sexe si
intre diferitele stadii de dezvoltare (juvenili vs. adulti). Obiectivul final al cercetarilor in aceasta directie este stabilirea unui regim de
hrana optim pentru cresterea in captivitate a célutilor de mare utilizdnd hrana vie usor de obtinut in mediul artificial.

Investigarea acumuldrii de poluanti in tesutul global al calutului de mare Hippocampus guttulatus

Pornind de la lacunele de cunostinte privind modul si proportia in care poluantii ajunsi in mediul marin influenteaza calutii
de mare de la litoralul romanesc, studiul a vizat evaluarea bioacumularii de poluanti in tesutul global al speciei H. guttulatus. De
asemenea, s-au determinat si o serie de parametri biochimici (substantd uscata, umiditate, proteind bruta, lipida bruta, substanta
minerald). Concluzia acestei cercetari a nivelului de bioacumulare a xenobioticelor in tesutul de H. guttulatus la litoralul roméanesc al
Marii Negre confirmd ipoteza potrivit careia célutii de mare, ca majoritatea speciilor marine, preiau substantele ce ajung in mediul
acvatic (Nenciu et al., 2014b).

Sintetizand, valorile inregistate de pesticidele organoclorurate (POC) in tesutul de calut de mare au aratat ca, in ciuda
continutului scazut de lipide comparativ cu alte organisme marine, calutii de mare bioacumuleaza compusi organoclorurati, care sunt
absorbiti de obicei de tesutul gras. Niveluri totale mai ridicate de POC au fost inregistrate in statia Cazino-Constanta. in ceea ce
priveste continutul total de hidrocarburi aromatice polinucleare (HAP) in tesutul de calut de mare, probele analizate au demonstrat un
grad mai mare de contaminare tot in statia Cazino-Constanta, descrescind catre sud (probabil din cauza vecinatatii Portului
Constanta). La metalele grele, insd, cele mai mari valori (la cupru), s-au inregistrat intr-una dintre statiile sudice, Saturn-Venus, cel
mai probabil din cazua traficului naval din zona.

Toti acesti compusi detectati in urma analizelor efectuate sunt extrem de toxici, chiar si in concentratii scazute, in special
atunci cand se acumuleaza in situsurile metabolic active, si ar putea influenta supravietuirea unei specii extrem de sensibile cum este
H. guttulatus. Este, asadar, necesar sd se efectueze cercetdri viitoare care sa studieze modul in care pesticidele organoclorurate,
hidrocarburile aromatice polinucleare si metalele grele influenteaza activitatea metabolica si enizmaticd a calutului de mare.

Studii privind bioacumularea de metale grele in tesutul global al cilutului de mare Hippocampus guttulatus si al acului de mare
Syngnathus acus de la litoralul romdnesc exprimatd prin Factorul de Bioconcentrare (BCF) si Factorul de Bioacumulare Biota-
Sediment (BSAF)

Rezultatele obtinute au demonstrat ca atat calutii, cat si acele de mare colectate din apele putin adanci bioacumuleaza metale
grele la rate diferite, inregistrandu-se diferente semnificative si intre statiile de prelevare. Spre exemplu, in 2014, cuprul a Inregistrat
nivelurile cele mai ridicate la ambele specii. Valori mari au fost inregistrate la calutul de mare si de nichel si crom (Costinesti), iar la
acul de mare de plumb (Constanta).

