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SCOPUL SI OBIECTIVELE LUCRARII
Scopul acestei teze este evaluarea impactului factorilor fizico-chimici, biologici si a contaminantilor
asupra starii de sanatate a speciei Mytilus galloprovincialis din zona costiera romaneasca a Marii Negre.
Principalele obiective ale tezei sunt:
1. Evaluarea starii fiziologice a midiilor in relatie cu parametrii fizico-chimici ai apei si parametrii biometrici

ai midiilor.

midiilor;

3. Investigarea gradului de contaminare cu metale grele si poluanti organici persistenti a zonelor investigate;

4. Examinarea gradului de bioacumulare al contaminantilor in midii in relatie cu factorii de mediu;

5. Aplicarea unor factori si indici de bioacumulare pentru evaluarea gradului de bioacumulare al metalelor grele
in midii si evaluarea starii de sandtate a midiilor;

6. Investigarea gradului de contaminare cu microplastice a midiilor, determinarea relatiei dintre dimensiunea
midiilor si cantitatea de microplastice ingerate si evaluarea impactului asupra conditiei fiziologice a midiilor;

7. Evaluarea indicelui de stare ca biomarker fiziologic de stres la contaminarea cu metale grele a midiilor;

8. Aplicarea stabilititii membranei lizozomale ca biomarker celular in evaluarea efectelor subletale ale
contaminantilor din mediu.

Cuvinte cheie: midii, Mytilus galloprovincialis, metale grele, poluanti organici, microplastice, efecte
fiziologice si celulare, indice de stare, stabilitatea membranei lizozomale.

Teza de doctorat intitulatd ,,Cercetari privind influenta factorilor de mediu asupra bivalvei Mytilus
galloprovincialis” este alcatuita din doud parti si este structurata in zece capitole.

Partea I cuprinde stadiul actual al cunoasterii si este structuratd in patru capitole in care sunt prezentate
informatii din literatura de specialitate privind anatomia si fiziologia molustelor bivalve marine, factorii de mediu
care influenteaza fiziologia si comportamentul midiilor, poluantii prezenti in mediul marin si impactul acestora
asupra molustelor bivalve, dar si biomarkerii ca bioindicatori ai efectelor contaminantilor asupra bivalvelor.

Partea a II-a cuprinde contributiile personale si este structuratd in sase capitole. In capitolul cinci sunt
descrise zonele de studiu, metodologia de colectare a probelor si metodele de analizd a probelor colectate.
Capitolul sase prezinta influenta parametrilor de mediu asupra indicelui de stare gi a parametrilor biometrici ai
midiilor dar si relatiile dintre indicele de stare al midiilor si caracteristicile biometrice ale acestora. Capitolul sapte
prezinta variatia sezoniera in compozitia si cantitatea fitoplanctonului din zonele de studiu si evidentiaza influenta
pune in evidentd gradul de contaminare cu metale grele al apei de mare, al sedimentelor, gradul de bioacumulare
al metalelor grele Tn midii si influenta metalelor grele asupra indicelui de stare al midiilor. Capitolul noua
subliniazd gradul de bioacumulare al microplasticelor in tesuturile midiilor analizate, caracteristicile
microplasticelor identificate (tipul, culoarea si dimensiunea lor) dar si relatia dintre abundenta microplasticelor
bioacumulate in midii si indicele de stare. Capitolul zece evidentiaza gradul de contaminare al apei si midiilor cu
metale grele si poluanti organici, dar si raspunsul in stabilitatea membranei lizozomale la nivelurile de

contaminanti din mediu.



PARTEA 1. STADIUL CUNOASTERII

Midiile fac parte din clasa Bivalvia si se caracterizeaza prin faptul ca au corpul protejat de doua valve
calcaroase, au un mod de viata sedentar si se hranesc prin filtrare (Skolka, 2003). Midiile din genul Mytilus sunt
un grup de moluste bivalve marine care fac parte din familia Mytilidae si se gasesc predominant in zona intertidala
a tarmurilor expuse (Dailianis, 2010). Fiziologia si comportamentului midiilor pot fi afectate de diversi factori de
mediu cum: ar fi temperatura, salinitatea, expunerea la aer, disponibilitatea hranei etc.

Principalii poluanti prezenti in mediul marin sunt reprezentati de metale grele, poluanti organici si
microplastice. In principal, cea mai mare cantitate a metalelor grele prezente in mediul marin provin din activitatile
umane si reprezintd o sursa de Ingrijorare datoritd toxicitatii, persistentei si nebiodegradabilitatii lor (Wu et al.,
2016) si pot avea efecte subletale si letale asupra organismelor marine (Peters et al., 1997). Metalele grele, chiar
si cele esentiale pot avea un efect inhibitoriu asupra cresterii, ratei de filtrare si absorbtie a hranei, respiratiei si
metabolismului, reproducerii, dezvoltarii gametilor si stadiilor larvare, dar si asupra comportamentului bivalvelor
(Weis, 2014).

Hidrocarburile aromatice policiclice (PAH-urile) sunt printre cei mai raspanditi si toxici poluanti organici
in mediul marin (Baussant et al., 2001). Bioacumularea hidrocarburilor aromatice policiclice determina
modificare proceselor fiziologice ale midiilor, modificarea metabolismului, inhibarea cresterii si reproducerii
(Weis, 2014). Bifenilii policlorurati (PCB) si pesticidele organoclorurate (OCP) sunt poluanti organici persistenti
care au fost produsi pe scara larga in diverse scopuri industriale (Srogi, 2008) si prezinta o importanta exceptionala
datorita persistentei lor, bioacumularii si toxicitatii pentru animale salbatice si oameni (Georgieva et al., 2016).

Expunerea bivalvelor la pesticide determind modificari fiziologice (inhibarea cresterii, reducerea ratelor
de filtrare si de absorbtie a hranei, reducerea cresterea/scaderea consumului de oxigen, stimularea/inhibarea
excretiei de amoniac), comportamentale (reducerea activitatii valvelor) (Weis, 2014), dar si o varietate de efecte
neurotoxice, de modulare hormonala si imunologica si tumorigene (Androutsopoulos et al., 2013).

Plasticele sunt polimeri organici sintetici rezultati din polimerizarea monomerilor extrasi din petrol sau
gaze (Cole et al., 2011). Microplasticele sunt prezente in coloana de apa, sedimentele si biota din toate mediile
marine si dulcicole (Coyle et al., 2020). Microplasticele pot fi clasificate ca microplastice primare si secundare,
in functie de sursa de provenienta (Cole et al., 2011). Microplasticele si nanoplasticele primare sunt produse in
mod deliberat la dimensiuni foarte mici pentru a fi folosite in diferite produse cosmetice iar cele secundare sunt
rezultate din fragmentarea articolelor mai mari ca urmare a proceselor fizico-chimice (radiatii UV, abraziune
fizica, oxidare chimica etc.) (Miloloza et al., 2021). Expunerea bivalvelor la microplastice determina alterari
fiziologice (rata de preluare a hranei si respiratia) (Sendra et al., 2021), alterari ale ciclul de viata al bivalvelor
(gametogeneza, embirogeneza, dezvoltarea larvara si metamorfoza) (Sendra et al., 2021; Sussarellu et al., 2016),
alterari histopatologice (von Moos et al., 2012), genotoxicitate (Sussarellu et al., 2016).

Midiile marine sunt utilizate in mod obisnuit ca organisme indicatoare pentru a detecta poluarea mediului
in apele de coasta datoritd capacitatii lor de a acumula diversi contaminanti organici sau anorganici (Livingstone,
1991). Simpla modificare a raspunsurilor fiziologice si biochimice pot prezice impactul poluantilor (Dailianis,
2010). Indicatorii biologici care utilizeaza raspunsurile moleculare, celulare si fiziologice sunt denumiti de obicei

biomarkeri. Biomarkerii reprezintd modificari fiziologice, celulare, biochimice sau comportamentale ce pot fi



determinate n tesuturi sau in lichidele din corp sau la nivelul intregului organism si care evidentiaza expunerea
la si/sau efectele unuia sau mai multor contaminanti chimici (Depledge, 1993).

Indicele de stare este utilizat in doud scopuri: ca indicator al calitatii comerciale a carnii (Orban et al.,
2002) si ca masurd ecofiziologica a sanatatii animalelor. Acesta indice reflectd activitatile fiziologice ale
organismelor (cresterea, reproducerea, secretia etc.) oferind o perspectiva asupra starii generale de sanatate a
acestuia 1n conditii de mediu specifice (Lucas si Beninger, 1985). Principalii factori care influenteaza conditia
fiziologica (implicit si cea biochimicd) a bivalvelor sunt: factorii fizici (temperatura, salinitate, materia organica),
chimici (concentratia metalelor grele si a compusilor organici) si biologici (disponibilitatea hranei, ciclul
reproductiv si populatia de bacterii) (Freites et al., 2003).

Stabilitatea membranei lizozomale (SML) este folositd ca un biomarker general de stres al poludrii
chimice (Martinez-Gémez et al., 2015). Lizozomii sunt organite multifunctionale prezente in aproape toate
celulele eucariote, Inconjurate de 0o membrana care contine enzime hidrolitice implicate in procese celulare precum
digestia, apararea si reproducerea (Pipe, 1993). Destabilizarea membranei lizozomale indica alterari fiziologice

sau patologice induse de poluanti (Martinez-G6émez et al., 2015).

PARTEA II. CONTRIBUTII PERSONALE
INTRODUCERE

Mediile costiere sunt supuse unei presiuni crescande asupra mediului din cauza cresterii populatiei,
urbanizarii, industrializarii si turismului (Lay si Zsolnay, 1989). Gradul ridicat de urbanizare al zonei costiere al
Marii Negre reprezintd o permanentd amenintare in ceea ce priveste poluarea mediului marin. Desi porturile sunt
cruciale pentru activitatea economicd regionala sunt si surse semnificative de poluare (Catianis et al., 2016).
Activitatile desfasurate in cadrul porturilor au un impact major asupra mediului si implicit asupra organismelor
marine din porturi (Knott et al., 2009).

Midiile, precum specia Mytilus galloprovincialis si alte tipuri de bivalve marine, sunt considerate specii
indicatoare ideale pentru monitorizarea poluarii datoritd caracteristicilor lor biologice si ecologice (Beyer et al.,
2017). Midiile au capacitatea de a acumula eficient substantele chimice poluante din apa de mare datorita
poluantilor din mediu acvatic (Beyer et al., 2017). Aceste organisme joaca un rol ecologic crucial, oferind hrana
si habitat pentru diverse specii si, in calitate de consumatori primari, servesc ca vectori pentru transferul
poluantilor antropici din faza abiotica si de la nivelul productiei primare la nivelurile trofice superioare din lantul
trofic marin costier (Beyer et al., 2017). In plus, consumul midiilor contaminate reprezinti o cale semnificativa
pentru expunerea umand la contaminatii chimici (Mititelu et al., 2022) si microplastice (Sangkham et al., 2022).

