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1. Context/argumentare activitate

Poluarea apelor cu metale grele reprezinta una dintre cele mai severe forme de degradare
a mediului acvatic, avand consecinte directe asupra echilibrului ecosistemelor si sdnatatii
organismelor care le populeaza. Prin natura lor persistenta si capacitatea ridicatd de bioacumulare,
metale precum arsenul, cadmiul, plumbul, mercurul, nichelul si cuprul se acumuleaza progresiv in
sedimente, plante acvatice, dar si vertebrate acvatice, determinand efecte toxice cronice si
modificari structurale la nivel celular si tisular. Aceste elemente pot induce stres oxidativ, dereglari
metabolice, generarea speciilor reactive de oxigen (SRO) si efecte mutagene, afectdnd astfel
functionalitatea organelor vitale si reducand capacitatea adaptativa a faunei acvatice [1, 2].

Etapa initiala a proiectului, concentratd pe identificarea bazinelor hidrografice si
delimitarea clard a zonelor poluate si nepoluate, a constituit baza unui design experimental riguros,
care permite comparatii relevante intre mediile acvatice supuse influentei antropice si cele
considerate de referintd (martor negativ — curs de apa nepoluat). Marcarea precisd pe harta si
monitorizarea cu ajutorul coordonatelor GPS a asigurat reproductibilitatea recoltarilor si a oferit
suport pentru evaluarea evolutiei fenomenelor de poluare pe termen lung.

In acest context, recoltarea si prelucrarea histologica a probelor de tesut provenite din
materialul piscicol din aceste bazine reprezintd o etapa esentiala in intelegerea modului in care
contaminarea cu metale grele se reflectd la nivel biologic. Analiza histologica permite identificarea
leziunilor structurale, a modificarilor morfologice ale organelor (ficat, branhii, tesut renal) si a
gradului de alterare celulara, oferind o legdturd directa intre factorii de stres chimic din mediul
acvatic si raspunsul organismelor expuse [3, 4, 5].

Astfel, investigarea microscopicd a probelor de tesut nu doar completeaza informatiile
obtinute din analizele fizico-chimice ale apei si sedimentelor, ci si contribuie la stabilirea unui
cadru coerent de monitorizare ecotoxicologica. Aceasta permite:

e cvaluarea comparativa a efectelor poluarii intre zonele selectate (poluate si nepoluate);

e validarea relatiilor cauzale dintre nivelul de contaminare si raspunsul histologic observat;

e consolidarea unui model de monitorizare integratd, care imbina parametrii de mediu cu

indicatori biologici sensibili.

Prin urmare, prelucrarea histologica a probelor de tesut reprezinta un pas fundamental pentru
interpretarea integrata a datelor obtinute in cadrul proiectului, asigurand o intelegere aprofundata
a impactului poludrii cu metale grele asupra ecosistemelor acvatice si furnizand suport stiintific
pentru strategii viitoare de protectie si remediere a mediului.



2. Scop si obiective

Scopul acestei de a doua etape este de a prelucra din punct de vedere histologic probele de
tesut (ficat, branhii, tesut renal) dupa recoltarea materialului piscicol santineld [6, 7, 8, 9] din
bazinele hidrografice poluate si nepoluate selectate in etapa I a proiectului. Concret, ne-am propus
urmatoarele obiective:

e capturarea pestilor (clean — Squalus cephalus Linnaeus, 1758) din cele doua bazine
hidrografice selectate in etapa I;

e disectia exemplarelor mature retinute;

e prelevarea probelor de tesut hepatic, renal si branhial;

e prelucrarea histologica a esantioanelor tisulare;

e obtinerea sectiunilor histologice colorate cu doud coloratii (hematoxilind-eozina si tricrom
Goldner) si stocarea acestora pentru prelucrarea ulterioara.