in 2014, Factorul de Bioconcentrare (BCF) a inregistrat valori ridicate la cupru (>5000, foarte bioacumulator) si nichel
(>2000, bioacumulator) la ambele specii in Statia Constanta. La Costinesti, rezultatele au fost similare la cupru (>5000, foarte
bioacumulator) la ambele specii, in timp ce nichelul si cromul au Tnregistrat valori mari (>5000, foarte bioacumulator) doar la calutul
de mare. Valorile Factorului de Bioacumulare Biota-Sediment (BSAF) Tnregistrate la acul de mare au fost mici (<1), In vreme ce la
calutul de mare s-au inregistrat depasiri doar la cadmiu (Constanta) si crom (Costinesti). La probele din 2013, s-au inregistrat depasiri
ale BCF la Cd, Pb, Cu si Ni, iar depasiri ale BSAF la Cd si Cu. In cazul ambilor indici de bioacumulare, cele mai mici valori s-au
inregistrat in statia Cazino-Constanta, ceea ce ridicad unele semne de intrebare, dat fiind cad aceasta se afla in imediata vecinatate a
Portului Constanta, unde influenta antropica este majora (Nenciu et al., 2014a). Valorile BCF si BSAF cele mai ridicate s-au calculat
la Saturn-Venus (valoare extrem de mare a BCF la Cd), acolo unde s-au inregistrat concentratii foarte ridicate si in tesutul de H.
guttulatus (Cu).
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Aceste rezultate demonstreaza ca speciile H. guttulatus si S. acus asimileaza metalele grele din mediul
inconjurator, fiind specii bioacumulatoare si bioconcentratoare. Referitor la diferentele interspecifice, din cauza mobilitatii lor mai
scazute si arealelor de habitat mai reduse pe care le ocupa in comparatie cu acele de mare, calutii de mare tind sd acumuleze mai
multe substante chimice.

Unele dintre aceste metale (Cu, Cr) sunt prezente in mod normal in organism, avind anumite functii fiziologice, insa pot
deveni toxice atunci cand concentratiile cresc din cauza aportului antropic. Alte metale (Cd, Pb) sunt toxice chiar si in concentratii
mici. Valorile foarte ridicate Inregistrate de cupru in tesuturile anumitor organisme marine pot fi explicate de prezenta hemocianinei,
o proteind respiratorie sub forma de metaloproteine care contine doi atomi de cupru, care se leaga reversibil cu o moleculd de oxigen.
Hemocianina dezoxigenata transporta oxigenul in hemolimfa unor moluste si la majoritatea artropodelor. (Rainbow et al., 1989). Cel
mai cunoscut exemplu de animal marin cu sange la care oxigenarea se face pe bazad de cupru este crabul-potcoava nord-american
Limulus polyphemus, dar sunt si numeroase specii de moluste si artropode (asa se explicd si nivelurile relativ mari inregistrate la
Rapana venosa si celelalte moluste studiate de la litoralul roméanesc al Marii Negre). Desi in mod normal fierul este mai eficient decat
cuprul, in conditii de temperaturd scazutd oxigenarea pe bazd de cupru este mai eficientd. Cu toate acestea, nu este cazul
Syngnathidaelor si celorlalte specii de pesti din Marea Neagra, care, fiind vertebrate, au in sdnge pigmentul respirator hemoglobina
(Rainbow et al., 1989). In consecinta, sursa de cupru este probabil una externi si, cel mai sigur, de origine antropica, cauzati potential
de traficul naval din zonele de prelevare a probelor, avand in vedere céd acest metal este utilizat ca agent antifouling pe chilele navelor
(Nenciu et al., 2014b).

Cu toate acestea, nu se poate trece cu vederea si influenta altor factori asupra bioacumularii de metale grele: asimilarea prin
hrana (biomagnificare), varsta, gradul de maturitate, starea fiziologicd, boli etc. Bioacumularea de metale grele de catre speciile
marine poate fi un bun indicator al calitatii mediului, oferind informatii suplimentare celor obtinute in urma analizarii concentratiilor
din coloana de apa si sedimente.

Cercetiri privind contaminarea cu hidrocarburi aromatice polinucleare (HAP) a Syngnathidaelor din apele litorale romdnesti

Principalele cai de introducere a HAP-urilor antropice in mediul marin sunt depunerile atmosferice, deversari menajere si
industriale, scurgerea directda a petrolului si produselor petroliere. Odata ajunsi in apad, compusii care nu se evapora tind sa adere la
suprafata particulelor organice si anorganice datoritd caracterului puternic hidrofob, urmand a fi transportati in coloana de apa si, in
final, se acumuleazd in sedimente. Contaminarea sedimentelor afecteazd direct bentosul marin si speciile care traiesc In apropierea
substratului (ca Syngnathidaele) si reprezinta o sursa continua de substante toxice In mediu acvatic.