In ultimii ani, biomarkeri au fost inclusi ca mijloc de evaluare a impactului biologic al poluantilor in
programele de monitorizarea ale poludrii marine (Beyer et al., 2017). Un rol important al biomarkerilor este acela
de a detecta semne timpurii ale unor schimbari biologice importante. Prezenta substantelor toxice in ecosistem
poate perturba relatiile complexe dintre organisme, ceea ce evidentiaza necesitatea de a adopta legi si de a pune
in aplicare strategii pentru a preveni efectele negative asupra mediilor acvatice, in special asupra ecosistemelor

marine (Dailianis, 2010).



VI. INFLUENTA FACTORILOR DE MEDIU ASUPRA INDICELUI DE STARE AL MIDIILOR

6. 2. Material si metode
Zona de studiu

Studiul s-a desfasurat intre luna noiembrie 2017 si noiembrie 2018, cu frecventa sezoniera, in patru locatii
din zona costiera a litoralului roméanesc: Portul Midia, Portul Constanta, Portul Mangalia si zona 2 Mai.
Prelevarea si procesarea probelor

Parametrii fizico-chimici ai apei (temperatura, salinitate, pH, oxigen dizolvat si solide dizolvate totale
(SDT)) au fost masurate in situ la fiecare prelevare folosind Multiparametrul HANNA HI 98194. Pentru analizele
de laborator, au fost colectate cate trei probe de apa (replici) pentru determinarea concentratiei de clorofila a (Chl
a) si a suspensiilor solide totale (SST).

Concentratia clorofilei a s-a determinat prin extractia pigmentilor cu acetond 90% si masurata
spectrofotometric conform metodei SCOR-UNESCO (1966). Determinarea suspensiilor solide totale a fost
realizata conform metodei recomandate de Grasshoff et al. (1999). Pentru determinarea parametrilor biometrici si
a indicelui de stare, s-au prelevat aleatoriu un numar de 40-50 de indivizi (Mytilus galloprovincialis) per statie.
Masuratorile biometrice si indicele de stare (IS)

Lungimea, latimea si Inaltimea indivizilor a fost masuratd cu un subler digital. S-a cantdrit greutatea
totala, greutatea umeda a tesutului, greutatea uscatd a tesuturilor moi si a valvelor dupa uscarea la etuva. Indicele
de stare (IS) a fost calculat folosind formula: IS = (greutatea uscata a tesutului (g)/ greutatea uscatd a valvelor
(g)) x 100 (Davenport si Chen, 1987; Rainer si Mann, 1992).

Analiza statistica a datelor

Analiza statistica a datelor a fost realizatd cu ajutorul programele JASP v0.19.0 si PRIMER v7.0.21.
Testul Shapiro-Wilk a fost aplicat pentru a verifica ipotezele distributiilor normale ale tuturor seturilor de date,
iar testul Levene pentru a examina omogenitatea variantelor. A fost aplicat testul neparametric Spearman de
corelatie a rangurilor si au fost utilizate diagramele tip Box plot (sau Box-Whisker). Analiza Componentelor

Principale (ACP) s-a realizat pe baza datelor transformate si normalizate.

6. 3. Rezultate si discutii

O parte din rezultatele prezentate in acest capitol au fost publicate Tn Pantea et al. (2018).
Indicele de stare a inregistrat valoare medie maxima in Portul Mangalia (16,67+9,04), una minima in
statia 2 Mai (7,17+3,50) (Fig. 1A). In ceea ce priveste variatia sezoniera, cea mai cea mai mare valoare medie a

fost atinsd in sezonul de primavara si cea mai micé in sezonul de iarna (Fig. 1B).
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Fig. 1. Distributia valorilor indicelui de stare al midiilor pe statii (A) si sezoane (B)



Valoarea medie cea mai ridicata a indicelui de stare (24,80+6,33) a fost observata la midiile din clasa de
lungime 6,1-9 cm (midii mari), in sezonul de primavara (Fig. 2). Cea mai mica valoare medie a indicelui a fost

inregistrata la midiile din clasa 4,1-6 cm (midii de dimensiune medie).
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Fig. 2. Variatia sezoniera a indicelui de stare pe clase de marime (mediatdev.std)

Rezultatul testului de corelare Spearman a evidentiat corelatii statistic semnificative intre indicele de
stare, solidele dizolvate totale si clorofila a (Tabelul 1). Corelatii statistic semnificative au fost observate si intre
temperatura si oxigen dizolvat, suspensii solide totale si clorofila a. Salinitatea s-a corelat cu solidele dizolvate

totale, oxigenul dizolvat cu suspensii solide totale si suspensii solide totale cu clorofila a.

Tabelul 1. Matricea de corelatie Spearman dintre parametrii de mediu si indicele de stare al midiilor (Mytilus
galloprovincialis). Nivel de semnificatie statistica: * p < 0,05; ** p <0,01; *** p <0,001. T: Temperatura apei;
S: Salinitate; OD: Oxigen dizolvat; SDT: Solide dizolvate totale; SST: Suspensii solide totale; CLF a: Clorofila
a; IS: Indice de stare.
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Aplicand ACP la aceste seturi de date, au fost extrase trei componente principale (PC) cu valoare proprie
> 1 (eigenvalue) care au explicat impreuna 80,7% din variabilitatea totald a datelor. Valoarea proprie a factorilor
a fost de 3,45 (PC1), 1,61 (PC2) si 1,4 (PC3). PC1 a explicat 43,1%, PC2 20,1%, PC3 17,5% din variabilitate.
Din contributia variabilelor pe componentele principale, s-a observat ca atat PC1, cat si PC2 au fost asociate cu
diferiti factori de mediu. Conform ACP, indicele de stare s-a corelat pozitiv cu pH-ul si clorofila a, si negativ cu
solidele dizolvate totale (Fig. 3). Analiza PCA a confirmat ca indicele de stare a prezentat o variatie sezoniera
semnificativa. De asemenea, analiza multivariatd a confirmat ca indicele de stare al midiilor din zonele portuare

s-a diferentiat complet de cel al midiilor din zona 2 Mai, punand in evidentd influenta parametrilor de mediu.
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Fig. 3. Analiza componentelor principale (ACP) prezentand variatia sezoniera a parametrilor de mediu si a
indicelui de stare pe statii

Corelatii statistic semnificative au fost inregistrate intre toate variabilele biometrice investigate si
indicele de stare, desi coeficientul de corelatie a fost slab sau mediu. Dependenta dintre variabilele biometrice
(lungime, latime, inaltime si greutdti) a avut un grad de corelatie ridicat si mediu. Valorile coeficientilor de

corelatie (rho) si valoarea p asociata sunt prezentate in Tabelul 2.

Tabelul 2. Matricea de corelatie Spearman dintre masuratorile biometrice si indicele de stare al midiilor (Mytilus
galloprovincialis). Nivel de semnificatie statisticd: * p <0,05; ** p <0,01; *** p <0,001. LG: Lungimea cochiliei;
LT: Latimea cochiliei; iN: inél;imea cochiliei; GT: Greutatea totala; GUMT: Greutatea umeda a tesutului moale;
GUST: Greutatea uscata a tesutului; GUSV: Greutatea uscata a valvelor; IS: Indice de stare.
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Rezultatul analizei componentelor principale (ACP) a evidentiat doud componente principale (PC1 si
PC2) cu o valoare proprie mai mare de > 1 si care impreund au explicat 94,4% din variabilitatea totald a datelor.
Valoarea proprie a primelor doud componente a fost de 5,36 (PC1) si respectiv 2,19 (PC2). PC1 a explicat 67,0%
si PC2 27,4% din variabilitatea datelor. Analiza componentelor principale a aratat ca indicele de stare s-a corelat
pozitiv cu greutatea uscata si greutatea umeda a tesutului (Fig. 4). Corelatii pozitive au fost observate si intre
parametrii morfologici (lungimea, latimea si inaltimea midiilor), greutatea totald si greutatea uscatd a valvelor.
Distributia datelor multivariate a confirmat ca parametrii biometrici ai midiilor au fost influentati de conditiile de

mediu specifice fiecarei locatii, midiile din porturi diferentiindu-se complet de cele din statia 2 Mai.
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Fig. 4. Analiza componentelor principale (ACP) prezentand variatia sezoniera a parametrilor biometrici si a
indicelui de stare pe statii

Variatia indicelui de stare este influentata de fazele ciclului de reproducere si de factorii de mediu
(temperatura, salinitatea si hrana) (Celik et al., 2012). in prezentul studiu, indicele de stare al midiilor M.
galloprovincialis a prezentat o variatie sezonierd semnificativd, urmand indeaproape ciclurile de dezvoltare
gonadala. Strohmeier et al. (2008) au sustinut ca cantitatea de hrand induce o crestere a indicelui de stare al
midiilor, aspect confirmat si de rezultatele prezentului studiu. Corelatia pozitiva obtinuta intre indicele de stare si
clorofila a, a indicat ca variatia acestui indice este strins legati de disponibilitatea hranei. in general, indicele de
stare din statia de referintd (2 Mai) a avut valori mai scazute ca urmare a conditiilor trofice reduce si, posibil,
influentei negative a solidelor dizolvate totale. In prezentul studiu, au fost observate variatii semnificative intre
statii in ceea ce priveste masuratorile morfometrice si de greutate ale midiilor, similar cu rezultatele unui alt studiu

(Mendoza et al., 2023).

VIL INFLUENTA DISPONIBILITATII HRANEI ASUPRA
STARII FIZIOLOGICE SI BIOCHIMICE A MIDIILOR

7. 2. Material si metode

Zona de studiu si colectarea probelor

Campaniile de prelevare au fost realizate intre noiembrie 2017 si noiembrie 2018, de-a lungul coastei
romanesti a Marii Negre, In patru locatii de prelevare reprezentand diferite conditii de mediu, si anume: Portul
Midia (S1), Portul Constanta (S2) si Portul Mangalia (S3) si 2 Mai (S4). Locatiile au fost selectate pe baza
diferitelor lor conditii trofice.

Temperatura si salinitatea apei de mare au fost masurate in situ cu ajutorul unei sonde multiparametrice
Au fost colectate probe de apa pentru a evalua disponibilitatea hranei (calitatea si cantitatea fitoplanctonului).
Probele au fost conservate imediat dupa colectare cu 20 ml de formaldehida 37%.

