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In vederea realizarii obiectivelor asumate in cadrul proiectului, in perioada iulie-
noiembrie 2025, echipa proiectului a intreprins o serie de activitati care vor fi detaliate

mai jos.

1. Background
Schimbarile climatice afecteaza comunitatile de nevertebare, inclusiv

comunitatile de insecte la diferite niveluri care includ:
o distributiei geografice;
e fenologiei sezoniere;

o funcitiile fiziologice.

La presiunea cazuata de schimbarile climatice, se adauga si prezenta plantelor
invazive care accentueaza presiunea ecologica, prin afectarea retelelor trofice. N plus,
prezenta metalelor grele, induc tulburari in sistemul digestiv si excretor, afectarea
homeostaziei ionice si respiratiei celulare, scaderea longevitatii indivizilor si ale
castelor reproducatoare.

Insectele sociale (albine, furnici, termitele) sunt esentiale in ecosisteme si sunt
vulnerabile la stresuri combinate. Acestea prezinta diferite mecanisme adaptative de

natura fiziologica, biochimica, genetica sau comportamentala.

2. Obiective urmarite

In cadrul proiectului nostru, ne-am propus mai multe obiective.

O1. Evaluarea impactului schimbarilor climatice asupra fiziologiei insectelor sociale
O2. Investigarea interactiunii cu plantele invazive

O3. Identificarea modificarilor genetice si biochimice asociate adaptérii la temperaturi
extreme si metabolitii plantelor invazive

O4. Evaluarea stresului oxidativ si a mecanismelor imunologice implicate in
adaptabilitate

O5. Modelarea ecologicéa a distributiei si impactului insectelor sociale in ecosistemele

afectate de schimbarile climatice
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Pentru O1, ne propunem sa realizam analiza enzimelor antioxidante (SOD,
CAT, GPx) si proteinelor de soc termic (HSP70), precum si a efectelor asupra

sistemului imunitar si supravietuirii coloniilor.

Pentru O2, ne propunem studierea influentei compusilor emisi de plante
invazive asupra comportamentului de foraj si recunoasterii feromonale, precum si

impactul asupra organizarii coloniilor

Referitor la O3, tintim evaluarea expresiei unor gene-cheie (ex. HSP70, FOXO,
GSTs) si a modificarilor epigenetice implicate in adaptarea la stres termic si metaboliti

vegetali.

in cazul 04 vom determina activitatea antioxidantd si a biomarkerilor

imunologici, relevanti pentru adaptabilitatea in conditii extreme.

In final, la O5, vom urméri elaborarea unui model predictiv privind distributia insectelor

sociale in functie de schimbarile climatice si prezenta plantelor invazive

3. Aspecte metodologice

3.1. Selectarea zonelor si colectarea insectelor sociale

o |dentificarea regiunilor afectate de schimbarile climatice (cresteri de
temperatura, aridizare, modificari fenologice), utilizand baze de date climatice
si GIS.

e Specii tinta: furnici (Formicidae), albine (Apoidea), termite (Rhinotermitidae).

e Metode de colectare: capcane Barber, capcane cu momeala, recoltare directa
a cuiburilor.

e Context ecologic: evaluarea factorilor de stres combinat (seceta, urbanizare,

presiune antropica).

3.2 Identificarea plantelor invazive si analiza metabolitilor secundari

Determinarea speciilor invazive prin studii floristice si baze de date botanice.
Analize chimice:
e HPLC — compusi fenolici, flavonoide, alcaloizi.

e GC-MS - compusi volatili implicati in interactiuni comportamentale.
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Scopul utilizarii acestor analiza vizeaza:evaluarea potentialului toxic si etologic asupra

insectelor sociale

3.3. Prelevarea de probe biologice pentru:
e analize fiziologice (homeostazie termica, mortalitate),
e analize biochimice (enzime antioxidante, markeri de stres oxidativ),

e analize moleculare (expresia genica, modificari epigenetice).

