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1. INTRODUCERE

1.1 Amfibieni in studiile ecologice si evolutive

Amfibienii sunt vertebrate care fac parte din grupul tetrapodelor ectoterme (temperatura
lor interna variaza in functie de temperatura mediului inconjurator), fiind raspandite in intreaga
lume, cu exceptia regiunilor polare si cu o diversitate mai mare in habitatele tropicale
(AmphibiaWeb, 2023). Amfibienii au un ciclu de viatd complex care necesitd atat habitate
acvatice, cat si terestre. Acest ciclu de viata complex se exprima prin modificari morfologice si
fiziologice (aparitia membrelor, resorbtia branhiilor si formarea plamanilor la adulti, resorbtia
cozii in momentul metamorfozei), dar si prin modificéri etologice (modificari in locomotie si
hranire) (Duellman si Trueb, 1994). Majoritatea speciilor utilizeaza habitatele acvatice pentru
depunerea oudlor si dezvoltarea larvelor pana la metamorfoza, cdnd majoritatea speciilor incep sa
utilizeze habitatele terestre. Alte specii sunt complet acvatice, stadiile lor embrionare, larvare si
adulte au loc 1n apad, in timp ce alte specii (de exemplu, speciile vivipare si ovipare) sunt complet
terestre, chiar dacd au nevoie de un mediu relativ umed pentru dezvoltarea embrionard (Duellman
si Trueb, 1994). Amfibienii au o piele permeabild, acoperitd cu mucus care nu numai ca ii

protejeaza de infectii si paraziti, dar ii ajutd si la termoreglare si schimbul de gaze (Wells, 2007).

1.2. Conservarea amfibienilor

Conform Listei Rosii a IUCN (2023), amfibienii sunt cel mai periclitat grup de vertebrate
terestre din intreaga lume. Mai mult de 35% dintre specii sunt listate ca fiind vulnerabile (VU), in
pericol (EN), in pericol critic (CR), dispdrute din natura (EW) sau disparute (EX). Mai mult de 5%
sunt susceptibile de a fi in pericol in viitor, fiind listate ca fiind aproape amenintate (NT). Restul
speciilor sunt enumerate ca fiind cu probabilitate mica de disparitie (44%), iar pentru mai mult de
15% dintre specii nu exista suficiente date privind distributia geografica si starea populatiei pentru
a evalua riscul de amenintare. Datele privind distributia geografica a speciilor sunt esentiale pentru
actiunile de conservare, deoarece reprezinta principala componenta pentru estimarea diversitatii
specifice si pentru explicarea trasaturilor ecologice ale speciilor (Chapman, 2005). Multe specii de
amfibieni se confruntd cu amenintari serioase, din cauza pierderii habitatului, schimbarilor
climatice, poludrii (Baillie si colab., 2010; Beebee si Griffiths, 2005; Blaustein si colab., 1994;
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Jensen si Camp, 2003) dar si bolilor (Berger si colab., 1998; Daszak si colab., 2000; Kiesecker si
colab., 2001; Laurance si colab., 1996;), ceea ce duce la un declin sever al populatiilor de
amfibieni. Eforturile de conservare au ca scop reducerea amenintarilor la adresa populatiilor de
amfibieni si protejarea habitatelor acestora (IUCN, 2022). Aceste eforturi pot include refacerea
habitatului (Pabijan si colab., 2020), programe de reproducere in captivitate (Silla si colab., 2021)
si de reintroducere (Vaissi si colab., 2019), precum si punerea in aplicare a legilor si politicilor de

protectie a amfibienilor si a habitatelor acestora.

2. ECOTOXICOLOGIE
2.1. Ecotoxicologie - aspecte generale

Amploarea, diversitatea si lunga perioada de conflicte Intre conservarea biodiversitatii, pe
de o parte, si activitdtile umane, pe de altd parte, sugereaza ca Pamantul se afla deja in epoca
Antropocenului (Lewis si Maslin, 2015). Acestia au numit doua crize majore, criza de mediu (pe
care ma voi concentra in aceasta tezd) si criza sociala (World Economic Forum, 2023). Riscul
global care va fi cel mai pronuntat in urmétorul deceniu, conform raportului, este "Pierderea
biodiversitatii si prabusirea ecosistemelor" (World Economic Forum, 2023). Intensificarea
industriei si a nevoilor agricole, modificarea peisajului din cauza urbanizarii si, In general,
incalzirea globala si schimbdrile climatice duc la un declin puternic al biodiversitatii (Vitt si

Caldwell, 2014).

Populatiile de amfibieni sunt in declin, iar principalul factor determinant este reprezentat
de activitdtile umane. La inceputul anului 1990, problema declinului populatiei de amfibieni si a
modului 1n care starea lor se schimba rapid a fost recunoscuta pe scara larga (Blaustein, 1990; Vitt
si colab., 1990). Productia de substante chimice a contribuit de-a lungul timpului la imbunatatirea
calitatii vietii umane, creand compusi chimici utili cu o eficienta ridicatd. Cu toate acestea, toate
aceste substante au fost dezvoltate cu putind preocupare fata de efectele negative asupra mediului

(Zimmerman si colab., 2020).
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THEODOR SEBASTIAN TOPLICEANU 7