Specimenele de M. galloprovincialis (80—100 indivizi) au fost colectate aleatoriu de la diferite adancimi
(0,5-2 m) cu ajutorul unei greble metalice sau manual. Dupa colectare, esantioanele au fost transportate imediat
la laborator si apoi prelucrate. Treizeci de indivizi au fost selectati aleatoriu pentru indicele de stare, iar restul

midiilor au fost pastrate la —20 °C pentru analize biochimice ulterioare.
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Analiza calitativa si cantitativa a fitoplanctonului

Probele au fost sedimentate in camere de sedimentare Utermohl de 10 ml timp de 24 de ore (Edler si
Elbrichter, 2010) si au fost analizate la un microscop inversat la o marire de 200x si 400x. Speciile de fitoplancton
au fost identificate pand la cel mai apropiat nivel taxonomic posibil (gen, specie sau subspecie), si mai apoi
celulele fiecdrei specii au fost numadrate. Abundenta (celule/L) si biomasa (mg/m?) fitoplanctonului au fost
calculate utilizand programul Ecology Database (sursa: NIMRD).
Indicele de stare si analiza biochimica

Treizeci de midii au fost selectate aleatoriu din fiecare locatie de prelevare pentru a masura indicele de
stare (IS), continutul de umiditate al tesuturilor (U) si cenusa (C). Indicele a fost calculat conform metodei
recomandate de Davenport si Chen (1987) si Rainer si Mann (1992).Greutatea cenusei (C) si greutatea uscata fara
cenusd (AFDW — ash free dry weight) au fost determinate conform metodei AOAC (1990).

Pentru a determina compozitia biochimica a tesuturilor moi (de exemplu, proteine, glucide si lipide),
25-30 de midii au fost grupate intr-o singura proba. Continutul de proteine a fost determinat utilizind metoda
Lowry modificata (Razet et al., 1996). O curba de calibrare a fost realizata folosind serul de albumina bovina ca
standard. Glucidele au fost determinati prin metoda Dubois modificata (Razet et al., 1996), iar continutul de lipide
prin metoda Soxhlet, care implicé extractia cu eter intr-un aparat Soxhlet.
Analiza datelor

Toate datele au fost testate pentru distributie normala (testul Shapiro-Wilk) si omogenitatea variantelor
(testul Levene). Datele au fost analizate statistic folosind testul neparametric Kruskal-Wallis, Coeficientii de
corelatie Spearman si Analiza statisticd multivariatd (Analiza Componentelor Principale, ACP). De asemenea,
datele au fost reprezentate folosind si grafice de tip Shade Plot. Analizele statistice ale datelor au fost efectuate cu
programele XLSTAT 2023.3.1 si PRIMER v7.0.21. Nivelul de semnificatie a fost stabilit la p < 0,05 pentru toate

analizele.

7. 3. Rezultate si discutii

Rezultatele prezentate in acest capitol au fost publicate in Pantea et al. (2024).

Abundenta (celule/L) si biomasa (mg/m?®) totald a fitoplanctonului au variat in functie de anotimpuri si
locatie (Fig. 5). In general, abundenta totala si biomasa urmeaza o tendinta similara intre sezoane, cu valori mai
ridicate in siturile Portul Midia, Portul Constanta si Portul Mangalia. Abundente si biomase mai mari au fost
observate In primavara, vara si toamnad. Cea mai mare abundentd a fost inregistrata in Portul Midia (toamna),
urmati de Portul Constanta (vara) si Portul Mangalia (primavara). in ceea ce priveste biomasa, Portul Constanta
a avut cea mai mare valoare in timpul verii, urmata de Portul Midia In toamna si Portul Constanta in primavara.

Diatomeele au fost cel mai dominant grup in iarna, primavara, vara si toamna (Fig. SA). Dinoflagelatele
au fost cele mai abundente vara (in Portul Mangalia. Cianobacteriile au fost cel mai abundent grup, in special 1n
Portul Mangalia si 2 Mai. Criptofitele au dominat comunitatea fitoplanctonica in aproape toate statiile si
anotimpurile. In general, dinoflagelatele au fost cel mai dominant grup din punct de vedere al biomasei (Fig. 5B).

Diatomeele au avut biomase ridicate in special primavara, vara si toamna.
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Fig. 5. Variatia sezoniera a densitatii relative si totale (A) si a biomasei relative si totale (B) a fitoplanctonului

Continutul de glucide a variat de la 0,66+0,03% (in 2 Mai) la 20,31+0,60% (Port Mangalia), iar
continutul de lipide de la 1,29+0,59% (in 2 Mai) la 13,23+0,85% (in Port Midia) (Fig. 6A). Continutul mediu de
glucide a fost cel mai ridicat in primavara (18,55+1,22%) si cel mai scazut in vara (2,35+2,02%). Continutul
mediu de lipide a prezentat valori mai ridicate in iarna (9,23+3,84%) si primavara (8,86+0,96%), si valori mai
scazute in vara (3,76+2,63%) si toamna (2,57+1,21%) (Fig. 6B). Continutul de proteine din midii a variat de la
31,42+7,01% (Portul Constanta) la 41,57+1,95% (Portul Constanta) (Fig. 6C). Cea mai mare valoare medie a
continutului de proteine a fost inregistratd in iarna (40,38+1,01%) si toamna (35,53+1,65%), iar cea mai mica in

primavara (34,09+3,14%) si vara (34,38+2,20%).
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Fig. 6. Variatia sezoniera a continutului de glucide (A), lipide (B) si proteine (C) in midiile Mytilus
galloprovincialis (medie + dev.std., n = 3) in perioada 2017-2018. S1: Portul Midia, S2: Portul Constanta, S3:
Portul Mangalia, S4: 2 Mai.

Indicele de stare s-a corelat pozitiv cu abundenta si biomasa fitoplanctonului, cu glucidele si greutatea
uscata a tesuturilor (Tabelul 3). A fost observata o relatie inversa Intre indice si umiditate. Proteinele au prezentat
o corelatie semnificativa cu umiditatea, greutatea uscatd a tesuturilor si temperatura apei de mare. Lipidele s-au

corelat cu glucidele, AFDW si cenusa. Glucidele au prezentat o corelatie pozitiva cu greutatea uscata a tesuturilor
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si AFDW, si una negativa cu umiditatea si cenusa. Greutatea uscatd a tesuturilor s-a corelat cu temperatura,

umiditatea, cenusa si AFDW. Umiditatea s-a corelat cu AFDW si temperatura.

Tabelul 3. Coeficientul de corelatie Spearman intre parametrii biologici evaluati la specia M. galloprovincialis,
abundenta si biomasa fitoplanctonului si parametrii de mediu (n = 16). L: lipide; G: glucide; P: proteine; IS:
indice de stare; AFDW: greutatea uscata fara cenusd; C: cenusa; U: umiditate; GUT: greutatea uscata a tesuturilor;
GUYV: greutatea uscata a valvelor; AF: abundenta fitoplanctonului; BF: biomasa fitoplanctonului; T: temperatura
apei de mare; S: salinitatea. Valorile 1n bold sunt semnificative statistic la p < 0,05.

Varnahle I i AFTYW C 15 L1 GUT | P AF BF 5 G
I T

G LGS0 1

AFDW 647 0871 1

[ =647 -ILETT -1 1

Is .24 GHE L7444 -0L744 1

[ SO0003 -0591 -0G03 U603 -0.70 1

GUT 0003 0.591 0.603 -0.603 0.791 -1.000 1

T 0182 0215 0132 -0.132 0481 -0.739 0.739 1

P 0,309 0229 -0.150 0.150 -0.447 0.641 -0.641 -0.618 1

AF 0026 0276 0241 -0.241 0641 0300 03000 0305 -394 1

BF 000 00232 0,203 <0203 0891 0253 0253 0280 -0303 0,944 1

5 0124 <0106 03T 0379 0500 0226 0226 (0001 -0.188 0391 40376 1

GV -0.097 -0.041 -0.003 0003 0053 -0.074 0.074 0230 0288 0.0I8 -0.103 -0.141 1

Rezultatele testului Kruskal-Wallis au aratat diferente statistic semnificative Intre statii in ceea ce
priveste abundenta fitoplanctonului (KW =9,715; p = 0,021), biomasa fitoplanctonului (KW = 8,735; p = 0,033)
si indicele de stare (KW = 148,550; p = 0,0001). Au fost observate diferente semnificative din punct de vedere
statistic si intre sezoane pentru indicele de stare (KW = 182,475; p =0,0001), continutul de proteine (KW =9,419;
p = 0,024), continutul de glucide (KW = 9,287; p = 0,026), continutul de lipide (KW = 11,007; p = 0,012),
umiditate (KW = 11,228; p = 0,011), tesut uscat (KW = 11,228; p = 0,011), AFDW (KW = 9,154; p = 0,027) si
cenusa (KW =9,154; p = 0,027).

Analiza post hoc (testul Dunn) a aratat ca au fost detectate diferente statistic semnificative in ceea ce
priveste abundenta si biomasa si diferente semnificative in ceea ce priveste indicele de stare Intre statia 2 Mai (cu
nivel trofic scazut) si statiile portuare (cu nivel trofic ridicat): Portul Midia, Portul Constanta, Portul Mangalia.
De asemenea, s-au constatat diferente semnificative intre valorile indicelui intre iarn, primavara, vara si toamna,
dar nu si intre vara si toamna.

Analiza Componentelor Principale (ACP) a valorilor medii ale parametrilor biologici evaluati la M.
galloprovincialis, abundenta si biomasa fitoplanctonului, parametrii de mediu si variabilitatea asociatd a
distributiei statiilor sunt prezentate in Figura 7. Primele doud componente principale au valori proprii de 3,89 si,
respectiv, 2,31 si explica 68,9% din variatia totala a matricei de date (Fig. 7A, B). Componenta principala 1 (PC1)
a explicat 43,2% din varianta totald si a aratat contributia semnificativa a glucidelor (0,42), indicelui de stare
(0,48), AFDW (0,43) si abundentei fitoplanctonului (0,32). Componenta principala 2 (PC2) a explicat 25,7% din

variabilitatea datelor si a fost caracterizata in principal de contributia proteinelor (0,46) si a lipidelor (0,50).
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Fig. 7. Analiza Componentelor Principale (ACP) a indicelui de stare, componentelor biochimice, AFDW
(greutatea uscata fara cenusa), abundentei si biomasei fitoplanctonului si a parametrilor de mediu (temperatura
si salinitate) (A) si gruparea statiilor (B), realizata pe baza matricei distantei Euclidiene a datelor transformate la
radacina a patra si normalizate.