3.4. Studii experimentale de laborator

Aceste studii experimentale vor cuprinde
a. Expunerea la conditii climatice simulate
e Crearea unui mediu controlat (temperatura, umiditate, compusi volatili din

plante invazive)

e Monitorizare comportamentala cu sisteme bazate pe Al (ex. BACH, ToxTrac,

InsectDetect)

b. Analiza biochimica a stresului oxidativ
+ Determinarea activitatii enzimelor antioxidante prin metode
spectrofotometrice:
+ SOD: neutralizeaza radicalii superoxid (O,7)
+ CAT: detoxifica peroxidul de hidrogen (H,0,)

* GPx: reduce peroxizii lipidici, dependenta de glutation

c. Analiza metabolica
» Evaluarea produselor stresului oxidativ:
« UV-Vis: detectare MDA si compusi carbonilici

+ GC-MS: identificare metaboliti volatili si produse de oxidare lipidica

d. Analiza expresiei genice
+ RT-gPCR

* pentru genele: HSP70, FOXO,
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+ Implicate in: protectia proteinelor, homeostazie redox, detoxifiere, raspuns la

stres

e. Analiza epigenetica
* Cuantificarea metilarii ADN
» Investigarea reglarii epigenetice a genelor de stres

+ Evidentierea plasticitatii fenotipice si adaptarii dinamice la mediu

3.5. Studii comportamentale in teren

a. Monitorizarea insectelor cu anTraX si SwarmSight
+ Sisteme video bazate pe inteligenta artificiala (Al) pentru urmarirea individuala
si colectiva

* Analiza tiparelor de miscare si interactiuni sociale in medii naturale

b. Evaluarea interactiunilor sociale
« Utilizarea momelilor artificiale (glucide + proteine)
+ Observatii structurate (dimineata si dupa-amiaza) pentru inregistrarea

interactiunilor intra- si interspecifice

c. Corelarea comportamentului cu date ecologice (GIS + senzori loT)
+ Masuratori de temperatura, umiditate, compusi volatili etc.
» Integrarea datelor in sistem GIS pentru cartografierea distributiei coloniilor si a

resurselor

3.6. Modelare ecologica si inteqrarea datelor

a. Analiza miscarilor cu DeepLabCut
+ Detectia miscarilor fine, posturii si ritmului de deplasare al insectelor sociale

+ Corelarea cu factori de stres (temperatura, prezenta plantelor invazive)

b. Crearea unui model predictiv ecologic (GIS + machine learning)

+ Integrarea datelor comportamentale, fiziologice si genetice
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+ Predictii asupra distributiei si interactiunilor insectelor in conditii climatice

viitoare

c. Platforma digitala interactiva

» Acces facil pentru cercetatori si decidenti implicati in conservare si

management ecologic

4. Calendarul activitatilor

Activitatile propuse in proiect vor fi realizate eficient prin respectarea unui plan

care sa permita efectuarea cu succes a obiectivelor urmarite (Tab. 1).

TABELUL 1: Activitatile cuprinse in proiect si estimarea duratei acestora

1 Colectarea si identificarea speciilor 1-4

2 Experimente comportamentale si fiziologice 5-8

3 Analize biochimice si genetice 9-12
4 Modelare ecologica si interpretarea datelor 13-16
5 Redactarea articolelor si diseminarea rezultatelor 17-20

6|Page



5. Rezultate preliminarii

5.1 Colectarea materialului mirmecologic din teren

Pe vaza datelor colectate din teren in perioada iunie-iulie 2025 care a
presupus colectarea materialului mirmecologic (probe din colonii de Lasius
niger si Tetramorium cf. caespitum dintr-o zona cu presiune antropica ridicata,
la care printr-un management defectuos se accentueaza eroziunea
habitatelor si la care se adauga si seceta prelungita (vezi Fig. 1), au fost

analizate o parte din date.

tl'odroman
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FIG. 1. HARTA LOCALIZARII PUNCTELOR DE PRELEVARE PROBE MIRMECOLOGICE (C1 —
ZONA CEA MAI POLUATA — C9 — ZONA CEA MAI PUTIN POLUATA)

Cele doua specii au fost selectate pe baza unor studii anterioare in care se
confirma prezenta acestora, dar si prin faptul ca sunt specii extrem de tolerante la
presiune antropica. Habitatele preferate de aceste specii, pot fi caracteziate ca fiind

deschise cu o vegetatie ierboasa bine reprezentata.