Life-History Traits and Behavior of Amphibians

3. COMPORTAMENTUL AMFIBIENILOR
3.1. Adaptari comportamentale

Domeniul ecologiei comportamentale cuprinde diverse aspecte ale trasaturilor legate de
istoria vietii amfibienilor, cum ar fi locomotia, interactiunile sociale, cautarea hranei si evitarea
pradatorilor. Deciziile luate de indivizi cu privire la comportamentul lor le afecteaza fitness-ul,
deoarece determind capacitatea lor de a concura cu alti indivizi (interactiuni intraspecifice sau
interspecifice), de a scapa de pradatori si de a se hrani (Vitt si Caldwell, 2014). Indivizii se
straduiesc sa echilibreze avantajele comportamentului social, care sporesc fitness-ul individual, cu
costurile de obtinere a resurselor necesare pentru a mentine activitatea si cu potentialele pericole
reprezentate de pradatori In timp ce sunt implicati in aceste activitati (Vitt si Caldwell, 2014). Un
alt factor care modifica comportamentul amfibienilor este disponibilitatea apei. Modificarile
nivelului apei in timpul perioadelor de depunere a icrelor si a larvelor pot afecta succesul
reproductiv al populatiilor locale (Wells, 2007), amfibienii renuntand la reproducere dacd mediul
acvatic nu corespunde nevoilor ecologice. Mediul acvatic este important, deoarece poate modela
trasaturile de viatd ale amfibienilor incepand cu stadiile de viata tinere (oud si larve), care sunt
vulnerabile la secetd (Kiesecker si colab., 2001; Vignoli si colab., 2018). Absenta partiala sau
totalda a succesului de reproducere a amfibienilor in timpul sezonului de reproducere este
principalul efect pe termen scurt al secetei (Carey si colab., 2003) si, extrapolat pe termen mediu,

poate cauza declinul populatiei (Stewart, 1995)
3.2. Efectele densitatii

Densitatile mari reprezinta evenimente fortate de agregare cauzate de mai multi factori.
In cele mai multe cazuri, aceste evenimente sunt rezultatul perioadelor de reproducere si al
perioadelor de inactivitate (hibernare sau estivare) la indivizii adulti, in care amfibienii sunt
supraaglomerati in adaposturi, atata timp cat factorii de mediu nu corespund cerintelor lor
ecologice (Vitt si Caldwell, 2014). In schimb, la larve, apar att agregarea, cét si evitarea. Atractia
sociald, comportamentul si cooperarea limitatd au fost observate in rdndul unor mormoloci de
anure, ceea ce contrasteaza cu comportamentul solitar al majoritatii larvelor de amfibieni. Aceste

interactiuni sunt adesea facilitate de recunoasterea rudelor apropiate (Pfennig, 1997). Pentru
|
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larvele de anure, exista beneficii care rezulta din agregare, iar acest comportament a fost observat
in 10 familii de anure (Wells, 2007). Beneficiile agregarii au fost observate in ceea ce priveste
factorii fiziologici (termoreglarea), hranirea si protectia impotriva pradatorilor (Wells, 2007). in
timp ce larvele de anure manifestd comportamente de agregare, larvele de urodele sunt de obicei
solitare si tind sd evite interactiunea cu alti indivizi. Atunci cand apar interactiuni, indivizii
manifestd agresivitate si chiar canibalism in cadrul populatiei lor (Wells, 2007). De asemenea,
concurenta pentru resurse, cum ar fi hrana si oxigenul, ar putea fi un factor declansator pentru ca

larvele de urodele sa evite agregarea.
3.3. Agresivitatea larvelor

Majoritatea larvelor de amfibieni au un comportament solitar, dar acest model este larg
raspandit la larvele de urodele datoritd comportamentului lor agresiv si canibalistic (Wells, 2007).
Comportamentul solitar manifestat de larvele de tritoni si salamandre este probabil legat de
concurenta ridicata Intre larve, de aparitia canibalismului oportunist si de aparitia unor forme de
canibalism specific (Wells, 2007). Desi canibalismul este prezent la larvele de salamandra,
indivizii prefera sa evite conspecificii daca este disponibild o alta sursa de hrana (Pfennig si colab.,
1994). Acest mecanism este legat de conservarea fitness-ului general al populatiei locale (Pfennig
si colab., 1994). Efectele pe termen scurt ale unei densitati ridicate in stadiul timpuriu de viata al
larvelor de amfibieni includ dimensiuni corporale si rate de crestere mai mici si dimensiuni mai
mici la metamorfoza (Székely si colab., 2017), metamorfoza acceleratda (Denver si colab., 1998;
Kohli si colab., 2019) si o mortalitate mai mare asociatd cu concurenta intraspecifica si
interspecifici (Rowe si Dunson, 1995; Vaissi si Sharifi, 2016). Efectele pe termen lung ale
micd a indivizilor subadulti (Vignoli si colab., 2018). Experimentele de laborator au aratat ca
adultii se pot recupera dupa un start nereusit cauzat de densitati larvare ridicate, dar acest lucru se
poate intdmpla numai in medii favorabile, fard pradatori si fard boli si cu rezerve de hrana

nelimitate (Vignoli si colab., 2018).
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THEODOR SEBASTIAN TOPLICEANU 9



Life-History Traits and Behavior of Amphibians

3.4. Evitarea pradatorilor

La intalnirea cu pradatorii, speciile prada manifestad o serie de reactii comportamentale,
cum ar fi mutarea imediata sau modificarea tiparelor de miscare si activitate (Lima si Dill, 1990).
Influenta pradatorilor asupra dezvoltarii diferitelor trasaturi ale ciclului de viata al amfibienilor,
inclusiv strategiile utilizate pentru a scapa de pradatori, secretia de substante toxice, utilizarea
camuflajului (culoare cripticd) sau a culorilor de avertizare (culoare aposematica) a jucat un rol
semnificativ n evolutia amfibienilor. Desi este evident cd pradatorii au jucat un rol crucial in
evolutie, dovezile indicad faptul cd animalele posedd capacitatea de a-si evalua si ajusta
vulnerabilitatea la pradatori prin comportamentul lor in timpul vietii (Lima si Dill, 1990). Mai
mult, pradatorii sunt considerati un instrument selectiv care are un impact asupra a numeroase alte
adaptdri ale comportamentului si asupra ecologiei amfibienilor (Tuttle si Ryan, 1981; Wilbur,

1980).