Dinamica fitoplanctonului influenteaza disponibilitatea hranei in apa (Lok et al., 2010). Apele costiere
sunt supuse unor variatii semnificative in ceea ce priveste disponibilitatea hranei, care sunt influentate atat de
cantitatea de hrana, cat si de compozitia speciilor (Lok et al., 2010). Compozitia fitoplanctonului variaza spatial
si temporal datoritd variatiei diversilor factori fizici si biologici (Bayne, 1993). Prezentul studiu a aratat ca
porturile (Portul Midia, Portul Constanta si Portul Mangalia) au o diversitate si o abundenta celulard a speciilor
mai mare decat statia 2 Mai (in toate anotimpurile).

Indicele de stare si compozitia biochimica sunt strans legate de temperatura apei de mare, disponibilitatea
hranei si ciclul de gametogenezd (Beninger si Lucas, 1984; Strohmeier et al., 2008; Celik et al., 2012).
Temperatura si disponibilitatea hranei sunt principalii factori care afecteaza cresterea bivalvelor (Bayne si Newell,
1983). Cu toate acestea, influenta acestor variabile este complexa si depinde de modul in care fiecare specie
dobandeste si consuma energie in mediul sdu natural (Bayne si Newell, 1983).

Rezervele energetice acumulate, in special glicogen si proteine, si dezvoltarea gonadelor reflectd valori
bune ale indicelui de stare (Sahin et al., 2006). Activitatea metabolicd a bivalvelor se caracterizeaza prin faze de
acumulare si consum ale rezervelor corporale (Moschino et al.,, 2023). Acest proces este influentat de
disponibilitatea fitoplanctonului, de conditiile de mediu si de ciclul de gametogeneza (Celik et al., 2012; Orban et
al., 2002). Rezultatele acestui studiu au aratat ca continutul de lipide si glucide au atins valoarea maxima in

primévara si au scazut in vara, probabil pentru ca au fost utilizate In procesul de gametogeneza. Continutul ridicat
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VIIL. BIOACUMULAREA METALELOR GRELE SI RASPUNSUL FIZIOLOGIC AL MIDIILOR:
INDICELE DE STARE

8. 2. Material si metode

Locatiile de prelevare

Studiul a fost efectuat intre luna noiembrie 2017 si noiembrie 2018, in patru statii localizate in sectorul
sudic al litoralului roménesc si anume: Portul Midia, Portul Constanta, Portul Mangalia si 2 Mai (statia de
referintd).
Colectarea probelor

Parametrii fizico-chimici (temperatura, salinitate, pH, oxigen dizolvat si solide totale dizolvate) au fost
masurati in situ cu ajutorul unei sonde multiparametrice. Au fost colectate probe de apa pentru determinarea
suspensiilor solide totale (SST) si a concentratiei metalelor grele din apa. Pentru determinarea indicelui de stare
si a concentratiei de metale din tesuturile moi ale midiilor, au fost colectate aleatoriu aproximativ 50—60 de midii
(Mytilus galloprovincialis).
Analiza chimica

Procedura de analizd a metalelor grele din apa de mare, sedimente si midii, a fost realizata conform
metodelor recomandate pentru studiul poluarii marine (IAEA - MEL, 1999; UNEP, 1995; UNEP, 1990; UNEP,
1993).
Determinarea factorilor si a indicilor de bioacumulare

Factorul de bioacumulare (FBA) reprezintd raportul dintre concentratia metalului in midii (C., pg/kg
greutate uscatd) si concentratia metalului din coloana de apa (C,, ng/L) (Gobas si Morrison, 2000). Factorul de
acumulare biota-sediment (FABS) reprezintd raportul dintre concentratia metalului in midii (Cm, pg/kg greutate
uscatd) si concentratia metalului in sedimente (Cs, pg/kg greutate uscata) (Szefer et al., 1999).

Indicii de bioacumulare, si anume, indicele de bioacumulare al mediei individuale a multimetalelor
(IMBI) si indicele de poluare cu metale (IPM), au fost calculati conform Boudjema et al. (2022).
Determinarea indicelui de stare

Pentru a determina indicele de stare au fost analizate treizeci de midii. Indicele de stare (IS) a fost calculat
folosind equatia recomandata de Davenport si Chen (1987) si de Rainer si Mann (1992):
Analiza statistica a datelor

A fost aplicat testul de normalitate Shapiro-Wilk si testul Levene. Diferentele dintre seturile de date au
fost testate folosind Analiza variantei (ANOVA) sau testul neparametric Kruskal-Wallis dar si teste Post Hoc
(testul Tukey de comparare multipla sau testul Dunn pentru comparatiile pe perechi). Coeficientul de corelatie
Spearman a fost utilizat pentru toate analizele de corelatie. De asemenea, datele au fost reprezentate folosind si
diagrame de tip Shade plot, Analiza Componentelor Principale (ACP), Analiza Cluster si Scalarea Non-metrica
Multidimensionala (nMDS). Analiza Cluster, ACP, nMDS si Shade plot-urile au fost realizate folosind programul
PRIMER v7.0.21 dar si programul JASP v0.19.0.

8. 3. Rezultate si discutii

O parte din datele prezentate Tn acest capitol au fost publicate in Pantea et al. (2020).
Potentialul de bioacumulare al metalelor urmareste o secventa descrescatoare Cu > Ni> Cd > Cr > Pb

(Fig. 8). Concentratiile metalelor grele acumulate in tesuturile moi ale midiilor au variat intre: 0,65-5,44 ug/g
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g.um. Cu; 0,31-0,73 pg/g g.um. Cd; 0,01-0,33 pg/g g.um. Pb; 0,15-3,08 pg/g g.um. Ni; 0,08—1,31 pg/g g.um.
Cr. Cea mai mare concentratie de Cu a fost inregistrata la midiile din Portul Midia (in vard), de Cd la cele din
Portul Mangalia (in iarnd), de Pb la cele din statia 2 Mai (in iarnd), de Ni la cele din statia 2 Mai (in primavara) si

de Cr la cele din Portul Midia (in vard).

[ Sezoane
|@ lama

| @ Primavara
|® vara
|® Toamna

iMelale grele (palg g.um.)
| & Cupru

|'w Cadmiu

|® Plumb

| & Nichel

B R A
* 000 00

Fb e
| $1: Port Micha

$2: Port Constanta

$3: Port Mangalia

| S4: 2 Mai

Fig. 8. Concentratia metalelor grele acumulate in tesutul speciei Mytilus galloprovincialis
(ng/g greutate umeda)

Testul ANOVA nu a aratat diferente semnificativ statistice intre statiile investigate in ceea ce priveste
concentratia totald a metalelor din tesuturile moi ale midiilor (F3,12)=3,688; p = 0,777), insa a evidentiat diferente
intre sezoane (Fg,12) = 7,219; p = 0,005). Diferente semnificative au fost evidentiate de cétre analiza Post Hoc
Tukey intre iarna — vara, primavara — vara si vara — toamna.

Analiza Componentelor Principale (ACP) a concentratiilor metalelor grele din tesuturile moi ale midiilor
M. galloprovincialis si a parametrilor de mediu, a aratat ca cele doud componente ale ACP au explicat impreuna
51,5% din variabilitatea totald a datelor (Fig. 9). PC1 a reprezentat 26,8% din varianta si a avut o valoare proprie
de 2,95, iar PC2 24,7% si o valoare proprie de 2,72. PC1 a fost mai bine reprezentat de contributia temperaturii,

oxigenului dizolvat, Ni si Cr, iar PC2 de solidele dizolvate totale si Pb.
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Fig. 9. Analiza componentelor principale (ACP) prezentand variatia sezoniera a parametrilor de mediu si a
concentratiilor de metale grele din tesuturile moi ale midiilor
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Testul Kruskal-Wallis H nu a evidentiat diferente statistic semnificative intre statii (Hg) = 0,624; p =
0,891), in ceea ce priveste factorul de bioacumulare ai metalelor grele (FBA). Diferente semnificative au fost
inregistrate intre sezoane (H3) = 8,843; p = 0,031). Analiza Post Hoc Dunn, a aratat diferente semnificative intre
iarnd — primavara (p = 0,011), primavara — vard (p = 0,039), primavard — toamna (p = 0,011). Nu au existat
diferente semnificative Intre iarnd — vara (p = 0,624), iarna — toamna (p = 0,978) si vara — toamna (p = 0,644).

In ceea ce priveste factorul de acumulare bioti-sediment (FABS), rezultatul testul Kruskal-Wallis H nu
a aratat o diferentd semnificativa din punct de vedere statistic intre statii (H@) = 5,738; p = 0,125) sau sezoane
(Hp) =3,243; p=0,356).

Cea mai mare valoare IMBI (0,71) a fost observata in Portul Midia (S1) si a fost reprezentatd de cadmiu
(Cd) (Fig. 10A, B). Insa, ca si valoare medie, valoarea cea mai ridicati a fost inregistratd in Portul Mangalia (S3)
si cea mai mica in Portul Midia (S1).
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Fig. 10. Distributia valorilor indicelui de bioacumulare al mediei individuale a multimetalelor (IMBI) in functie
de statii (A) si metale (B)

in general, tiparul de distributie al IMBI pe statii urmeazi urmitoarea secventi: Cd > Cu > Ni > Cr >
Pb. Cea mai mare valoare IMBI (0,73) a fost observata in toamna si a fost reprezentata de cupru (Cu) (Fig. 11A,
B). Valoarea medie cea mai ridicata a fost inregistrata tot in toamna (0,62) si cea mai mica in primavara (0,48).
Distributia valorilor IMBI a metalelor pe sezoane a variat larg, fara sa urmeze un tipar anume.

Testul ANOVA nu a aratat diferente semnificativ statistice intre statii (F3,16)= 0,152; p = 0,927) sau
sezoane (Fi16) = 1,535; p = 0,244), in ceea ce priveste indicele de bioacumulare al mediei individuale a

multimetalelor (IMBI).
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Fig. 11. Distributia valorilor indicelui de bioacumulare al mediei individuale a multimetalelor (IMBI) in functie
de anotimp (A) si metale (B)
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Valorile indicelui de poluare cu metale (IMP) a variat de la 0,05 la 319,41. Cea mai mare valoare medie
a indicelui de poluare cu metale (IPM) a fost observata in S1 — Portul Midia (81,11), iar cea mai mica in S3 —
Portul Mangalia (6,17) (Fig. 12A). Valoarea medie cea mai ridicatd valoare a indicelui a fost Inregistrata in vara
(105,63), iar cea mai mica in primavara (0,53) (Fig. 12B).
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Fig. 12. Media indicelui de poluare cu metale (IPM) (medietst.dev.)
per statie (A) si per sezon (B)

Testul Kruskal-Wallis H nu a evidentiat diferente statistic semnificative intre statii (Hg) = 0,926; p =
0,819), in ceea ce priveste indicele de poluare cu metale (IMP). Diferente semnificative au fost inregistrate intre
sezoane (Hs) = 9,419; p = 0,024). Analiza Post Hoc Dunn a evidentiat diferente semnificative doar intre sezonul
de priméavara si vara (p = 0,002). Nu au existat diferente semnificative intre iarna — primavara (p = 0,158), iarna
—vara (p = 0,102), iarnd — toamna (p = 0,824), primévara — toamna (p = 0,235) si vara — toamna (p = 0,063).