Prelevarea solului pentru analiza continutului de metale grele

Din fiecare sit s-au colectat 3 probe de sol (15 cm adancime, 10 cm

diametru), in proximitatea zonelor analizate in fiecare din cele 9 statii.
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Probele au fost uscate, omogenizate si cernute printr-o sitd de 20 mm pentru a

obtine o fractiune granulometrica fina, adecvata analizelor chimice

Digestia probelor va fi realizata prin microunde, utilizand vase din teflon in sistemul

Mars 5 Microwave System, la 200°C in 6 minute

Analiza metalelor grele va fi efectuata utilizdnd un spectrometru de masa cu
plasma cuplata inductiv (ICP-MS Varian 820-MS), dotat cu autosampler SPS-3 si

nebulizator microconcentric.

Rezultate: Am obtinut datele pentru analiza solurilor, iar acestea vor fi integrate

intr-un manuscris viitor.

5.2 Experimentele de interactiune la insecte sociale (comunitati de furnici)

Pentru studierea comportamentului, am ales ca subiect de testare specia

Lasius niger (Fig. 2).

Fig. 2 COLONIE DE LASIUS NIGERIN COPSA MICA

Distributia coloniilor colectate:
» 3 colonii focale (FN1, FN2, FN3)
« cate o colonie vecina (NN1, NN2, NN3)
« cate o colonie mai indepartata (DN1, DN2, DN3)

« 3 colonii din zona nepoluata (XN1, XN2, XN3)
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Fig. 3 COLECTAREA COLONIILOR DIN STATIA C1

Analiza in laborator

a. Arena si configurare

Placa Petri 55 mm + bariera de apa intr-o placa de 100 mm

Filmare cu Canon EOS M6 Mark Il + obiectiv macro Canon EF 100 mm

Testare preliminara cu obiectivul Raynox DCR-250

b. Desfasurare

Interactiuni filmate 1 min, cate 5 replici/pereche

Grupuri: FNx + FNx, FNx + NNx, FNx + DNx, FNx + XNx

Selectarea furnicilor: prin contact cu un bat de lemn (alegere aleatorie)

Rezultate: Datele obtinute sunt in curs de analiza.
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5.3. Specii invazive si efectul lor asupra comunitatilor de furnici

Pentru componenta de specii invazive, am identificat in judetul Sibiu si Mures, mai
multe locatii invadate cu specia alohtona Solidago canadensis, respectiv in municipiul
Sibiu, Pelisor, Biertan, si Danes (Mures).

Rezultate: Au fost colectate probe din colonii ale speciilor Lasius niger si Tetramorium
caespitum din mai multe locatii din judetul Sibiu in august 2025. Analiza datelor
colectate este in curs de realizare (Fig. 4).

Fig. 4 COLECTAREA COLONIILOR DIN SPECIILE LASIUS NIGER S| TETRAMORIUM CF.

CAESPITUM

5.4. Rezultate privind Analiza parametrilor biochimici la furnici

Material si metode

Dupa finalizarea experimentelor comportamentale, furnicile lucratoare din fiecare grup
experimental au fost sacrificate prin racire rapida, metoda fizica adaptata dupa
protocolul utilizat la Danio rerio [1]. Pe scurt, furnicile au fost plasate in microtuburi de
1,5 mL pre-racite si expuse la temperaturi scazute (2—4 °C, gheata zdrobita) timp de
aproximativ 10 minute, pana la obtinerea imobilizarii complete si disparitia reactiilor

motorii.