Multe specii de nevertebrate sunt pradatori ai speciilor de amfibieni, in toate stadiile de
viata: oud, larve, juvenili si adulti. Astfel, lipitorile ataca si ucid adultii de Lissotriton vulgaris,
Bufo bufo si Rana temporaria (Merila si Sterner, 2002). Axelsson si colab. (1997) au aratat ca
larvele si oudle de R. temporaria, B. bufo, Hyla arborea, Epidalea calamita si Pelophylax
esculentus sunt consumate de doua specii de raci (Pacifastacus leniusculus si Astacus astacus) in
diferite conditii de laborator. Mormolocii si juvenilii de Pelobates cultripes sunt pradati de indivizi

de dimensiuni similare de Triops cancriformis (Phyllopoda) (Knoepffler, 1978).

4. STRUCTURA POPULATIEI

4.1. Parametrii de varsta si dimensiunea corporala

Intelegerea dinamicii pe clase de varstd a populatiei este una dintre cele mai importante
baze de referinta in conservarea biodiversitatii (Tarsi si Tuff, 2012). Studiile demografice pot oferi
informatii despre factorii care influenteazd dimensiunea, structura si distributia populatiilor de
animale. Aceste informatii pot fi utilizate pentru a dezvolta strategii de conservare si planuri de
gestionare pentru speciile amenintate sau pe cale de disparitie (Caughley, 1994). Un alt avanta;j al
studiilor demografice il reprezinta identificarea speciilor in declin, ceea ce este esential pentru
eforturile de conservare. Urmarind tendintele unei populatii de-a lungul timpului, cercetatorii pot

. __________________________________________________________________________________________|
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detecta schimbadrile Tn marimea sau structura populatiei si pot identifica amenintarile potentiale la
adresa speciei (Caughley, 1994). Inci un avantaj este reprezentat de capacitatea studiilor
demografice de a estima ratele de crestere ale populatiilor, ceea ce poate ajuta la prezicerea
dimensiunilor viitoare ale populatiei si la determinarea capacitatii de suport a ecosistemelor (Sibly
si Hone, 2002).

Estimarea varstei este importanta pentru intelegerea istoriei vietii si a ecologiei populatiilor
de amfibieni, ceea ce este esential pentru conservarea acestora. Acest lucru poate fi realizat prin
mai multe metode, dar capturarea-marcarea-recapturare (CMR) si scheletocronologia sunt cele mai

utilizate metode.

. __________________________________________________________________________________________|
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Scopul si obiectivele

Aceasta teza a contribuit la evaluarea efectele amenintarilor generate de activitatile umane
asupra diferitelor stadii de viata ale amfibienilor. Am analizat efectele la nivel celular (viabilitatea
celulelor); stadiul larvar (supravietuire, dimensiuni la metamorfoza iar suplimentar a fost descris
mecanismul de hranire); si adultii (structura pe clase de varsta si cresterea). Au fost stabilite patru

obiective:

1) evaluarea concentratiei letale a contaminantilor asupra viabilitdtii celulare a
amfibienilor;

2) descrierea mecanismului de hranire a larvelor si evaluarea efectului secetei asupra
supravietuirii si dimensiunii la metamorfoza la Triturus dobrogicus;

3) efectul densitatii asupra stadiului larvar al 7. dobrogicus

4) analiza efectului variatiei geografice si identificarea raspunsului populatiei asupra
parametrilor legati de varsta si de méarime in cazul populatiilor de Bufo bufo, Pelobates fuscus si

Rana temporaria.
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5. CUM INFLUENTEAZA NUMARUL DE GRUPE DE OXID DE ETILENA
TOXICITATEA AGENTILOR TENSIOACTIVI PE BAZA DE SULFAT LA O LINIE
CELULARA PROVENITA DE LA AMFIBIENI

Acest capitol are la bazd manuscrisul "The number of ethylene oxide groups of sulphate-based
surfactants influence the cytotoxicity of mixed micelles to an amphibian cell line" de
Sebastian Topliceanu, Monica Almeida, Miguel Oliveira, Dan Cogalniceanu, Isabel Lopes,
trimis spre publicare la Archives of Environmental Contamination and Toxicology. Contributia
mea la aceasta lucrare a inclus: investigatia, conceptualizarea manuscrisului, metodologia aplicata,

analiza datelor si redactarea articolului original.

In acest capitol am testat daci exista diferente in concentratia letala (CLso) intre diferitele
structuri chimice ale lauril eter sulfatului de sodiu. Pe baza rezultatelor, se poate afirma daca
testarea in vitro folosind linii celulare de amfibieni reprezintda o alternativa la testarea

ecotoxicologica clasicd pe animale vii.

5.1. Materiale si metode

Substanta testata

Lauril eter sulfatul de sodiu (SLExS) este utilizat in pesticidele comerciale ca adjuvant, in
produsele de ingrijire personala si de curdtare, dar si in procesele de excavare industriala, datorita
costului sau scazut si faptului ca este un agent spumant foarte eficient. A fost evaluata toxicitatea
a sase surfactanti anionici diferiti. Tipurile de SLE.S se diferentiazd prin numarul de unitati de
oxid de etilend prezente in structura lor chimica. Urmadtoarele solutii stoc de SLEnS au fost
furnizate de BASF SE (BASF GmbH, Dusseldorf) si testate: SLEoS, SLE:S, SLE4S, SLEnS,

SLE30S, SLEs0S, unde numarul reprezinta la unitatile de oxid de etilena (EO).