Indicele de stare al speciei M. galloprovincialis a variat intre 2,79—18,31 (in iarna), intre 6,61-44,66 (in
primavara), intre 1,94—22,46 (in vara) si intre 2,33—25,86 (in toamna) (Fig. 13). Cea mai mare valoare medie a

indicelui (29,49+6,02) a fost atinsa 1n Portul Mangalia (in primavara) si cea mai mica la statia 2 Mai (4,96+1,60),

in iarna.
0 Statie
Port Midia

40 Paort Gonstants
) Parl Mangalia
4 0 ‘ 2 Mal
i
=
5o H T
z |:| £|

[§ beg

]
HIOH
H_L'_

B T
1 =

HH
}
HIOH

larnia Primavara Ward Toarmna

Sazan

Fig. 13. Variatia sezoniera a indicelui de stare al midiilor Mytilus galloprovincialis

Analiza de scalare non-metrica multidimensionald (nMDS) care a fost calculatd pe baza datelor privind
valorile indicelui de stare intre anul 2017-2018, impunand ca factor statia si sezonul, este prezentata in Figura 14.
Din analiza nMDS,; se poate observa ca statiile s-au grupat in patru clustere (Fig. 14), in functie de similaritatea
dintre valoarea indicelui de stare. Drept urmare, se poate observa ca primul grup departajat este reprezentat de

porturi (S1 — Portul Midia si S3 — Portul Mangalia), statii care au avut cel mai mare indice stare in primavara. in
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general, prin reprezentarea nMDS se poate observa ca statiile din porturi (S1 — Portul Midia, S2 — Portul Constanta

si S3 — Portul Midia) au avut tendinta si se grupeze, ca urmare a similitudinii dintre valori.
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Fig. 14. Diagrama de ordonare prin Scalarea Non-metricd Multidimensionald (nMDS) a disimilitudinilor Bray-
Curtis dintre statii pe baza valorilor medii transformate (V) ale indicelui de stare al midiilor (valoarea stresului
2D =10,01).

Testul Kruskal-Wallis H a aratat o diferentd semnificativa din punct de vedere statistic intre diferite statii
(H@y=165,532; p <0,001). Analiza Post Hoc Dunn, aratat diferente semnificative intre indicele de stare din Portul
Midia — Portul Constanta, Portul Midia — 2 Mai, Portul Constanta — Portul Mangalia, Portul Constanta — 2 Mai si
Portul Mangalia — 2 Mai. Nu au existat diferente semnificative intre Portul Midia si Portul Mangalia.

Diferente semnificative au fost evidentiate de testul Kruskal-Wallis H si In ceea ce priveste variatia
indicelui de stare intre sezoane (H) = 182,391; p <0,001). Analiza Post Hoc Dunn, aratat diferente semnificative
intre iarnd — primavara, iarna — vara, iarna — toamna, primavara — vara, primavara — toamna. Nu au existat diferente
semnificative intre sezonul de vara si cel de toamna.

Rezultatul testului de corelatie Spearman dintre indicelui de stare al midiilor, concentratia metalelor grele
din ap4, sedimente si tesut, factorul de bioacumulare si factorul de acumulare biotd-sediment este prezentat in
Tabelul 4. Corelatii statistic semnificative au fost observate doar intre indicele de stare si Pb (R = —0,564; p =
0,023).

Tabelul 4. Corelatia Spearman dintre indicele de stare al midiilor, concentratia metalelor grele (apa, sedimente si
tesut), factorul de bioacumulare si factorul de acumulare biota-sediment. Nivel de semnificatie statistica: * p <
0,05. Cu: Cupru; Cd: Cadmiu; Pb: Plumb; Ni: Nichel; Cr: Crom; IS: Indice de stare; FBA: Factorul de
bioacumulare; FABS: Factorul de acumulare biota-sediment.

Parametrn Component Cu Cd Fb M Cr
15 APA ‘r'i::f”““‘““' 150 0,330 0,126 0218 0,438
P (L5370 021 1,6 (ha]7 1,075
15 SEDIMENTE :'I':f“““"’”"' D271 L1453 206 (4R 0224
il LA50 {0,080 {1,443 [L_ll';Iﬁ {3, i)
15 TESUT ‘I I‘E"'"'"“‘"' 4025 0059 -0.564" 0.233 -0.252
P 0917 0828 0,023 0386 0,346
15 FBA ﬁ:ﬂ””““““' D280 0470 0299 0291 0,567
n 0205 10,066 13,261 0273 0,022
15 FABS f;:“m"’""' 0,164 0,440 -0.357 0293 L0436
e 0543 00BL 0174 0270 0.001

ACP a indicelui de stare al midiilor si concentratiilor de metale din apa, sedimente si midii, a evidentiat
cinci componente principale (PC) cu valoare proprie > 1 (eigenvalue) care au explicat impreund 81,8% din

variabilitatea totald a datelor (Fig. 15). PC1 a explicat 26,1%, PC2 20,6%, PC3 14,8%, PC4 12,6% si PC5 7,7%
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din variabilitate. Reprezentarea grafica a ACP, a ardtat ca indicele de stare a fost influentat de concentratiile
metalelor grele din apd, in special Cu, Pb, Ni si Cr (Fig. 15). De asemenea, analiza multivariata a evidentiat si
distributia spatiala a variabilelor prin separarea statiilor in patru grupe (clustere), bine delimitate sezonier. Deci,

se poate observa ca metalele grele din sedimente au fost mai bine reprezentate in iarna, cele din apa de mare in

primavara, iar cele din tesuturile midiilor 1n vara si toamna.
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Fig. 15. Analiza componentelor principale (ACP) prezentand variatia sezoniera a indicelui de stare si a
concentratiilor de metale grele din apa, sedimente si tesuturile moi ale midiilor

Proprietatile fizico-chimice ale apei prezintd o mare variabilitate in functie de sezon si locatii (Rouane-
Hacene et al., 2015). Parametrii fizico-chimici ai apei afecteaza disponibilitatea contaminantilor si, prin urmare,
influenteazad bioacumularea si raspunsurile biologice ale organismelor la acestia (Rouane-Hacene et al., 2015).
Contaminarea apei prezinta variatii sezoniere si spatiale In ceea ce priveste tipul si concentratia contaminantilor,
tesuturile midiilor (Rouane-Hacene et al., 2015). In general, cea mai mare concentratie de metale din api a fost
observati in special in porturi, similar si altor studii (Oros et al., 2017; Lazir et al., 2021). in mod contrar, in zona
de referinta (2 Mai) au fost de asemenea inregistrate valori mari ale Cu si Pb. Depasiri ale standardelor de calitate
pentru apele marine (Environmental Quality Standards, EQS) au fost observate doar in cazul Cd (EQScd = 1,5
pug/L), in Portul Mangalia (in toamna) (Uniunea Europeana, 2013).

in prezentul studiu, cele mai mari concentratii de metale grele au fost observate in sedimente, in toate
locatiile investigate si in toate anotimpurile, aspect confirmat si de alte studii (Lazar et al., 2021). Porturile au fost
cele mai contaminate locatii in ceea ce priveste concentratia metalelor din sedimente, aspect evidentiat si de alte
studii (Lazar et al., 2021).

Conditia fiziologica este unul dintre principalii factori capabili sa controleze distributia interna si retentia
contaminantilor in midii (Windows si Donkin, 1992). Concentratia metalelor detectate in tesuturile midiilor au
fost rezultatul echilibrului net dintre procesele de captare-inmagazinare si excretie, ca urmare a expunerii la metale
prin apa, hrana, sedimente si aer (Abderrahmani et al., 2000). Raportandu-ne la concentratia metalelor grele in
midii, s-a observat o tendintd mai ridicatd de bioacumulare a metalelor grele In porturi ca urmare a expunerii la
concentratii mai mari de metale. Principala cale de absorbtie a metalelor grele fiind ingestia hranei (Abderrahmani
et al., 2000). In prezentul studiu, relatia dintre indicele de stare si concentratia metalelor din tesuturi a fost invers

proportionala.

22



IX. BIOACUMULAREA MICROPLASTICELOR iN TESUTURILE MIDIILOR
SI INFLUENTA LOR ASUPRA INDICELUI DE STARE

9. 2. Material si metode

Zonele de studiu

Pentru a investiga nivelul de poluare cu microplastice si raspunsul fiziologic (indicele de stare) al midiilor
salbatice Mytilus galloprovincialis (Lamarck, 1819) din zona costiera roméneasca a Marii Negre, au fost selectate
patru locatii de prelevare expuse la diferite niveluri de presiuni antropice si conditii de mediu variate. Studiul a
fost realizat in perioada mai- noiembrie 2018, la scara sezoniera (primavara, vara si toamna). Locatiile de prelevare
au fost selectate luand 1n considerare principalele surse potentiale de microplastice din zona costierd, cum ar fi:
statiile de epurare a apelor uzate menajere si industriale, traficul maritim, turismul si pescuitul.
Prelevarea probelor

Aproximativ 60 de midii (Mytilus galloprovincialis) au fost colectate iIn mod aleatoriu de la diferite
adancimi si de pe diferite substraturi (artificiale si naturale). Exemplarele colectate cu scopul determinarii
microplasticelor acumulate in tesuturi au fost depozitate la —20 °C pana la analiza ulterioara, iar restul indiviziilor
ramasi au fost pusi in pahare Berzelius de sticla (3 L) si mentinuti la 4 °C timp de aproximativ 24 de ore.
Analiza microplasticelor

Midiile au fost decongelate la temperatura camerei, masurate si grupate in trei clase de marime (n = 3):
mici (2,0—4 cm), medii (4,1-6 cm) si mari (6,1-9 cm). In total, 108 midii au fost analizate in cadrul studiului. De
asemenea, tesutul moale a fost cantarit pentru a obtine greutatea umeda a probei analizate (greutate umeda, g).