3. Metodologie si rezultate partiale

3.1. Capturarea pestilor

In cadrul acestei etape a investigatiei, capturile exemplarelor de clean (Squalus cephalus
Linnaeus, 1758) au fost efectuate in doua bazine hidrografice distincte, selectate in etapa initiald a
proiectului. Asfel, au fost realizate deplasari pe teren in locurile marcate pe hartd in evaluarea
precedentd a bazinelor hidrografice (martor negativ, nepoluat cu metale grele - cursul de apa
Hasdate si martor pozitiv, afectat de poluare cu metale grele - afluenti ai raului Aries in zona Rosia
Montand/Abrud). Capturarea exemplarelor a fost realizatd pe durata lunilor august—septembrie
2025 prin metoda pescuitului la lanseta, utilizand momeli artificiale. Au fost retinuti in analiza
doar acei pesti care au atins lungimea minima legala (25 cm), conform legislatiei romane privind
dimensiunile minime de retinere pentru specia clean [10]. Lungimea fiecarui exemplar a fost
determinatd prin masurarea distantei de la varful botului pana la baza inotatoarei caudale (Figura

1), toate exemplarele sub acest prag fiind imediat eliberate 1n apa, in stare vie.



Figura 1. Lungimea minima legala (25 cm) pentru exemplarele de clean (Squalus cephalus
Linnaeus, 1758)

Astfel, pe parcursul lunilor august-septembrie 2025 au fost realizate 8 deplaséri pe teren
(cate 4 deplasari pentru fiecare curs de apa). Similar cu situatiile observate in decursul lunilor mai-
tulie 2025 (cand au fost realizate deplasari pe teren in vederea selectiei bazinelor hidrografice,
precum si recoltarea probelor de apd si substrat), si de data aceasta evaluarea vizuala a cursurilor
de apa a furnizat rezultate foarte apropiate de evaluarea initiald (Figura 2, Figura 3).

Astfel, pentru bazinul hidrografic martor negativ, a putut fi observata o turbiditate
moderatd a apei, dar restul conditilor de mediu au fost favorabile pescuitului sportiv si capturarii

unui numar semnificativ de exemplare (Figura 2).



Figura 2. Bazin hidrografic martor negativ (nepoluat industrial cu metale grele) — Raul
Hasdate; A — zona de intrare in Cheile Turzii; B — tronson de rau potrivit pentru recoltarea
materialului piscicol.



Pe de altd parte, In ceea ce priveste bazinul hidrografic martor pozitiv, capturarea
exemplarelor de clean a fost problematica. Turbiditatea crescutd a apei (Figura 3) ar fi putut
reprezenta un factor explicativ al acestei situatii, dar cel mai probabil cauza principala a fost
reprezentatd de poluarea exagerata intalnita pe aceste cursuri de apa. Astfel, deoarece este cunoscut
faptul ca migratia clenilor de-a lungul unui curs de apa este un fenomen intalnit si fiziologic [8, 9],
arealul de recoltare a fost usor extins. Prin urmare, actiunea de pescuit a fost realizata pe tronsonul

luat initial in studiu (Figura 3 A, B), dar si pe afluenti din amonte ai paraului Abrudel (paraul Valea

Sesii, respectiv Rosia) (Figura 3 C, D), cat si in aval de gura de vérsare a paraului Abrudel in Réaul

Aries (Figura 3A).

Figura 3. Bazin hidrografic martor pozitiv (poluat industrial cu metale grele) — Afluenti ai raului Aries, zona
Abrud; A — zona de varsare a paraului Abrudel in Aries; B — tronson de pe paraul Abrudel potrivit pentru
recoltarea materialului piscicol; C, D — troansoane ale afluentilor din amonte potrivite pentru recoltarea
materialului piscicol.
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Cu ajutorul lansetelor, la finalul sesiunilor de pescuit, din totalul exemplarelor capturate,
au fost retinuti un numadr total de 30 de cleni adulti (n=15/bazin hidrografic martor negativ,

respectiv n=15/bazin hidrografic martor pozitiv), fiecare exemplar avand minim 25 cm lungime

(Figura 4).