. __________________________________________________________________________________________|
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Modelul biologic

Linia celulard utilizatd in acest studiu a fost linia celulard epiteliala A6 (ECACC
89072613), izolatd din rinichiul unui mascul adult de Xenopus laevis (Rafferty Jr., 1969). Linia
celulard a fost pusa la dispozitie de catre profesorul Peter Lorenz de la Universitatea din Rostock

(Germania).
Testele MTT si Resazurina

Pentru a evalua citotoxicitatea celor sase variante de SLEnS pentru liniile celulare A6, au
fost efectuate doud teste de viabilitate diferite: MTT si Resazurina, in conformitate cu orientérile
Institutului National de Sanatate (NIH) (Riss si colab., 2016), care au fost adaptate la linia celulara

A6.
5.2. Rezultate
MTT

Viabilitatea celulara a aratat o diferenta semnificativa Intre timpii de expunere de 24 h si
48 h pentru SLE:S si SLE1:1S, in timp ce nu au existat diferente semnificative in ceea ce priveste
timpul de expunere pentru SLEoS, SLE4S, SLE30S si SLEs0S. Pe baza valorilor CLso estimate, atat
la timpii de expunere de 24 h, cat si la 48 h, variantele cu unititi EO mai mici, SLEoS, SLE:S si
SLE4S au prezentat o citotoxicitate usor mai mare decat SLE11S, SLE30S si SLEsoS (fig. 1). Desi
aceasta tendintad a variantelor SLEsS cu unitati EO mai mari prezinta o citotoxicitate mai mica, nu
s-a observat o asociere pozitivd semnificativa intre numarul de unitati EO si valorile CLso , dupa

24 si 48 de ore de expunere.

Resazurina

Viabilitatea celulara nu a prezentat diferente semnificative intre 24 si 48 de ore de expunere,
pentru toate cele sase variante de SLExS. Valorile CLso estimate au crescut odata cu unitatile EO
ale variantelor SLExS, atat la 24 h, cat si la 48 h (fig. 1). S-a constatat o asociere pozitiva
semnificativa la 24 h si 48 h de expunere, intre numarul de unitati EO ale variantelor SLEaS si

valorile LCsso calculate.
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Figura 1. Concentratiile letale medii (LCsp) calculate pentru cele sase variante SLE,S, dupa 24 de ore (bare gri
inchis) si 48 de ore (bare gri deschis), pe baza testelor MTT si resazurind (RES). Barele de eroare reprezinta
intervalul de confidenta (95 %), lipsa barelor superioare Inseamna ca limita superioard de confidenta de 95 % nu a

putut fi calculata.
5.3. Discutii

Rezultatele obtinute au variat in functie de testul utilizat. Testul cu resazurina a indicat ca
variantele SLExS cu un numar mai mic de unitati EO au fost cele mai toxice pentru liniile celulare
A6, prezentand valori mai mici ale LCso. Cu toate ca rezultatele testului MTT au aratat un model
similar, Tn care un numar mai mic de unitati de EO asociat cu o toxicitate mai mare, nu s-a observat

nicio asociere semnificativa intre valorile calculate ale LCso si numarul de grupuri de OE.

6. COMPORTAMENTUL DE HRANIRE SI MODUL iN CARE DENSITATEA
LARVELOR AFECTEAZA CRESTEREA, HRANIREA SI RATA DE SUPRAVIETUIRE
LA TRITURUS DOBROGICUS

Acest capitol a fost publicat in doua articole stiintifice in cadrul unei colaborari internationale cu
cercetatorii de la Universitatea Shumen, Shumen Bulgaria si Universitatea din Viena, Viena,

Austria.

Contributia mea la primul articol "Ontogenetic Changes of the Aquatic Food Uptake Mode in
the Danube Crested Newt (Triturus dobrogicus Kiritzescu 1903)" de Nikolay Natchev, Kristina

. __________________________________________________________________________________________|
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Yordanova, Theodor-Sebastian Topliceanu, Teodora Koynova, Dimitar Doichev si Dan
Cogalniceanu, consta in designul experimental, implementarea experimentului, analiza datelor si
redactarea sectiunilor material si metode si rezultate pentru articol. Aceasta lucrare a fost publicata
in 2021 in Frontiers in Ecology and Evolution (a se vedea citarea completd in sectiunea de

referintd). Articolul poate fi gasit aici:

https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fevo.2021.641657/full

Cel de-al doilea articol intitulat " Short-term effects of larval density on the body size and
behaviour in Triturus dobrogicus (Kiritzescu 1903)" de Theodor-Sebastian Topliceanu,
Nikolay Natchev, Teodora Koynova si Dan Cogalniceanu, a fost publicat in Analele Academiei
Oamenilor de Stiintd din Romania, seria Stiinte Biologice, 12(1), 21 —28. Contributia mea la acest
articol a inclus redactarea manuscrisului original, analiza datelor si corespondenta cu editorii.

Articolul poate fi gasit aici: https://www.aos.ro/wp-content/anale/BVol12Nr1 Art.2.pdf

In acest capitol, am urmarit sd descriu mecanismul de hranire si locomotia larvelor de
Triturus dobrogicus si am testat o serie de ipoteze. Am estimat daca dimensiunea la metamorfoza
si rata de supravietuire a larvelor sunt mai mici la densitdti mai mari si am testat daca agresivitatea

este mai intensa la o densitate individuala mai mare.

6.1. Specia studiata

Tritonul cu creasta dunarean Triturus dobrogicus are o arie de distributie restransa, fiind
prezent in campiile inundabile ale raurilor mari din estul Austriei pana in Delta Dunarii (Fahrbach
si Gerlach, 2018). Specia se caracterizeaza printr-un corp lung si membrele scurte. Tritonul cu
creastd dunarean este specia cu cea mai mare dependentd de mediul acvatic dintre speciile genului
sdu si are cel mai lung stadiu larvar dintre speciile de Triturus sp. (Furtula si colab., 2009).
6.2. Zona de studiu

Animalele au fost colectate din partea sudicd a Rezervatiei Biosferei Delta Dunarii
(Grindul Lupilor: 44°37'15.83" N, 28°48'24.92" E). Saptesprezece adulti (9 masculi si 8 femele)
de Triturus dobrogicus au fost capturati dintr-o balta temporara inainte de perioada de reproducere

din 2020.