Metoda de extractie a microplasticelor a implicat o digestie cu peroxid de hidrogen a tesuturilor moi,
conform protocolului recomandat de Li et al. (2015). O solutie salind concentrata a fost utilizata pentru separarea
prin floatatie a microplasticelor. Filtrele au fost examinate cu ajutorul unui stereomicroscop pentru identificarea
vizuala a microplasticelor pe baza caracteristicilor lor fizice. Microplasticele au fost clasificate in cinci morfotipuri
(fibre, fragmente, pelete, folii si spuma), grupate dupa culoare (transparente, negre, albastre, rosii si verzi) si
masurate. Microplasticele au fost identificate vizual pe baza caracteristicilor fizice ale particulelor, in conformitate
cu Barrows et al. (2017). Indicele de stare a fost determinat conform metodei recomandate de Davenport si Chen
(1987) si de Rainer si Mann (1992).
Analiza statistica a datelor

Analizele statistice au fost realizate folosind programul JASP v0.19.0 si programul PRIMER v7.0.21.
Datele au fost evaluate pentru normalitate si omogenitatea variantelor utilizand testele Shapiro-Wilk si, respectiv,
Levene. Deoarece datele nu au avut o distributie normala si nu au indeplinit ipoteza omogenitatii variantelor au
fost evaluate utilizand testul neparametric Kruskal-Wallis, urmat de testul post hoc Dunn. Datele au fost analizate

statistic folosind testul de corelatie Spearman, Analiza Cluster si Analiza Componentelor Principale (ACP).

9. 3. Rezultate si discutii

Au fost identificate in total 4584 de microplastice in midiile analizate (108 indivizi). Cea mai mare
valoare medie a numarului de microplastice per individ a fost observata la statia 2 Mai in timpul verii (69,89
MP/ind.) si cea mai mica in Portul Constanta in toamna (18,89 MP/ind.) (Fig. 16A). Testul Kruskal-Wallis H nu
a evidentiat diferente statistic semnificative intre statii (H(3) = 4,744; p = 0,192) sau sezoane (H(2) = 0,346; p =

0,841), in ceea ce priveste abundenta microplasticelor (MP) din tesutul midiilor per in individ. Abundenta medie
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a numarului de MP per gram a variat intre 4,87 MP/g (Portul Midia, primévara) si 57,76 MP/g (Portul Mangalia,
vara). Abundente foarte ridicate de microplastice au fost observate si la statia 2 Mai In primavara, vara si toamna
(Fig. 16B).

Testul Kruskal-Wallis H a evidentiat diferente statistic semnificative intre abundenta microplasticelor
(MP) per gram intre statii (H(3) = 8,641; p = 0,034). Analiza Post Hoc Dunn, a aratat diferente semnificative intre
Portul Midia — Portul Mangalia si intre Portul Midia — 2 Mai. In ceea ce priveste variatia sezoniera a abundenta
microplasticelor (MP) per gram, rezultatul testul Kruskal-Wallis H nu a aratat o diferentd semnificativa din punct

de vedere statistic Intre sezoane (H(2) = 0,808; p = 0,668).
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Fig. 16. Abundenta microplasticelor (medie + dev.std.) per individ (A) si per gram greutate umeda (g g.um.)
din zonele investigate

Analiza nMDS realizatd pe baza factorului “substrat” a evidentiat faptul cd midiile cu cele mai mari
abundente de MP au fost colectate de pe franghiile de plastic si de pe pilonii de sustinere ai pontonului din
proximitate lor (in statia 2 Mai — S4), de pe flotoarele de plastic ale pontoanelor plutitoare (Portul Mangalia — S3)
si de pe coca unei nave ancorate de foarte mult timp (Portul Constanta — S2) (Fig. 17). Al doilea grup de statii, in
care substratul a fost reprezentat in general de cheul de beton, a avut valori mai mici comparativ cu primul grup.
De asemenea, se poate observa si ca statia cu cea mai mica valoare medie a abundentei microplasticelor s-a

delimitat vizibil de restul statiilor (Portul Constanta — S2).
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Fig. 17. Diagrama de ordonare prin Scalarea Non-metricd Multidimensionald (nMDS) a disimilitudinilor Bray-
Curtis dintre statii pe baza valorilor medii transformate (\/) ale abundentei microplasticelor, in functie de
factorul ’substrat” (valoarea stresului 2D = 0,01)

In ceea ce priveste analiza nMDS realizatd pe baza factorului “surse de poluare”, s-a observat ca
abundenta MP din midii a urmat aceleasi tendinte ca si cea realizata pe baza factorului “substrat” (Fig. 18). Gradul
de disponibilitate al MP pentru midii, ca urmare a prezentei abundente a acestora in coloana de apa, a fost mai
ridicata la statia 2 Mai — S4, Portul Mangalia — S3 si Portul Constanta — S2 datorita deversarilor apelor uzate

menajere si/sau industriale dar si activitatilor de pescui/turism. Testul Kruskal-Wallis H nu a evidentiat diferente
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statistic semnificative intre statii (H(3) = 4,744; p = 0,192) sau sezoane (H(2) = 0,346; p = 0,841), in ceea ce
priveste abundenta totald a microplasticelor (MP) in tesutul midiilor.
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Fig. 18. Diagrama de ordonare prin Scalarea Non-metricd Multidimensionald (nMDS) a disimilitudinilor Bray-
Curtis dintre statii pe baza valorilor medii transformate (V) ale abundentei microplasticelor, in functie de
factorul ’surse de poluare” (valoarea stresului 2D = 0,01)

Fibrele au fost cele mai observate MP 1in statiile investigate (77,22-99,21%), urmate de fragmente
(0,79-21,10%). Peletele si foliile au reprezentat 0,84% si respectiv 1,18% din totalul MP identificate. Spuma a
fost cel mai rar MP identificat in probele analizate (0,59%) (Fig. 19).
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Fig. 19. Compozitia procentuald a diferitelor tipuri de microplastice identificate in midii per locatie si sezon

Microplasticele observate au avut diferite culori, si anume: negru, transparent, albastru, rosu si verde
(Fig. 20). Cea mai frecventa culoare a fost cea transparentd (86,29%), urmata de negru (21,52%), rosu (10,35%)
si albastru (9,41%). Microplasticele de culoare verde au fost mai putin reprezentate (1,27%). in general, cea mai

frecventa culoare observata in fibre a fost cea transparenta.
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Fig. 20. Compozitia procentuala a diferitelor culori ale microplastice identificate in midii per locatie si sezon
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Dimensiunea microplasticelor izolate din tesutul midiilor a variat intre 0,01 mm si 5 mm (Fig. 21A). In
probe au fost gasite si 49 de fibre de plastic mai mari de 5 mm (5,01—13,46 mm) dar nu au fost incluse in analiza,
fiind considerate mezoplastice. Microplasticele cu dimensiuni mai mici de 1 mm au fost cele mai frecvente

intalnite in probe. Cel mai mare numar de MP a fost gasit in intervalul 0,5—1 mm.

In ceea ce priveste abundenta MP in tesuturile midiilor pe clase de marimi, cea mai mare abundenti
medie fost observatd in vara la midiile din clasa de marime 2,0—4 cm (198 MP) si cea mai micé in toamna la
midiile din clasa de 4,1-6 cm (76,50 MP) (Fig. 21B). In primavara si toamna, cea mai mare proportie a fost

observata 1n clasa de marime 6,1—9 cm (160,40 MP si, respectiv 166 MP).
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Fig. 21. Frecventa microplasticelor izolate din midii pe diferite clase de marime (A) si abundenta
microplasticelor (medie + dev.std.) pe clase de marimi ale midiilor din zonele investigate (B)

Testul de corelare Spearman a evidentiat corelatii statistic semnificative doar intre lungimea midiilor
(LM), greutatea umeda a tesutului midiilor (GM), numarul de microplastice totale (MPT), numarul de
microplastice per individ (MP/ind.) si numarul de microplastice per gram greutate umeda (MP/g) (Tabelul 5).
Corelatii negative au fost inregistrate intre LM — MPT, LM —MP/ind., LM — MP/g si GM — MP/g. Corelatii
pozitive au fost observate intre [S — GM, MPT — MP/ind., MPT — MP/g si intre MP/ind. — MP/g.

Analiza nMDS a datelor privind abundenta medie a microplasticelor pe clase de marime, suprapusa cu
analiza Cluster realizatd pe baza similaritatii Bray-Curtis dintre statii, a evidentiat faptul ca statiile s-au impartit
in doud grupuri distincte, 1n functie de abundenta microplasticelor din midii (Fig. 22).

Tabelul 5. Matricea de corelatie Spearman dintre indicele de stare al midiilor, lungimea midiilor, greutatea umeda
a tesutului midiilor, numarul de microplastice totale, numarul de microplastice per individ si numarul de
microplastice per gram greutate umeda. Nivelul de semnificatie statistica: * p <0,05; ** p <0,01; *** p <0,001.
IS: Indice de stare; LM: Lungime midii; GM: Greutatea umeda a tesutului midiilor; MPT: Numarul de
microplastice totale; MP/ind.: Numarul de microplastice per individ (Mytilus galloprovincialis); MP/g: Numarul
de microplastice per gram greutate umeda (Mytilus galloprovincialis).
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Fig. 22. Diagrama de ordonare prin Scalarea Non-metricd Multidimensionald (nMDS) a disimilitudinilor Bray-
Curtis dintre statii pe baza valorilor medii transformate (V) ale abundentei microplasticelor per clase de mérime,
suprapusa cu analiza Cluster (valoarea stresului 2D < 0,01)

Testul Kruskal-Wallis H a evidentiat diferente statistic semnificative intre abundenta microplasticelor
(MP) (Hp)=7,853; p=0,041), in ceea ce priveste clasele de marime ale midiilor. Analiza Post Hoc Dunn, a aratat
diferente semnificative intre clasele de marime 2,0—4 cm si 4,1—6 cm.

Analiza Cluster a indicat o delimitare clara a datelor in patru grupuri distincte (Fig. 23A). Abundenta MP
pe clase de marime fost mai similara in sezonul de vara, comparativ cu celelalte sezoane. Analiza componentelor
principale (ACP) a parametrilor de mediu (temperatura, salinitate si clorofila a), indicelui de stare al midiilor si al
abundentei microplasticelor pe clase de marimi, a pus in evidenta doud componente principale (PC) cu valoare
proprie > 1 (eigenvalue) care au explicat impreuna 60,1% din variabilitatea totala a datelor. PC1 a explicat 30,8%
si PC2 29,3% din variabilitate matricei de date (Fig. 23B). Deoarece PC3, PC4 si PCS5 au avut o valoare proprie

<1, acestea nu au fost luate in considerare in analiza.