Imediat dupa sacrificare, pentru fiecare replica biologica au fost colectate grupuri de
30-50 de furnici lucratoare (in functie de masa corporald). Insectele au fost clatite

rapid in NaCl 0,9% rece pentru indepartarea impuritatilor, tamponate usor pe hartie
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de filtru, cantarite si transferate in microtuburi pre-racite. Fiecare proba ,pool”-ata a

reprezentat o replica biologica pentru analizele biochimice ulterioare.

Omogenizarea tesutului a fost realizata cu ajutorul unui mojar manual in sticla pisata.
Furnicile pool-ate au fost omogenizate in tampon fosfat de potasiu 0,1 M (pH 7,4)
(Chemical Company, lasi, Romania) contindnd 1,15% KCI (Chemical Company,
Romania) pentru mentinerea conditiilor izotonice, intr-un raport de aproximativ 1:9
(m/v) (de exemplu, 100 mg tesut in 900 pL tampon). Omogenizarea s-a efectuat pe

gheata pentru a limita proteoliza si artefactele oxidative.

Omogenatele brute au fost centrifugate la 960x g timp de 15 minute la 4 °C.
Supernatantele obtinute au fost colectate cu atentie, pastrate permanent pe gheata in
timpul procesarii si utilizate pentru determinarea activitatilor enzimatice (AChE, SOD,
CAT, GPX) si a biomarkerilor de stres oxidativ (proteine carbonilate, MDA). Probele

care nu au fost analizate imediat au fost pastrate la —80 °C pana la utilizare.

Continutul total de proteine din fiecare supernatant a fost cuantificat prin metoda
Bradford [2], utilizdnd serul de albumina bovina ca standard. Toate activitatile
enzimatice si biomarkerii oxidativi au fost ulterior exprimati in functie de concentratia

de proteina (per mg proteina).
Determinarea activitatii acetilcolinesterazei (AChE)

Activitatea AChE in omogenatele intregului corp de furnica a fost evaluata prin metoda
spectrofotometrica Ellman [3], cu modificari minore. Testul se bazeaza pe hidroliza
acetiltiocolinei iodid (ATCh; Sigma Aldrich, Darmstadt, Germania) in prezenta 5,5'-
ditiobis-(2-nitrobenzoic acid) (DTNB; Sigma Aldrich, Darmstadt, Germania), care

actioneaza ca reactiv cromogenic.

Reactiile au fost efectuate in tampon fosfat 0,1 M (pH 7,4) la temperatura camerei. in
timpul reactiei, tiocolina eliberata prin hidroliza enzimatica a ATCh reactioneaza
stoechiometric cu DTNB, generénd anionul galben 5-tio-2-nitrobenzoat. Cresterea
absorbtiei a fost monitorizata la 412 nm utilizadnd un spectrofotometru UV-Vis sau un
cititor de microplaci.

Pentru fiecare proba, un volum fix de supernatant de furnica a fost incubat cu DTNB
in tampon fosfat, urmat de adaugarea ATCh pentru initierea reactiei. Modificarea
absorbtiei pe minut (AA/min) a fost inregistratd intr-un interval de timp definit, iar
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activitatea AChE a fost calculata utilizand coeficientul de extinctie molara al 5-tio-2-
nitrobenzoatului, tindnd cont de lungimea efectiva a caii optice. Activitatea enzimatica
a fost exprimatd ca nmol ATCh hidrolizati pe minut pe miligram de proteina.

Concentratiile de proteina au fost obtinute prin testul Bradford [2].

Determinarea activitatii superoxid dismutazei (SOD)

Activitatea SOD in omogenatele de furnici a fost determinata prin masurarea
capacitatii enzimei de a inhiba reducerea fotochimica a nitroblue tetrazolium (NBT;
AppliChem, Darmstadt, Germania) in prezenta riboflavinei, conform metodei lui

Winterbourn [4], adaptata pentru tesut insectiv.