Rezultatele obtinute au confirmat faptul cd cele doud specii de Syngnathidae (H. guttulatus si S . acus) studiate retin
compusii aromatici polinucleari din mediul marin, toate probele analizate fiind clasificate ca fiind contaminate intr-o anumitd masura
(o proba foarte contaminata - tesutul de célut de mare de la Costinesti 1341,8 &= 84,1 ng/g m.p. si celelalte trei moderat contaminate,
cu valori peste 100 ng/g m.p.).

Pe specii, calutii de mare au acumulat intr-o mai mare masura HAP-uri, pe de-o parte datorita continutului mare mare de
lipide si, pe de alta parte, datorita mobilitatii lor mai scazute comparativ cu acele de mare.

Avand 1n vedere cd hidrocarburile aromatice polinucleare sunt clasificate de Directiva Cadru Apa ca fiind ,,substante
periculoase prioritare, sunt reglementate de Directiva Cadru privind Deseurile, cad sunt compusi extrem de stabili care persistd in
mediul marin o lungéd perioada de timp (poluanti organici persistenti), contaminarea cu HAP-uri a organismelor marine poate servi
drept indicator al calitatii mediului. De asemenea, nu pot fi ignorate efectele negative pe care acesti compusi le pot avea asupra
organismelor marine, ceea ce poate periclita biodiversitatea unui ecosistem aflat intr-un echilibru fragil cum este cel al Marii Negre.

In consecinta, in vederea obtinerii de date suplimentare referitoare la biologia si ecologia Syngnathidaelor de la litoralul
romanesc al Marii Negre si la modul 1n care aceste specii sunt afectate de substantele de origine antropica ce ajung in mediul marin,
propunem urmatoarele directii de cercetare:

- Extinderea colectdrii de exemplare (in special de H. guttulatus) din capturile complementare de la punctele pescaresti
de-a lungul litoralului romanesc, in vederea realizarii de masuratori si calcularii parametrilor de crestere (pe locatii,
sezoane etc.), precum si pentru analiza continutului stomacal si a contaminantilor acumulati in organismul acestor pesti;

- Realizarea amplificarii ADNmt pe un numar mai mare de exemplare de caluti de mare, colectate din diferite locatii de-a
lungul litoralului roménesc al Marii Negre (din capturile complementare de la punctele pescaresti, ne-exercitand, astfel,
niciun fel de presiune suplimentara asupra stocurilor), pentru a confirma concluzia preliminard a acestei cercetari (si
anume ca H. guttulatus este singura specie de la litoralul roméanesc al Marii Negre, celelalte doua citate de sursele
bibliografice, H. hippocampus si H. fuscus, nefiind semnalate pe parcursul realizarii cercetarilor incluse in prezenta
tezd);

- Reluarea experimentului de identificare a dietei optime pentru cresterea calutilor de mare in captivitate, extinzand durata
acestuia, precum si paleta de hrana oferita animalelor;

- Realizarea de teste de toxicitate pe exemplare de Syngnathus sp. (fard vreun statut de protectie si usor de colectat din
mediul natural), In special cu produse de origine petroliera, care pot ajunge foarte usor in zonele de mica adancime pe
care aceste specii le habiteaza,

- Aplicarea metodelor de studiu si analizd si asupra altor organisme din ecosistemul Marii Negre, In vederea completarii
informatiilor referitoare la raspunsul pe care 1l dau acestea la impactul activitatilor antropice.
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- prezentare orala;

10. FABA 2014 International Symposium on Fisheries and Aquatic Sciences, Trabzon, Turcia, 25-27 septembrie 2014 - poster;
11. The 24" Symposium “DELTAS and WETLANDS, 19-21 mai 2015, Tulcea, Romania - prezentare orala;