Reprezentarea graficd a ACP, a aratat o relatie pozitiva intre indicele de stare si concentratia clorofilei a
din apa, dar si intre indice si temperaturd. De asemenea, analiza a indicat o relatie negativa intre indicele de stare

al midiilor si cantitatea de microplastice acumulate in tesuturi (Fig. 23B).
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Fig. 23. Dendrograma de similitudine Bray-Curtis (A) si analiza componentelor principale (ACP) prezentand
variatia parametrilor de mediu, a indicelui de stare al midiilor si al abundentei microplasticelor pe clase de
marimi
Acest studiu demonstreaza prezenta microplasticelor in bivalvele M. galloprovincialis in apele din

sectorul sudic al litoralului Romanesc al Mérii Negre. Cel mai mare numar de microplastice a fost gasit in zona 2

Mai (in vara) si cel mai mic in Portul Constanta (in toamna). O posibild explicatie a acestor diferente ar putea fi
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legate de proximitatea diferitelor surse de poluare asociate fiecarei locatii (statii de tratare a apelor uzate, deversari
necontrolate a apelor menajere, pescuitul, influenta Dunarii) (Pojar et al., 2022). Midiile au aratat o capacitate
ridicatd de acumulare a microplasticelor in tesuturile moi, foarte probabil datoritd prezentei in cantitati mari a
microplasticelor In mediul Inconjurator (Mathalon si Hill, 2014). Qu et al. (2018) au aratat o puternica relatie
liniara pozitiva intre nivel de microplastice din apa si midii, sugerand cd midiile ingera microplastice in raport cu
cantitatea prezenta in apa.

In prezentul studiu, au fost identificate in total 4584 microplastice in 108 midii analizate. O trecere in
revistd a literaturii referitoare la microplasticele identificate in M. galloprovincialis din Marea Neagra, arata ca
rezultatele cantitative ale prezentului studiu au fost semnificativ mai mari decat cele raportate de Gedik si Eryasar
(2020), si anume o medie de 0,69 MP/individ.

Desi in prezentul studiu nu existd dovezi evidente cd microplasticele au un efect direct asupra indicelui
de stare al midiilor, acestea pot avea un efect asupra activitatilor de hranire (Sussarellu et al., 2016), pot modifica
echilibrul energetic (Shang et al., 2021) si pot produce alterari patologice la nivel celular si tisular (von Moos et
al., 2012). O cantitate insuficientd de hrand poate agrava efectele negative ale microplasticelor asupra
mecanismelor de aparare ale midiilor, ceea ce ar putea avea un impact asupra supravietuirii si rezistentei midiilor
in conditii de hrand limitatd, cum ar fi iarna, si in habitatele costiere poluate (Shang et al., 2021). Shang et al.
(2021) au aratat ca expunerea la microplastice si lipsa hranei au dus la o scadere semnificativa a fortei de aderenta

a midiilor si a numdrului de fire de bisus produse.

X. BIOAUMULAREA CONTAMINANTILOR SI RASPUNSUL CELULAR AL MIDIILOR:
STABILITATEA MEMBRANEI LIZOZOMALE

10. 2. Material si metode

Zona de studiu si procedura de prelevare

Patru evaluarea stabilitatii membrei lizozomale a midiilor au fost realizate patru expeditii de prelevare
de-a lungul litoralului romanesc al Marii Negre, in luna iulie 2022. Probele au fost colectate din patru locatii (Port
Midia, Golful Mamaia — Pescarie, Portul Constanta, Portul Mangalia), alese pe baza eligibilitatii lor pentru
evaluarea efectelor biologice ale expunerii la diversi contaminanti antropici asociati zonelor urbane si porturilor.

Temperatura apei de mare a fost inregistrata in situ la fiecare prelevare cu un termometru tehnic din sticla
calibrat (Termodensirom). Au fost prelevate probe de apa de mare pentru analize de laborator ulterioare ale
factorilor abiotici (salinitate, pH, oxigen dizolvat) si ale contaminantilor, cum ar fi hidrocarburi petroliere totale
(HPT), hidrocarburi aromatice policiclice (PAHs), pesticide organoclorurate (OCPs), bifenili policlorurati (PCBs)
si metale grele (MG). Apa de mare si biota (M. galloprovincialis) au fost prelevate simultan din fiecare locatie.

Cincisprezece midii au fost selectate pentru testul de stabilitate al membranei lizozomale a midiilor din
fiecare locatie (60 de exemplare in total) cu un interval de lungime de 4—6 cm si, aditional, 20—25 de midii pentru
analiza chimica.
Date de mediu si analize chimice

Salinitatea si pH-ul au fost masurate in laborator folosind sona multiparametrica Mettler Toledo S479.
Oxigenul dizolvat (OD) a fost determinat prin metoda Winkler, in conformitate cu metoda recomandata de

Grasshoff et al. (1999). Saisprezece hidrocarburi aromatice policiclice, noud pesticide organoclorurate si sapte
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bifenili policlorurati au fost investigate in apa de mare si in tesutul de midiilor. Determinarea poluantilor organici
din midii si apa marina s-a realizat conform unor metode standardizate (IAEA-MEL, 1995). Extractia poluantilor
organici si persistenti din tesutul de midii s-a realizat din 2 g de tesut uscat folosindu-se solventi de puritate gas-
cromatografica. Concentratiile de metale grele din apa de mare au fost determinate prin spectrometrie cu absorbtie
atomica, folosind metode standard (IAEA-MEL, 1999; Grasshoff et al., 1999).
Evaluarea stabilititii membranei lizozomale

Stabilitatea membranei lizozomale a fost evaluatd prin testul timpului de retentie al rosului neutru
(TRRN; min) in hemocitele de midiilor, conform metodei citochimice in vivo descrise de Martinez-Gémez et al.
(2015). Principiul acestui test se bazeaza pe capacitatea lizozomilor sanatosi de a retine colorantul mai mult timp
decat cei afectati; deteriorarea lizozomald poate cauza scurgerea colorantului NR 1in citosol, putand duce la
moartea celulard (Viarengo et al., 2007). TRRN a fost evaluat in raport cu criteriile de evaluare de fond
(Background Assessment Criteria, BAC) si criteriile de evaluare a mediului (Environmental Assessment Criteria,
EAC) (Martinez-Goémez et al., 2015).
Analiza datelor

Datele au fost testate privind distributia normala (testul Shapiro-Wilk) si omogenitate a variantelor (testul
Levene). A fost aplicat testul neparametric Kruskal-Wallis, urmat de testul post hoc Dunn. Nivelul de semnificatie
al rezultatelor statistice a fost stabilit la p < 0,05. De asemenea, a fost utilizatd si Analiza statisticd multivariata

(Analiza Componentelor Principale, ACP).

10. 3. Rezultate si discutii

Rezultatele prezentate in acest capitol au fost publicate in Pantea et al. (2023).

Concentratiile poluantilor organici din tesuturi sunt prezentate in Figura 24. Concentratiile de Y} PAH-uri
in midii au fost scazute si au variat intre 1,57 si 2,26 pg/kg g.us; valoarea maxima fiind inregistrata in Golful
Mamaia - Pescdrie. Bioacumularea > OCP si Y PCB in midii a fost exceptional de ridicata in toate locatiile de
prelevare. Cel mai ridicat nivel de Y OCP (3952,39 pg/kg g.us.) si ) PCB (8450,46 pg/kg g.us.) a fost masurat in
Portul Midia.
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Fig. 24. Concentratiile de contaminanti in apa de mare si In tesuturi midiilor din statiile de prelevare. Datele
sunt exprimate ca valori medii transformate la radacina patrata (V)
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Cea mai mare valoare medie (medie + dev.std.) a TRRN a fost detectatd in Golful Mamaia - Pescarie (34
+ 18,34 min). Midiile din Portul Constanta (11 £+ 10,56 min), Portul Mangalia (12 + 10,14 min) si Portul Midia

(14 + 10,56 min) au prezentat o capacitate extrem de redusa de a retine colorantul (Fig. 25).
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Fig. 25. Diagrama Box-whisker a stabilitatii membranei lizozomale (SML) in hemocitele midiilor, evaluata prin
timpul de retentie al rosului neutru (TRRN). S1: Port Midia; S2: Golful Mamaia - Pescarie; S3: Port Constanta;
S4: Port Mangalia

Golful Mamia — Pescirie si cea mai mica (30,67 £ 6,96%) in Portul Midia. In general, un grad ridicat de deteriorare
lizozomala a fost observat la toate specimenele analizate (Fig. 26).
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Fig. 26. Media procentului de deteriorare lizozomala (% LMS = dev. std.) in hemocitele de midii. SML:
stabilitatea membranei lizozomale. S1: Port Midia; S2: Golful Mamaia - Pescarie; S3: Port Constanta; S4: Port
Mangalia

Testul Shapiro-Wilk a aratat ca datele privind timpul de retentie au deviat semnificativ de la o distributie
normala (Wsg) = 0,823; p = 0,0001). Omogenitatea variantelor (testul Levene) a aratat ca nu exista diferente intre
variante (F3,s6) = 2,76; p = 0,108). Pe baza acestui rezultat, datele au fost testate pentru a vedea diferentele dintre
locatii utilizand testul neparametric Kruskal-Wallis. Rezultatele testului au aratat diferente semnificative intre
TRRN al midiilor in ceea ce priveste locatia de prelevare (p = 0,0003). Testul post hoc Dunn a aratat diferente
semnificative din punct de vedere statistic intre statiile Mamaia — Pescarie si porturi: Port Midia (p = 0,002), Port
Constanta (p = 0,001) si Port Mangalia (p = 0,001).