Amestecul de reactie a continut tampon fosfat de potasiu 0,067 M (pH 7,4), un volum
adecvat de supernatant de furnica (extract enzimatic), EDTA 0,1 M (Carl Roth,
Karlsruhe, Germania), riboflavina 0,12 mM (Sigma Aldrich, Germania) si NBT 1,5 mM.
Dupa asamblare, amestecurile de reactie au fost expuse la lumina fluorescenta pentru
un timp fix, pentru a induce generarea de radical superoxid. Reducerea NBT la

formazan a fost monitorizata spectrofotometric la 560 nm.

O unitate de activitate SOD a fost definitda ca cantitatea de enzima care produce
inhibarea cu 50% a reducerii NBT, in raport cu martorul expus la lumina fara enzima.
Activitatile au fost normalizate la continutul de proteina si exprimate ca unitati pe

miligram de proteina.

Determinarea activitatii catalazei (CAT)

Activitatea CAT a fost estimata pe baza ratei de descompunere a peroxidului de
hidrogen (H,O,; Chemical Company, lasi, Roménia), conform metodei lui Sinha [5],
utilizata anterior pentru tesuturi de peste si adaptata aici pentru omogenatele de

furnici.

Sistemul de reactie a fost format din 125 pL supernatant de furnici si 125 yL H,0, 0,16
M preparat in tampon fosfat de potasiu 0,1 M (pH 7,4) continand 1,15% KCI (tampon
preparat din KH,PO, si K;HPO,; Chemical Company, lasi, Romania). Dupa 180 s de

incubare la temperatura camerei, reactia a fost oprita prin adaugarea a 500 pL dintr-
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un reactiv bicromat de potasiu—acid acetic glacial, compus din bicromat de potasiu 5%
(Chemical Company, Romaénia) in acid acetic glacial (Sigma Aldrich, Darmstadt,

Germania).

Probele au fost apoi incubate la 95 °C timp de 10 minute pentru dezvoltarea
cromoforului, urmata de racire la temperatura camerei si centrifugare la 14.000 rpm
timp de 5 minute pentru indepartarea precipitatelor. Absorbanta supernatantului a fost
citita la 570 nm. Activitatea CAT a fost calculata pe baza unei curbe de calibrare sau
utilizand coeficientul de extinctie al complexului de bicromat si exprimata ca pmol

H,O, descompus pe minut pe miligram de proteina.

Determinarea activitatii glutation peroxidazei (GPX)

Activitatea GPX in homogenatele de furnica a fost masurata conform procedurii
descrise de Fukuzawa si Tokumura [6], care cuantifica reducerea peroxizilor utilizand

glutation redus (GSH; Sigma Aldrich, Darmstadt, Germania) ca donor de electroni.

Amestecul de reactie a continut extract enzimatic de furnica, tampon fosfat 0,25 M,
EDTA 25 mM si azida de sodiu (NaNs) 0,4 M (Sigma Aldrich, Darmstadt, Germania)
pentru a inhiba activitatea catalazei. Amestecul a fost preincubat la 37 °C timp de 10
minute. Ulterior, GSH si H,O, au fost adaugate pentru initierea reactiei, care a

continuat inca 10 minute la 37 °C.

Reactia a fost oprita prin adaugarea de acid metafosforic (Sigma Aldrich, Darmstadt,
Germania), care a determinat precipitatea proteinelor si oprirea activitatii enzimatice.
Dupa centrifugare, GSH rezidual (sau produsele oxidate) a fost cuantificat
spectrofotometric la 412 nm utilizand un reactiv cromogenic adecvat (de exemplu,
DTNB), conform metodei originale. Activitatea GPX a fost exprimata ca unitati pe
miligram de proteina, o unitate reprezentdnd cantitatea de enzima care catalizeaza

conversia a 1 ymol de substrat pe minut, in conditiile de test.

Determinarea continutului de proteine carbonilate

Gradul de oxidare a proteinelor in homogenatele de furnica a fost evaluat prin

masurarea gruparilor carbonil proteice utilizdnd metoda de derivatizare cu 2,4-
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dinitrofenilhidrazina (DNPH; Sigma Aldrich, Darmstadt, Germania) descrisa de Oliver

et al. [7], adaptata pentru extracte de insecte intregi.