12. International U.A.B. - B.EN.A. Conference Environmental Engineering and Sustainable Development, Alba [ulia, Romania,
28-30 mai 2015 - prezentare orala;

13. 1% International Conference on Sea and Coastal Development in the Frame of Sustanability, MACODESU 2015, Trabzon,
Turcia, 18-20 septembrie 2015 - prezentare orala;

14. Sesiunea Stiintificd de Toamna 2015 a Academiei Oamenilor de Stiintd din Romaénia. Rolul institutiilor academice in
renasterea si dezvoltarea economicd, sociala si culturald a Romaniei, lasi, Romania, 24-26 septembrie 2015 - prezentare
orala;

15. 1% International Conference on “Ecology and Protection of Marine and Freshwater Environments - ECOPROWATER 2015¢,
Viterbo, Italia, 1-3 octombrie 2015 - prezentare orald;

16. Simpozionul International PROTECTION OF THE BLACK SEA ECOSYSTEM AND SUSTAINABLE MANAGEMENT
OF MARITIME ACTIVITIES - PROMARE 2015, 7™ Edition, Constanta, Romania, 29-31 octombrie 2015 - prezentare
orala;

17. Sesiunea Stiintifica a Academiei Oamenilor de Stiintd din Romania - Filiala Constanta, Constanta, Romania, 21 noiembrie
2015, cu lucrarea ,.Bioacumularea metalelor grele in organismele marine de la litoralul roménesc al Marii Negre* - Magda
Nenciu, Andra Oros, Daniela Rosioru, Natalia Rosoiu - prezentare orala;

18. Reuniunea de inchidere a proiectului CoCoNet - A Coast to Coast NETwork of protected areas: from the shore to the deep
sea, Universitatea Salento, Lecce, Italia, 1-2 decembrie 2015 - Sectiunea Young Scientists, cu lucrarea: “Preliminary Genetic
Analyses of Hippocampus guttulatus (Cuvier, 1829), charismatic species of Romanian MPAs” - prezentare orala.
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%’é PREMII

Premiul I pentru cel mai bun poster in cadrul Conferintei Internationale “Environment and Public Health” - MED ENV 2014, Constanta,
Romaénia, 12-14 septembrie 2014, cu lucrarea “Heavy Metal Bioaccumulation Indicators in Seahorse Tissue”, NENCIU MAGDA, OROS ANDRA,
ROSIORU DANIELA, GALATCHI MADALINA, ROSOIU NATALIA (2014);

Mentiune/ Recognition pentru Best Oral Presentation in cadrul Conferintei Internationale International U.A.B. - B.EN.A. Conference
Environmental Engineering and Sustainable Development, Alba Iulia, Romania, May 28-30", 2015, pentru lucrarea “Overview of Pollutants
Identified in Long-Snouted Seahorse (Hippocampus guttulatus, Cuvier 1829) Samples from the Romanian Black Sea Coast”, NENCIU MAGDA-
IOANA, OROS ANDRA, COATU VALENTINA, TIGANUS DANIELA, ROSIORU DANIELA, ROSOIU NATALIA (2015);

Premiul III pentru Best Oral Presentation in cadrul Simpozionului International PROTECTION OF THE BLACK SEA ECOSYSTEM AND
SUSTAINABLE MANAGEMENT OF MARITIME ACTIVITIES - PROMARE 2015, 7" Edition, Constanta, Romania, 29-31 octombrie 2015,
pentru lucrarea “Preliminary Genetic Analyses for the Species Hippocampus guttulatus (Cuvier, 1829) in the Romanian Black Sea“, MAGDA-
IOANA NENCIU, DANIELA ROSIORU, TANIA ZAHARIA, DALIA ONARA, ELENA TAFLAN, DANIELA HOLOSTENCO, NATALIA
ROSOIU (2015).