. __________________________________________________________________________________________|
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6.3. Reproducerea ex-situ a speciei Triturus dobrogicus

Toate experimentele de laborator au fost efectuate in primdvara anului 2020. Dupa
experimente, adultii si juvenilii au fost eliberati Tnapoi la locul de capturare. Atunci cand masculii
si-au diferentiat clar crestele dorsale, trei femele si trei masculi au fost repartizati aleatoriu intr-o
cutie pentru reproducere. Dupa eclozarea larvelor, am mutat larvele proaspat eclozate in cutiile
experimentale. Aceste acvarii au fost umplute cu 3L de apa de robinet statuta, 1/3 din apa din

acvarii a fost reimprospatata la fiecare 4 zile.

6.4. Mecanismul de hranire

6.4.1. Materiale si metode

Inregistrarile comportamentului de hranire au inceput de la stadiul de dezvoltare 42 pana
la stadiul de dezvoltare 50 (stadiul pre-metamorfic) (dupa Bernabo si Brunelli, 2019). In stadiul
pre-metamorfic, comportamentul de hranire al larvelor s-a schimbat si acestea incep sa caute in
mod activ hrand la suprafata apei. Larvele au fost hranite cu 24h inainte de inregistrarile
comportamentale. Au fost observati urmatorii parametri: A, unghiul dintre centrul de masa al
particulei de hrana si axa longitudinald a capului larvei (in grade); D, distanta fata de prada (cm);
S, viteza larvelor fata de prada in timpul etapei de apropiere (cm/s); TL, lungimea larvei (cm); TT,
lungimea traiectoriei varfului cozii (cm); ST, viteza maxima de deplasare a varfului cozii in timpul
etapei de apropiere (cm/s); SDI, distanta parcursd de varful botului in timpul aspiratiei inertiale
(cm); SS, viteza de deplasare a varfului botului Tn timpul aspiratiei inertiale (cm/s).
6.4.2. Rezultate

Larvele s-au hranit cu succes odatd cu sciderea distantei pana la hrana. In cazul unei hraniri
reusite, un ST mai mare reprezinta o probabilitate mai mica de hranire. Celelalte variabile analizate
nu prezintd diferente semnificative in ceea ce priveste probabilitatea de hranire (fig. 2). Distanta
initiald dintre individ si prada a avut un efect semnificativ asupra comportamentului de hranire al
larvelor de T. dobrogicus. Atunci cand particula de hrand a aterizat pe fundul acvariului la o
distanta relativ mare, larvele au inotat in mod activ. In cazul in care particula de hrani s-a scufundat
la o distanta mai mica de 6 % din lungimea corpului larvelor, acesta a fost imediat atacat de catre

larve fara nicio implicare a sistemului locomotor. In cazul in care particulele au aterizat la o
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distanta mai mare de 74 % din lungimea corpului, larvele au reactionat in doud moduri diferite. in

majoritatea cazurilor, animalele nu au reactionat deloc la stimul.

1.0 | 0 1.0 = 0
08 \ i 08 i
by ® > - 20
3 R
@ . o @ _ >
£ 06 2 = 48 e
o @ o )
Q 04 e 2 04 &
£ Fo 8
a a I
02 A 0 0.2~ =~
=
00 - - o 00 - i Lo
1 I I I I 1 1 I
0.0 05 10 15 05 1.0 15 20
Prey distance (cm) Speed of the movement of the tail tip (m/s)

Figura 2. Stanga: Efectele distantei pradei asupra probabilitatii de hranire; Dreapta: Efectul vitezei asupra
probabilitatii

6.4.3. Discutii

Larvele tinere de 7. dobrogicus 1si petrec timpul predominant pe fundul apei si au un
teritoriu de vanatoare mai mult sau mai putin bidimensional. Abia dupa dezvoltarea membrelor in
fazele tarzii de pre-metamorfoza, larvele incep sa exploateze intregul volum al bazinului de apa si
sunt capabile si atace prada din mai multe directii. Aceastd schimbare ar putea permite larvelor sa
vaneze prada mai mare si mai agila, ceea ce, la randul sau, ar putea contribui la eficienta hranirii

si ar putea duce la Tmbunatatirea conditiei fizice generale a indivizilor
6.5. Efectul densitatii asupra dimensiunii corporale si agresivitatii

6.5.1. Materiale si metode

Larvele au fost mutate 1n cutii experimentale de 3L dupa eclozare. Cutiile experimentale
sunt constituite din 3L de apa de la robinet statutd. Experimentul a constat in trei densitati diferite:
1 ind/L (densitate scazutd); 2 ind/L (densitate medie) si 3 ind/L (densitate ridicatd) cu cate 3

replicate fiecare.
.
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Rata de crestere, rata de supravietuire, agresivitatea si canibalismul

Larvele au fost fotografiate in ziua eclozdrii si la fiecare 8 zile de experiment, pana in ziua
88 a experimentului si la metamorfozad. Larvele au fost masurate si au fost notate urmatoarele
variabile: lungimea totala (TL); lungimea de la varful botului pana la cloacd (SVL) - incepind cu

ziua 48 a experimentului, cdnd cloaca era vizibila.

6.5.2. Rezultate

Rata de crestere si dimensiunea la metamorfoza

Am constatat diferente semnificative intre densitdti in ceea ce priveste dimensiunea la
metamorfoza. Indivizii din densitatile mai mici au dimensiuni mai mari la metamorfoza in
comparatie cu indivizii din densitdtile mai mari. SVL mediu nu a prezentat diferente semnificative
intre densitati in timpul stadiului larvar. Cele mai tinere larve s-au metamorfozat la 84 de zile de
la eclozare (in densitate scazutd), in timp ce cele mai batrane larve s-au metamorfozat la 159 de

zile de la eclozare (in densitate ridicatd) (tabelul 1).