Metoda se bazeaza pe reactia DNPH cu gruparile carbonil ale reziduurilor de
aminoacizi modificate oxidativ, ducand la formarea de 2,4-dinitrofenilhidrazone
stabile. Dupa derivatizare, probele au fost procesate conform protocolului de referinta
(precipitarea proteinelor, spélari succesive pentru indepartarea DNPH in exces si

resuspendare in tampon adecvat), iar absorbtia a fost masurata la 370 nm.

Continutul de carbonili a fost calculat utilizdnd coeficientul de extinctie pentru
proteinele derivatizate cu DNPH si normalizat la concentratia de proteina din fiecare
proba. Rezultatele au fost exprimate ca nmol echivalenti DNPH pe miligram de

proteina.

Determinarea nivelului de malondialdehida (MDA)

Peroxidarea lipidica in homogenatele de furnica a fost evaluata prin cuantificarea
malondialdehidei (MDA) utiliziand metoda substantelor reactive cu acid tiobarbituric
(TBARS), conform Ohkawa et al. [8], cu adaptari pentru probe de insecte de

dimensiuni reduse.

Pentru fiecare determinare, 200 pyL supernatant de homogenat de furnica au fost
amestecati cu 1 mL acid tricloroacetic (TCA) 50% (Chimreactiv, Bucuresti, Romania),
1 mL acid tiobarbituric (TBA) 26 mM (Sigma Aldrich, Darmstadt, Germania) si HCI 0,1
M (Chemical Company, lasi, Roménia). Amestecul a fost vortexat energic si incubat

la 95 °C timp de 20 de minute, apoi racit rapid pe gheata timp de 5 minute.

Dupa racire, probele au fost centrifugate la 960% g timp de 10 minute, iar absorbtia
supernatantului limpede a fost inregistrata la 532 nm. Concentratiile de MDA au fost
calculate utilizdnd o curba etalon (de exemplu, obtinuta cu 1,1,3,3-tetraetoxipropan)

si exprimate ca nmol MDA pe miligram de proteina.

Toate determinarile biochimice la furnici au fost efectuate in triplicat tehnic pentru
fiecare replica biologica. Martorii de reactiv si curbele de calibrare corespunzatoare
au fost inclusi in fiecare serie de analize, pentru a asigura acuratetea, liniaritatea si

reproductibilitatea rezultatelor.
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Analiza datelor

Datele brute obtinute din determinarile biochimice au fost exportate in Microsoft Excel
si prelucrate initial prin calcularea mediei celor trei determinari tehnice pentru fiecare
proba biologica (fiecare musuroi). Pentru fiecare zona de colectare au rezultat astfel
cate trei valori independente (trei musuroaie/zona), iar toate analizele statistice s-au

realizat pe aceste replici biologice (n = 3/zona).

Pentru fiecare parametru biochimic (activitati enzimatice si markeri de stres oxidativ),
datele au fost exprimate ca medie * eroarea standard a mediei (S.E.M.) pentru
fiecare zona. Compararea intre grupuri, in functie de zona de colectare (factor fix cu
9 niveluri, de la Z1 — cea mai indepartata, la Z9 — cea mai apropiata de zona
contaminata), s-a realizat prin analiza unifactoriala a variantei (one-way ANOVA).
In prealabil au fost verificate ipotezele modelului prin testul Shapiro-Wilk pentru
normalitatea reziduurilor si testul Brown—Forsythe pentru omogenitatea variantelor,

impreuna cu inspectia grafica a histogramelor si Q—Q plot-urilor.