Figura 4. Exemplar adult de clean (Squalus cephalus Linnaeus, 1758)

3.2. Disectia exemplarelor mature retinute

Dupa eutanasierea conforma a exemplarelor (narcoza cu extract Eugenia caryophyllata,
urmata de dislocare cervicald), specimenele au fost etalate pe un platou de disectie, fiind stabilizate
cu ajutorul unor pense pe durata sectiondrii [11]. Ulterior, cu ajutorul unei lame de bisturiu, s-a
efectuat o incizie longitudinala pe linia ventrald, de la nivelul inotdtorii anale pana la nivelul
operculului, sectionand pielea si stratul muscular. Pentru a facilita accesul la cavitatea celomica si
expunerea organelor, incizia a fost extinsd dorsal, perpendicular pe incizia initiald spre linia

dorsala, iar lamboul tisular astfel obtinut a fost indepartat cu ajutorul unei pense . Ulterior, pentru



expunerea arcurilor branhiale, s-a procedat la excizia completd a operculului. Cu ajutorul
instrumentarului adecvat (pense, bisturiu si foarfecd de disectie), s-au izolat cele trei organe de
interes (Figura 5) [11]. De asemenea, in timpul disectiei anatomice a fost realizatd si analiza
macroscopicd a organelor, urmarindu-se culoarea, volumul, topografia organelor, dar si
prezenta/absenta unor leziuni vizibile macroscopic (puncte de necroza, posibile mase tumorale

etc).

Figura 5. Disectia anatomica realizata exemplarelor luate in studiu in vederea recoltarii
organelor de interes: branhii, tesut hepatic si tesut renal.

3.3. Prelevarea probelor de tesut hepatic, renal si branhial

Dupa izolarea organelor tinta, s-a recurs la prelevarea acestora, utilizand bisturie cu lame
de unica folosinta. Pentru tesutul branhial, au fost recoltate arcurile branhiale pereche, in intregime,
iar pentru tesutul hepatic, respectiv renal, au fost prelevate esantioane care au respectat grosimea

maxima de 5 mm. Imediat dupd recoltarea fiecarei probe, acestea au fost introduse in solutia
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fixatoare (reprezentatd de formol histologic tamponat 10%) si etichetate (codul atribuit tronsonului
respectiv, precum si apartenenta la bazinul hidrografic martor negativ/pozitiv). Dupa finalizarea

recoltarii probelor, acestea au fost transportate in conditii de siguranta catre laborator [12, 13, 14].

3.4. Prelucrarea histologica a esantioanelor tisulare

Odata ajunse in laboratorul de tehnica histologica, probele prelevate au fost supuse
procesdrii prin tehnica uzuala de includere la parafind. Astfel, toate cele trei categorii de tesuturi
au parcurs etapa de fixare (7 zile). Dupa incheierea completd a fixarii, probele reprezentate de
tesutul branhial au necesitat o etapa intermediard, reprezentatd de procesul de demineralizare
(realizat cu acid tricloracetic 5%, pentru o perioada de 2 saptdmani). Ulterior fixarii, respectiv
demineralizarii, probele au fost supuse proceselor succesive de spalare si deshidratare (cu bai
seriate de alcool, in concentratii crescande), clarificare (cu alcool butilic), includere in parafina,
sectionare, etalare, colorare si montare. Pentru toate cele trei organe luate in studiu au fost realizate
doua coloratii histologice: coloratia Hematoxilind-eozind, o tehnica de rutind in laboratoarele de
histologice, precum si coloratia tricromica dupa metoda lui Goldner, care are capacitatea de a

diferentia si evidentia pregnant tesuturile de natura conjunctiva [12, 13, 14].