Tabelul 1. Valorile minime, maxime si medii ale SVL la metamorfoza si durata stadiului larvar.

Densitate Densitate medie | Densitate mare
scazuta (n=11) (n=18)
(n=5)
medie = SD medie = SD medie = SD
(min - max) (min - max) (min - max)
Metamorfoza SVL (mm) 3776 £1.48 34.96 £ 3.30 3331+3.47
(35.26 - 38.91) (29.86 - 39.28) (28.6 -42.14)
Stadiul larvar (zile) 105 +20.32 113.82 £17.04 108.06 + 16.05
(84 - 138) (89 - 158) (92 - 159)

Rata de supravietuire, agresivitatea si canibalismul

Rata de supravietuire a fost mai mare la o densitate scazuta (0,67) si s-au observat rate de
supravietuire similare la densitati medii si mari (0,56) (fig. 3). Nivelul de agresivitate a prezentat
diferente semnificative intre densitati. Cel mai ridicat nivel de agresivitate a fost observat la
densitatea mare (1,25), urmat de densitatea medie (1,17) si de densitatea mica (1,15). Canibalismul
a fost observat de doud ori la densitatea mica si medie, in timp ce la densitatea mare am observat

5 cazuri de canibalism.
|
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Figura 3. Dinamica ratei de supravietuire a larvelor de T. dobrogicus in conditii de densitate scazutd, medie si

ridicata.
6.5.3. Discutii

Rezultatele acestui studiu au aratat ca indivizii metamorfozati din densitatea mai mare au
dimensiuni mai mici la metamorfozd, perioade acvatice mai lungi si prezintd niveluri mai
agresivitate mai mare. Timpul la metamorfoza in acest studiu este considerabil mai rapid (84 - 159
de zile). Aceste rezultate sugereaza ca o competitie in timpul stadiului larvar accelereaza
dezvoltarea larvelor pentru a parasi mediul acvatic ca sa evite competitia intraspecifica a larvelor.
S-a constatat o ratd de supravietuire mai mare in cazul densitatii scazute, desi rata de supravietuire
nu a prezentat diferente semnificative intre densititi. Mai mult, nivelul de agresivitate si chiar
canibalismul a crescut la densititi individuale mai mari. In general, studiul de fata a aritat modul
in care densitatea crescutd a larvelor afecteaza succesul reproductiv al populatiei de tritoni prin

cresterea densitatii.
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7. VARIATIA TRASATURILOR DE VIATA A AMFIBIENILOR

Capitolul 7.3. a fost publicat cu titlul: "Age, size and body condition do not equally reflect
population response to habitat change in the common spadefoot toad Pelobates fuscus" in
Peer] (2021) (a se vedea citarea completa in sectiunea de referintd). Contributia mea la aceasta
lucrare a inclus efectuarea experimentelor, analiza datelor, redactarea si revizuirea manuscriselor

si aprobarea manuscrisului final. Articolul poate fi gasit aici: https://peerj.com/articles/11678/

Capitolul 7.4. face obiectul unei colaborari internationale cu cercetatorii de la Universitatea din
Belgrad, Institutul de Cercetare Biologicd "SiniSa Stankovi¢" - Institutul National al Republicii
Serbia, Departamentul de Biologie Evolutiva, Belgrad, Serbia si Universitatea din Ni§, Facultatea
de Stiinte si Matematica, Departamentul de Biologie si Ecologie, Serbia. Acest capitol a fost
redactat si, In prezent, autorii efectueazd revizuirea finala Tnainte de a fi trimis spre publicare.
Contributia mea la acest manuscris a inclus munca de teren in 2019, lucrul in laborator, edactarea

si revizuirea manuscriselor si aprobarea manuscrisului final.

Capitolul 7.5. consta intr-o analiza a literaturii de specialitate, inclusiv a datelor din cele doud

manuscrise mentionate mai sus.

Acest capitol constd in trei directii de lucru. Astfel, obiectivele capitolelor au fost evaluate
dupd cum urmeaza: Evaluarea schimbdrilor in parametrii de vérstd si de crestere induse de
modificarea habitatului la Pelobates fucus (capitolul 7.3). Evaluarea modificarilor in parametrii de
varsta si a dimensiunii corporale 1n timp la doud populatii de Bufo bufo (capitolul 7.4). Revizuirea
literaturii privind modificarile parametrilor de varsta si de crestere la Bufo bufo, Rana temporaria
si Pelobates fucus (capitolul 7.5). In ultimul capitol am testat doud ipoteze: (1) daca longevitatea
creste odatd cu altitudinea si (2) dacd dimensiunea corporald (SVL si BM) creste odatd cu

altitudinea.
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7.1. Speciile studiate

7.1.1. Pelobates fuscus

Broasca de pamant bruna (Pelobates fuscus) se gaseste mai ales in zonele joase din Europa
continentald. Este raspandita din partea de vest a Belgiei si a Tarilor de Jos pana in partea de est a
Rusiei si este absenta in Peninsula Iberica si in cea mai mare parte a Scandinaviei. in Roménia,
specia atinge partea sudica a arealului sau (Székely si colab., 2013) si este raspandita de la 0 pana

la 800 m altitudine.
7.1.2. Bufo bufo

Broasca raioasa bruna (Bufo bufo) este o specie foarte raspanditd in Europa, fiind
raspandita pe intreg continentul, cu exceptia Islandei, Irlandei si a nordului extrem al Scandinaviei
si a Peninsulei Iberice (AmphibiaWeb, 2023). In Roménia, specia utilizeaza diferite tipuri de
habitate (inclusiv paduri, pajisti si zone umede) In Intreaga tard si este raspandita de la 0 m

altitudine pana la 2000 m altitudine (Cogalniceanu si colab., 2013).