PARTICIPARI iN CALITATE DE MEMBRU iN CONTRACTE DE CERCETARE

1. PN 09320207 Obtinerea informatiilor actualizate necesare extinderii retelei ecologice europene NATURA 2000 (arii
speciale de conservare) in zona marina roméneasca (coordonator INCDM ,,Grigore Antipa“);

2. PN II - Capacitati, Modul III: Intelligent Sensing and Information Processing Technology for Fish Product during
Cold Chain Management, Contract nr. 623/01.01.2013 (bilaterala Romania - China), beneficiar UEFISCDI Bucuresti,
coordonator Universitatea ,,Dunarea de Jos“ Galati;

3. PNII - Parteneriate PCCA 2013, directia de cercetare 5: Sistem informatic pentru trasabilitatea produselor pescéiresti
bazat pe tehnologia cloud computing (TraSiPesc), coordonator Universitatea ,,Dunarea de Jos* din Galati, contract nr.
167/19.08.2014;

4. Crearea unei metodologii de utilizare a dispersantilor in Marea Neagra, care si poata constitui baza elaborarii unui
cadru legislativ privind utilizarea dispersantilor in Marea Neagra, contract nr. ROVOCON13-011/28.02.2013,
beneficiar ExxonMobil Exploration and Production Romania Limited Nassau (Bahamas), sucursala Bucuresti (coordonator
INCDM ,,Grigore Antipa“);

5. Asistentd pentru obtinerea acordurilor de mediu pentru perimetrele EX 27 - Muridava si EX 28 - Est Cobalcescu,
Craiova S, Craiova N, Contract de consultanta nr. 18/07.01.2013, beneficiar MELROSE RESOURCES ROMANIA B.V.
AMSTERDAM (PETROCELTIC SRL), sucursala Bucuresti (coordonator INCDM ,,Grigore Antipa®);

6. Contract de servicii pentru parcurgerea procedurii de obtinere a acordului de mediu si a avizului de gospodirire a
apelor, Contract de servicii ROVOCON12-016 din data de 19.06.2012, beneficiar ExxonMobil Exploration and Production
Romania Limited Nassau (Bahamas), sucursala Bucuresti (coordonator INCDM ,,Grigore Antipa‘);

7. Servicii pentru Monitorizarea stirii de conservare a speciilor marine si a habitatelor costiere si marine de interes
comunitar din Roméania, Contract nr. 1208/30.08.2012 (INTEGRA III), Anexa nr. 1 (coordonator INCDM ,,Grigore
Antipa®);

8. ,Studiul privind managementul integrat al zonei costiere” in cadrul proiectului ,,mbunititirea managementului integrat
al zonei costiere in regiunea Marii Negre, ICZM, contract nr. 84/28.08.2014, beneficiar ABADL Constanta (coordonator
INCDM ,,Grigore Antipa‘);

9. Servicii de obtinere a acordului de mediu pentru sonde offshore, Contract nr. 99001716/01.07.2014, beneficiar OMV
Petrom SA (coordonator INCDM ,,Grigore Antipa“);

10. CE/PC7-OCEAN-2011: Policy-oriented Marine Environmental Research for the Southern European Seas
(PERSEUS), Grant Agreement no. 287600/21.12.2011 (INCDM ,,Grigore Antipa‘“ partener);

11. CE/PC7 - OCEAN-2011: A Coast to Coast NETwork of protected areas:from the shore to the deep sea (CoCoNET),
Grant Agreement no. 287844 (INCDM ,,Grigore Antipa“ partener);

12. DG Environment: Integrated regional monitoring implementation strategy in the South European Seas Grant
Agreement 07.0335/2013/659540/SUB/C2 IRIS-SES (INCDM ,,Grigore Antipa“ partener);

13. CE/PC: Co-creating ecosystem-based fisheries management solutions MARE FRAME, Grant Agreement PC7
KBBE:2013-7- single-stage No. 613571 (INCDM ,,Grigore Antipa“ partener).

14. DG ENV: Sea Basin Checkpoints, LOT NO: 4 - Black Sea, 2015-2018 (INCDM ,,Grigore Antipa“ partener).
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