Pentru seturile de date care au respectat aceste presupuneri, identificarea diferentelor
dintre perechi de zone s-a efectuat cu testul post hoc Tukey pentru comparatii
multiple. in situatiile in care normalitatea sau omogenitatea variantelor nu au fost
indeplinite, s-a utilizat varianta neparametrica, testul Kruskal-Wallis, urmat de testul

post hoc Dunn cu corectie pentru comparatii multiple.

n plus, pentru a evalua existenta unui gradient spatial al raspunsului biochimic in
functie de apropierea de sursa de metale grele, mediile pe zona au fost corelate cu
rangul zonei (1-9) utilizdnd coeficientul de corelatie Spearman si, complementar,

analiza regresiei liniare.

Pragul de semnificatie statistica a fost stabilit la a = 0,05; in figuri si tabele valorile p
< 0,05, < 0,01, < 0,001 si < 0,0001 au fost notate cu *, **, ***, respectiv ****. Toate
analizele statistice au fost efectuate utilizadnd software-ul GraphPad Prism, versiunea
9.4 (GraphPad Software, Inc., San Diego, CA, SUA).

Rezultate
Activitatea AChE
Activitatea AChE (exprimata ca nmoli ATCh/min/mg proteina) prezinta un gradient clar

crescator de la zona Z1 (cea mai indepartata de sursa de metale grele) catre Z9 (cea

15| Page



mai apropiata). Media specifica este minima in Z1 (~1,4 nmoli/min/mg), creste treptat
in zonele intermediare (Z2-Z7, ~2-3,5 nmoli/min/mg) si atinge valorile cele mai mari
in Z8-Z9 (~4—4,5 nmoli/min/mg) (Figura 5).
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Figura 5. Activitatea acetilcolinesterazei (AChE) in homogenatele de furnici colectate din cele noua
zone (Z1-Z9), dispuse de la zona cea mai indepartata (Z1) la cea mai apropiata de sursa de
contaminare cu metale grele (Z9). Valorile sunt exprimate ca nmoli ATCh hidrolizati/min/mg proteina
(media + S.E.M.), n = 3 probe independente/zona (cate un musuroi per probd). Diferentele dintre zone
au fost evaluate prin analiza unifactoriald a variantei (one-way ANOVA) urmata de testul post hoc

Tukey; barele de legatura indica comparatiile semnificative, *p < 0,05 fata de Z1.

Analiza unifactoriala a variantei (one-way ANOVA, n = 3 musuroaie/zona), urmata de
testul post hoc Tukey, arata ca activitatea AChE in Z5 si Z9 este semnificativ mai mare
decéat in Z1 (bracket-urile marcate cu *). Diferentele dintre zonele intermediare (Z2—
Z4, 76-78) si Z1 tind sa urmeze acelasi trend crescator, dar nu ating acelasi nivel de

semnificatie dupéa corectia pentru comparatii multiple.

Per ansamblu, aceste rezultate indica un gradient spatial al activitatii colinesterazice,
cu valori mai ridicate in zonele aflate in proximitatea maxima a contaminarii cu metale
grele. Acest tipar este compatibil cu o modificare dependentda de intensitatea
expunerii, sugerand un raspuns enzimatic adaptativ sau un efect de stres neurotoxic

subletal asupra furnicilor din zonele cele mai contaminate.
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Activitatea enzimelor antioxidante

Activitatea enzimelor antioxidante arata un gradient clar de la zonele mai putin expuse

(Z1-Z3) spre zona cea mai apropiata de sursa de metale grele (Z9) (Figura 2):
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Figura 6. Activitatea enzimelor antioxidante si nivelul de glutation redus (GSH) in homogenatele de
furnici colectate din cele noua zone (Z1-29), ordonate de la zona cea mai indepartata (Z1) la cea mai
apropiata de sursa de contaminare cu metale grele (Z9). (A) Activitatea superoxid dismutazei (SOD,
U/mg proteina). (B) Activitatea catalazei (CAT, U/mg proteina). (C) Activitatea glutation-peroxidazei
(GPX, U/mg proteina). (D) Continutul de glutation redus (GSH, U/mg proteina). Valorile sunt exprimate
ca medie * eroarea standard a mediei (S.E.M.), n = 3 probe independente/zona (cate un musuroi per
proba). Diferentele intre zone au fost analizate prin one-way ANOVA, urmata de testul post hoc Tukey;
barele de legatura indica comparatiile semnificative, *p < 0,05 (pentru comparatiile specificate in

paneluri).