7.1.3. Rana temporaria

Broasca rosie de munte (Rana temporaria) este raspandita in toatd Europa si intr-o mica
parte din vestul Asiei. In Europa, este observata in toate tarile, cu exceptia Portugaliei si a Islandei.
Aceasta specie utilizeazd multe tipuri de habitate forestiere si acvatice din Europa, fiind
inregistrata de la nivelul marii pana la 2700 m in Pirinei (TUCN, 2023). In Roménia, specia este
prezenta Tn Muntii Carpati, In Transilvania si in partea de nord-vest a Moldovei, de la 100m pana

in regiunile alpine de peste 2000m altitudine (Cogalniceanu si colab., 2013).
7.2. Scheletocronologia

Am adaptat protocolul clasic de scheletocronologie propus de Castanet si Smirina (1990).
Falangele folosite pentru analiza de laborator au fost introduse in diferite etape pentru a transforma

materialul biologic brut Tn model adecvat pentru sectionarea in timpul scheletocronologiei.
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7.3. RASPUNSUL SPECIEI PELOBATES FUSCUS LA MODIFICAREA HABITATULUI

7.3.1 Materiale si metode
Zona de studiu

Zona de studiu este situatd in nord-vestul Roméniei, intr-o regiune deluroasa din judetul
Cluj, Romania (46.6829° N; 23.5441° E; 720 m deasupra nivelului marii). Zona de studiu a fost
compusa dintr-o baltd permanenta care a fost initial marginitd de pasuni de stepa si paduri. Aceasta

este situatd in apropierea unui drum judetean cu trafic mediu.
Colectarea datelor

Esantionarea indivizilor adulti a fost efectuatd in fiecare an in luna aprilie, in timpul
sezonului de reproducere, iIn doud momente: intre 2000 si 2004 (esantionul A, momentul A) si
intre 2012 si 2014 (esantionul B, momentul B). Toate animalele au fost capturate in timpul noptii.
Sexul a fost determinat pe baza prezentei glandelor umerale prezente doar la masculii maturi din
punct de vedere sexual, iar lungimea de la varful botului pana la cloaca (SVL) si masa corporala

(BM) au fost masurate pentru fiecare individ.

Parametrii de varsta si dimensiunile corporale

Au fost calculati urmadtorii parametri legati de varsta: 1. durata medie de viata 2.
longevitatea (adica varsta maxima observatd), 3. varsta la maturitatea sexuala, 4. durata potentiala
de viatd reproductiva. Datele privind SVL si BM au fost logaritmate, iar indicele conditiel
corporale (BCI) a fost calculat pe baza regresiei liniare intre SVL si BM (Denoél si colab., 2002;
Bancila si colab. 2010). Valorile pozitive ale BCI au indicat o conditie buna, in timp ce valorile
negative au indicat o conditie slaba a indivizilor esantionati (Jakob si colab. 1996, Schulte-

Hostedde si colab., 2005; Blackwell, 2002).
7.3.2. Rezultate

Nu au existat diferente semnificative in distributia varstei intre cele doud momente de
esantionare, A si B. Mediana duratei de viata a fost mai mica in esantionul B, in timp ce ceilalti

parametri legati de varsta au fost similari iTn ambele esantioane (fig. 4).
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In esantionul B, ambele sexe au avut o duratd de viatd medie de 3 ani si s-au maturizat
sexual la varsta de 2 sau 3 ani. Longevitatea si durata potentiald de reproducere au fost, de
asemenea, similare, de 6 si, respectiv, 4 ani. Rezultatele nu au aratat diferente semnificative in

distributia varstei intre masculi si femele (fig. 4).
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Figura 4. (a) Distributia pe clase de varsta a populatiilor de P. fuscus, in doud momente - 2000 - 2004 (esantionul A,
negru) si 2012 - 2014 (esantionul B, alb); (b) Distributia pe clase de varsta a masculilor (negru) si a femelelor (alb)

din populatia de P. fuscus din cadrul esantionului B (2012 - 2014).
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S-a constatat o scadere semnificativd a SVL si BM la ambele sexe intre momentele (fig.

5). Starea corporala a scdzut semnificativ intre cele doud momente atat la masculi, cét si la femele

(fig. 5).
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Figura 5. SVL, BM si BCI al masculilor si femelelor de P. fuscus, la cele doua momente de esantionare.

7.3.3. Discutii

Populatia studiatd de P. fuscus a raspuns la degradarea habitatului printr-o scddere a
marimii $i a masei corporale, ceea ce indicd faptul ca schimbarile in ceea ce priveste marimea si
starea corpului, reflecta mai bine decét structura pe varste raspunsul rapid al populatiei la scaderea
calitatii habitatului si poate fi utilizat ca instrument de avertizare timpurie pentru declinul

populatiei de amfibieni.

7.4. MODIFICARILE IN TIMP ALE PARAMETRILOR DE VARSTA SI A DIMENSIUNII
CORPORALE LA DOUA POPULATII DE BUFO BUFO

7.4.1. Materiale si metode
Zona de studiu

Am studiat doua populatii, una din Romania si una din Serbia. Prima populatie este situata
in jurul unui iaz permanent din Parcul National Muntii Macin din nordul regiunii Dobrogea,

Romania (N: 45,232118°; E: 28,307371°; 69 m altitudine). A doua populatie de B. bufo este situata
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in Serbia Centrald, 1n apropierea oraselor Zuce si Belgrad (N: 44,682167°; E: 20,552000°, 240 m

altitudine).