3.5. Obtinerea si stocarea sectiunilor histologice colorate

Ultima etapd pentru obtinerea bibliotecii histologice care include cele trei organe luate in
studiu a fost reprezentatd de obtinerea si stocarea sectiunilor histologice colorate. Astfel, la
finalizarea obtinerii preparatelor permanente (reprezentate de etapa montdrii lamelor cu agent de
montare - DPX), lamele colorate au fost stocate in cutii speciale de pastrare (Figura 6). Pentru
asigurarea mentinerii calitatii lamelor obtinute, cutiile au fost mentinute la intuneric, intr-un spatiu
special amenajat, pana la procesarea ulterioard (reprezentatd de fotografierea lamelor obtinute si

digitalizarea sectiunilor histologice).
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I - lame histologice inainte de procesul de colorare
II - lame histologice colorate prin metoda Hematoxilina-Eozina
III - lame histologice colorate prin metoda Tricrom Goldner

IV — metoda de stocare a preparatelor permanente colorate

Figura 6. Subset reprezentativ de lame histologice realizate, atat inainte de colorare, cat si
post-colorare, respectiv stocare.
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6. Evaluarea gradului de finalizare conform propunerii de proiect

Conform proiectului depus, etapa Il isi propusese sd furnizeze urmatoarele rezultate
intermediare prezentate in tabelul 1:

Tabel 1. Livrabilele estimate la finalul etapei Il (conform propunerii de proiect)

Etapa Activitatea Rezultatele estimate (livrabile)
Selectia bazinelor hidrografice de interes si  Identificarea si caracterizarea geografica a cel putin
1.1.  stabilirea tronsoanelor de rau folosite ca si doud sau mai multe bazine hidrografice cu niveluri
areal de recoltare diferite de poluare — zone industriale vs. zone mai
putin afectate;

1. Determinarea gradului de poluare prin analize
12 Prelevarea probelor de apd si analiza chimice si fizico-chimice ale probelor de apa
7 calitatii apei recoltate;

Corelarea initiald 1intre gradul de poluare si
distributia habitatelor de pesti;

Capturarea pestilor din zonele de Obtinerea esantioanelor tisulare din trei

2.1.
interes organe tinta: branhii, ficat, tesut renal;
> 2.2. Prelevarea probelor de tesut Obtinerea lamelor histologice colorate
; . . (cel putin doua coloratii: Hematoxilina-
Prelucrarea histologica a . o . . . o .
. eozind/coloratie tricromica) din

esantioanelor tisulare .
organele de interes;

De asemenea, conform calendarul activitatilor pentru anul 2025 (Tabel 2), aceste rezultate
erau propuse a fi furnizate pana la finalul lunii decembrie.

Tabel 2. Calendarul activitatilor propuse pentru anul 2025

Aprilie Mai Tunie Tulie August Septembrie Octombrie | Noiembrie Decembrie
2025 2025 2025 2025 2025 2025 2025 2025 2025
ST P S P
1.1.
1.2.
3 [ I AN R

2.1
2.2
2.3

Prin urmare, analizand rezultatele furnizate, putem concluziona ca rezultatele estimate au
fost livrate in proportie de 100%.
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7. Diseminarea rezultatelor cercetarii cu afiliere AOSR

Pand in prezent, din rezultatele cumulate ale prezentei cercetdri, a fost redactat un
manuscris intitulat “Histopathological changes of the countercurrent system in fish gills constantly
exposed to heavy metal-polluted waters”, care a fost trimis la redactie si se afldi momentan sub
evaluare. Jurnalul selectat se adreseazd domeniului ingust al morfologiei microscopice, fiind

reprezentat de International Journal of Morphology, un jurnal indexat ISI, cu FI (2024: 0.5) (Anexa
1).

De asemenea, abstractul intitulat “Histomorphological hepatic alterations in Squalius
cephalus (Linnaeus, 1758) exposed to heavy metals: a cross-watershed comparative study of two
Romanian river basins” a fost inscris in vederea prezentarii la conferinta 5th Edition of the
International Conference "Agriculture for Life, Life for Agriculture", care urmeaza sa aiba loc in

luna Tunie 2026.
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