Pentru a examina asocierile dintre TRRN si contaminantii bioacumulati in tesutul midiilor, poluantii
organici (3;PAH, YOCP si Y PCB), metalele grele (Ni, Cu, Pb, Co, Cd si Cr), dar si TRRN 1n lizozomi au fost
inclusi in analize multivariate. ACP a aratat ca PC1 si PC2 au explicat 98,24% din variatia totala a matricei de
date (Fig. 27). PC1 a explicat 76,93% si PC2 21,31% din variabilitatea datelor. Valorile proprii ale primele doua

componente principale au fost 7,69 (PC1) si 2,13 (PC2). PC1 a fost caracterizat in principal de contributia pozitiva
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a variabilelor Cu (0,97), Pb (0,97), Ni (0,97), Co (0,97), >PAH (0,97) si NRRT (0,89) si de contributia negativa
a variabilelor Y OCP (—0,77) si YPCB (—0,77). PC2 a fost reprezentatd in principal de contributii pozitive, in
special Incarcarile variabilelor Cd (0,77), > OCP (0,63) si Y PCB (0,63), si de contributia negativa a variabilei Cr
(-0,63).
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Fig. 27. Analiza componentelor principale (ACP) a contaminantilor bioacumulati in tesutul midiilor si a
timpului de retentie al rosului neutru (TRRN). Cu: cupru; Cd: cadmiu; Pb: plumb; Ni: nichel; Cr: crom; Co:
cobalt; > PAH: suma hidrocarburilor aromatice policiclice; > OCP: suma pesticidelor organoclorurate; Y PCB:
suma bifenililor policlorurati. S1: Port Midia; S2: Golful Mamaia - Pescarie; S3: Port Constanta; S4: Port
Mangalia

Conform unui studiu anterior, concentratiile de OCP-uri si PCB-uri in apele marine au aritat o tendinta
de scadere in ultimii ani (Oros et al., 2016). in schimb, concentratii foarte ridicate de OCP si PCB au fost masurate
in apele costiere in studiul nostru, in principal in Portul Mangalia si Golful Mamaia - Pescarie. Concentratiile de
lindan, heptaclor, pesticide ciclodiene (aldrin, dieldrin, endrin si DDT (p,p 'DDT, p,p 'DDE, p,p 'DDD) au depasit
in toate statiile de prelevare valoarea MAC 1n conformitate cu legislatia europeana (Uniunea Europeana, 2013),.
O explicatie pentru aceste rezultate ar putea fi faptul ca statiile de prelevare a probelor se aflau in apropierea unor
surse de poluare, cum ar fi statiile de tratarea a apelor uzate urbane, aportul de apa dulce potential poluata si trafic
maritim intens. Concentratiile de metalelor grele au fost sub standardele de calitate a mediului (Environmental
Quality Standards, EQS) pentru apele marine europeana (Uniunea Europeana, 2013) in toate locatiile de prelevare.

in conformitate cu criteriile de evaluare stabilite pentru testul de retentie cu rosu neutru (Martinez-Gémez
et al., 2015), niciunul dintre grupurile de midii din acest studiu nu au indicat o stare buna de sanatate (TRRN >
120 min). Midiile din toate statiile au putut fi evaluate ca fiind sever stresate (TRRN < 50 min) si prezentand
patologii (de exemplu, marirea lizozomilor, scurgerea lichidului intralizozomal, celule fragmentate rotunjite), asa
cum au fost descrise de Viarengo et al. (2007).

Stabilitatea membranei lizozomale scazuta, observata in toate locatiile de prelevare a probelor, ar putea
filegata in principal de nivelurile mai ridicate de OCP-uri si PCB-uri. Expunerea la un amestec divers de substante
chimice in mediu sporeste efectele toxice (Moore et al., 2018). In acest studiu, efectele asupra SML au fost
observate chiar si la concentratii scdzute ale unor poluanti, sugerand cd complexitatea amestecurilor de
contaminanti a avut un efect toxic mai mare, indiferent de concentratiile individuale ale poluantilor. Stabilitatea
lizozomala scazuta observata in acest studiu a fost similara cu cea observata in alte studii efectuate la litoralul

romanesc al Marii Negre pe M. galloprovincialis (Ciocan, 1997).
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CONCLUZII

Din analiza datelor obtinute in prezenta tezd de doctorat, se pot formula aprecieri, comentarii, concluzii i

recomandari:

+ Indicele de stare al speciei Mytilus galloprovincialis a prezentat o variatic sezonierd semnificativa, fiind
influentat in principal de variatia temperaturii, a suspensiilor solide si a clorofilei a. Valoarea cea mai ridicata
a indicelui s-a Inregistrat in primavara, ceea ce a coincis cu valorile maxime ale clorofilei a.

+ Conditiile de mediu din zonele portuare au parut mai favorabile cresterii speciei M. galloprovincialis datorita
conditiilor trofice mai ridicate, dupa cum demonstreaza rezultatele parametrilor biometrici si ai indicelui de
stare. In zona de referinti, indicele de stare a fost semnificativ mai redus comparativ cu porturile ca urmare a
conditiilor trofice mai reduse.

+ Disponibilitatea crescutd a hranei a influentat pozitiv conditia fiziologica a midiilor, ceea ce a dus la cresterea
valorilor indicelui de stare si la acumularea de rezerve, in principal sub forma de proteine, glucide si lipide.
Midiile din zona de referinta (2 Mai), cu disponibilitate scazuta de hrana, au prezentat o conditie fiziologica
suboptimala si rezerve energetice scazute.

+ Ciclul sezonier al midiilor M. galloprovincialis de la litoralul roméanesc al Marii Negre este marcat de faze de
acumulare si epuizare a rezervelor, reflectdnd dezvoltarea gonadala si disponibilitatea hranei.

+ Dinamica si distributia metalelor grele in apele si sedimentele costiere au prezentat variatii temporare i
spatiale semnificative, sub influenta contributiilor naturale si antropogene.

+ Depdsiri ale standardelor de calitate a apei pentru apele marine au fost observate doar in cazul cadmiului, in
timp ce cuprul, cadmiul, plumbul, nichelul si cromul au prezentat concentratii sub limitele previzute. In
general, cele mai mari concentratii de metale in apa au fost inregistrate in zona de referinta (2 Mai), in special
in sezonul de primavara.

# Cele mai contaminate sedimente cu metale grele au fost identificate in incintele porturilor, inregistrandu-se
depasiri ale standardelor de calitate pentru sedimentele marine pentru majoritatea metalelor analizate si anume,
cupru cadmiu, plumb si nichel, demonstrand influenta factorilor antropogeni.

+ In general, cea mai mare bioacumulare a metalelor grele in midii a fost observati in cazul midiilor colectate
din incinta porturilor maritime, cele mai ridicate valori fiind inregistrate in sezonul de vara. Tendinta de
bioacumulare a metalelor grele a fost mai ridicata in porturi ca urmare a biodisponbilitatii mai mari a metalelor
in aceste zone.

+ Factorul de bioacumulare (FAB) apd-organism al metalelor grele, a indicat tendinte mari de bioacumulare ale
cuprului, cadmiului, nichelului si cromului si mai putin a plumbului, ca urmare a gradului ridicat de
biodisponibilitate a acestora in coloana de apa.

+ Factorul de acumulare biota-sediment (FABS) al metalelor grele a fost mai ridicat pentru cupru si cadmiu, si
mai putin pentru plumb, nichel si crom, demonstrandu-se o disponibilitate mai redusa a acestora pentru midii.

+ Indicele de bioacumulare al mediei individuale a multimetalelor (IMBI) a indicat un grad ridicat de
bioacumulare al metalelor grele in incintele portuare, in special pentru cupru, cadmiu si nichel, si unul moderat
in zona de referinta.

+ Evaluarea indicelui de poluare cu metale (IPM) a indicat un nivel foarte ridicat de contaminare al midiilor in
Portul Midia si Portul Constanta, o contaminare moderata in Portul Mangalia si o contaminare ridicata in zona

de referinta 2 Mai.
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Relatia dintre indicele de stare si gradul de bioacumulare al metalelor grele a fost invers proportionala, situatie
vizibila in special n sezonul de primévara si vara.

Midiile au evidentiat o capacitate ridicata de bioacumulare a microplasticelor in tesuturi, rezultatele obtinute
fiind mult mai ridicate in comparatie cu alte zone ale Marii Negre, dar similare cu un studiu realizat la litoralul
romanesc 1n apropierea zonelor portuare.

Cantitatea ridicatd de microplastice ingerate a fost influentata de proximitatea surselor de poluare (statiile de
tratare ale apei) dar si de substratul de fixare al midiilor.

Peste 90% din cantitatea de microplastice ingerate de midii au fost reprezentate de microfibre, urmate de
fragmente, ceea ce a indicat gradul ridicat de contaminare cu microplastice microfibre ale zonelor inverstigate.
Rezultatele au aratat cd cea mai mare cantitate de microplastice ingerate au avut dimensiuni foarte mici (sub
1 mm), ceea ce prezintd un pericol mai ridicat pentru starea de sandtate a midiilor datoritd faptului ca
dimensiunea acestora le permite bioacumularea mai rapida in tesuturi.

in general, cantitatea cea mai mare de microplastice a fost identificata la midiile de dimensiuni mici, datorita
ratelor de filtrare mai ridicate, dar si in cazul midiilor foarte mari ca urmare a suprafetei branhiale mai mari
care ofera o expunere mai ridicata.

Disponibilitatea mai redusd a hranei ar putea induce o sensibilitate mai mare a midiilor la expunerea la
microplastice. Pentru a putea explora posibilele efecte negative, studiile ulterioare ar trebui sa se concentreze
pe evaluarea efectelor subletale, manifestate la nivel celular si tisular.

Desi prezentul studiu nu a demonstrat o dovada evidenta ca microplasticele au un efect direct asupra indicelui
de stare al midiilor, conform rezultatelor numeroaselor studii realizate acestea pot avea un efect semnificativ
asupra starii de sanatate a midiilor.

Disponibilitatea mai mare de hrana si rezervele acumulate ofera midiilor suficientd energie pentru a rezista
conditiilor stresante, chiar si in medii puternic afectate de activitatile umane, cum ar fi porturile.

Acest studiu subliniaza importanta monitorizarii schimbarilor atit in componentele abiotice, cat si biotice, ale
ecosistemului pentru a intelege impactul potential asupra populatiilor de midii, oferind informatii valoroase
pentru gestionarea resurselor.

Midiile din toate locatiile de prelevare au prezentat conditii de stres sever, indicand prezenta unor patologii.
Valoarea scazuta a stabilitatii membranei lizozomale a midiilor a fost asociatd in principal cu niveluri mai
ridicate de OCP-uri si PCB-uri, sugerand efectele toxice ale amestecurilor de contaminanti.

Acest studiu a demonstrat utilitatea stabilitatii membranei lizozomale (SML) ca biomarker al stresului celular
al midiilor la expunerea la contaminanti.

Acest studiu ofera informatii importante cu privire la nivelurile de contaminare si raspunsurile celulare ale
midiilor marine de pe coasta roméaneascd a Marii Negre. Complexitatea amestecurilor de contaminanti din
mediu poate avea un impact mai mare asupra stabilitatii lizozomale decat concentratiile individuale de
poluanti.

Rezultatele evidentiazd necesitatea aplicarii unei serii complete de biomarkeri pentru a evalua impactul
ecotoxicologic al expunerii la contaminanti in mediul marin.

Cercetarile viitoare ar trebui sd investigheze mecanismele care stau la baza deteriorarii lizozomale si sa
exploreze biomarkeri suplimentari care sa ofere o perspectivdi mai profunda asupra starii de sanitate a

organismelor marine expuse la contaminanti.
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Originalitatea acestei teze de doctorat, constd in faptul cd subliniazd importanta monitorizarii

schimbarilor atat in componentele abiotice, cat si biotice, ale ecosistemului pentru a intelege impactul potential

asupra populatiilor de midii, oferind informatii valoroase pentru gestionarea resurselor. Acest studiu a demonstrat

utilitatea stabilitdtii membranei lizozomale (SML) ca biomarker al stresului celular al midiilor la expunerea la

contaminanti.
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