7.4.2. Rezultate
Parametrii de varsta

Populatia de B. bufo din Romania nu a prezentat nicio diferenta in ceea ce priveste varsta
medie pe parcursul perioadei de studiu de 10 ani. Varsta medie a masculilor a variat intre 4,07 ani
in 2012 si 4,77 ani in 2016. Varsta medie a femelelor a variat intre 4,11 ani in 2012 si 4,67 ani in
2009. In schimb, populatia de B. bufo din Serbia a prezentat diferente semnificative in ceea ce
priveste varsta medie in timp. Varsta medie a masculilor a variat Intre 4,54 ani in 2021 si 5,7 ani
in 2015, in timp ce cea mai mica varsta medie a femelelor a fost de 3,92 ani in 2018, iar cea mai

mare varsta medie a fost de 5,43 ani in 2015.
Dimensiunile corporale

Atat SVL, cat si BM au variat semnificativ in ambele populatii studiate, pentru ambele

sexe (fig. 6; fig. 7).
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Figura 6. SVL si BM la masculi si femele de-a lungul timpului 1n populatia din Romania
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Figura 7. SVL si BM la masculi si femele de-a lungul timpului 1n populatia din Serbia

Am gasit diferente semnificative in BCI in toti anii de studiu Intre masculii si femelele din

populatia de B. bufo din Romania. BCI a fost mai mare pentru female avand valori pozitive (0,348),

comparativ cu valorile negative observate pentru masculi (-0,132). Diferente semnificative au fost

observate, de asemenea, la populatia de B. bufo din Serbia. BCI a fost mai mare pentru femele si

a prezentat valori pozitive (0,49), In comparatie cu valorile negative calculate pentru masculi (-

0,14).
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7.4.3. Discutii

In timp ce populatia din Romania a prezentat o varsti medie constanti, populatia din Serbia
a Tnregistrat o variatie semnificativa in timp. Varsta, rata de crestere si dimensiunea corporala a
indivizilor sunt influentate de o varietate de factori de mediu (Tomasevi¢ si colab., 2008). Variatia
anuala a temperaturii si a precipitatiilor au un impact asupra succesului reproductiv si asupra
resurselor energetice intre supravietuire, crestere si reproducere (Cogalniceanu si Miaud, 2003;
Amat si Meiri, 2018). Pe parcursul perioadei de studiu, BCI la femele din ambele populatii a fost
pozitiv in aproape toti anii de studiu. Contrar, BCI la masculi a fost in cea mai mare parte negativ
in ambele populatii de B. bufo studiate. Valorile BCI ale indivizilor pot fi diminuate din cauza
disponibilitétii limitate de hrand sau a secetei si a temperaturilor nefavorabile in timpul hibernarii
sau migratiei (Reading si Clarke, 1995). Un BCI mai mic conduce la o investitie redusa in
reproducere, rezultdnd o pontd mai mica si o scadere a dimensiunii populatiei (Cogalniceanu si

colab., 2021).

7.5. ANALIZA LITERATURII PRIVIND VARIATIA VARSTEI SI A DIMENSIUNII
CORPORALE LA TREI SPECII DE AMFIBIENI DE-A LUNGUL GRADIENTULUI
ALTITUDINAL

7.5.1. Materiale si metode
Analiza literaturii

Datele privind parametrii legati de varsta si de marime la Bufo bufo, Rana temporaria si
Pelobates fuscus au fost extrase din literatura de specialitate disponibild in baza de date online

(Web of Science, Google Scholar). Am efectuat o cautare avansatd cu urmatoarele cuvinte cheie:

" 2 (13 29 (13

skeletochronology”, “age structure”,

2 13

amphibian”, “amphibian population structure”, “body
size” si combinatia acestora. Toate informatiile disponibile cu privire la parametrii legati de varsta

si marimea corpului au fost extrase si unificate intr-o baza de date.
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7.5.2. Rezultate

Analiza literaturii

Am gasit 43 de referinte diferite care se axau pe parametrii legati de varsta si dimensiunea
corpului: 22 pentru B. bufo, 16 pentru R. temporaria si 5 pentru P. fuscus. La B. bufo au fost
studiate 33 de populatii diferite din 11 tdri din Europa. Cea mai veche populatie studiatd a fost din
1975, iar cea mai noud populatie studiatd a fost in 2017. La R. temporaria, am identificat 37 de
populatii diferite din 11 tari din Europa. Cea mai veche populatie studiata a fost din 1958, iar cea
mai noud populatie studiata a fost n 2013. La P. fuscus, am identificat 6 populatii diferite din 3

tari (Romania, Italia si Franta).

Prima ipoteza testatd a aratat cd altitudinea are un efect semnificativ asupra longevitatii.
Indivizii de B. bufo din populatiile situate la altitudini mai mari au o longevitate mai mare pentru
ambele sexe in comparatie cu indivizii de la altitudini mai mici (fig. 8), in timp ce la R. temporaria

si P. fuscus altitudinea nu are niciun efect asupra longevitatii.
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Figura 8. Regresia liniara intre altitudine si longevitate la B. bufo
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A doua ipoteza testata a aratat ca altitudinea are un efect semnificativ asupra dimensiunii
corporale a indivizilor si a masei corporale la B. bufo si R. temporaria (fig. 9). Astfel, indivizii de
la altitudini mai mari au o dimensiune corporald si o masd corporald mai mari. Dimpotriva,
altitudinea nu are un efect semnificativ nici asupra dimensiunii corporale, nici asupra masei

corporale la indivizii de P. fuscus.
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Figura 9. Regresia liniara Intre altitudine, SVL si BM la R. temporaria
7.5.3. Discutii

Analiza efectuata in acest capitol a aratat ca diferite specii de amfibieni au strategii diferite

pentru a face fata variatiilor de mediu, in principal legate de altitudine. Multe specii de amfibieni
- - - - - |
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au tendinta de a fi mai mari la altitudini mari in comparatie cu speciile de la altitudini joase si
medii, ca raspuns la clima rece (Ryser, 1996; Miaud si colab., 1999), dar nu toate speciile respecta
aceasta reguld. Existd exceptii in care speciile de altitudine joasd si medie sunt mai mari decat cele
de altitudine mare (Howard si Wallace, 1985), sau specii in care clima nu are nicio influentd asupra

dimensiunii corporale (Ryser, 1996; Morrison si Hero, 2002).
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