Activitatea SOD (Figura 6A) este maxima in Z1 (=4 U/mg) si scade progresiv spre Z9
(=2 U/mg). Analiza ANOVA urmata de testul Tukey arata diferente semnificative intre
Z1 si zonele intermediare/proximale (in special Z5 si Z9, p < 0,05). Aceasta sugereaza

ca furnicile din apropierea focarului de contaminare au o capacitate redusa de
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dismutare a radicalului superoxid, posibil prin inhibitia directa a SOD de catre metalele

grele sau prin ,epuizarea” adaptativa a enzimei in conditii de stres oxidativ cronic.

Pentru catalaza (Figura 6B) se observa un model similar, dar mai pronuntat: valorile
cele mai mari sunt in Z1-Z2 (=10-12 U/mg), urmate de o scadere constanta catre Z9
(=4-5 U/mg). Diferentele intre Z1 si zonele medii/proximale (de ex. Z6 si Z9) sunt
semnificative statistic (p < 0,05-0,01, conform marcajelor cu * si **). Acest declin indica
o capacitate diminuata de detoxifiere a peroxidului de hidrogen in zonele contaminate,

ceea ce favorizeaza acumularea de peroxizi si propagarea stresului oxidativ.

Activitatea GPX (Figura 6C) este relativ ridicatad si comparabila in Z1-Z4 (=1,7-1,9
U/mg), apoi descreste treptat pana la Z9 (=1,0-1,2 U/mg), insa fara diferente statistic
semnificative intre grupuri. Tendinta sugereaza o posibila ajustare find a acestei
enzime in functie de nivelul de stres oxidativ, dar variabilitatea mare si n-ul mic fac

dificila demonstrarea ferma a unui efect al distantei fatéd de sursa de metale.

Continutul de GSH (Figura 6D) este evaluat doar pentru Z2—-Z9 si prezinta valori mai
mari si foarte variabile in zonele Z2—-Z6 (=2—4 U/mg) si niveluri joase, relativ constante,
in Z7-Z9 (=0,5-1,5 U/mg). Lipsa diferentelor semnificative si marja mare a S.E.M.
sugereaza raspunsuri heterogene intre musuroaie, dar, per ansamblu, se contureaza
o scadere a rezervelor de GSH in imediata vecinatate a sursei de metale grele,

compatibild cu consumul sau pentru conjugarea xenobioticelor si neutralizarea ROS.

Impreuna, aceste date indica faptul ca in zonele indepartate de contaminare (Z1-Z3)
furnicile dispun de un sistem enzimatic antioxidant functional, cu activitati ridicate de
SOD si CAT si niveluri relativ mari de GPX si GSH. Pe masura ce coloniile sunt mai
aproape de zona cu metale grele (Z6—29), activitatea SOD si CAT scade semnificativ,
iar GPX si GSH tind, de asemenea, sa se reduca. Acest profil este compatibil cu un
stres oxidativ cronic asociat contaminarii metalice, in care apararea antioxidanta este
initial activata, dar ulterior deprimata sau depasita, crescand astfel vulnerabilitatea

tesuturilor la peroxidare lipidica si oxidarea proteinelor.

Nivelul markerilor de stres oxidativ
Nivelul proteinelor carbonilate (Figura 7A) (exprimate ca nmoli DNPH/mg proteina)

prezinta o crestere graduala de la Z1 catre Z9, insa variatia este moderata, cu
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suprapunere importanta a barelor de eroare. Zonele Z1-Z5 au valori apropiate (=1,6—
2,2 nmoli DNPH/mg), in timp ce in zonele cele mai apropiate de sursa de metale grele
(Z8 si Z9) se observa cele mai mari niveluri medii (=2,5-2,8 nmoli DNPH/mg). Analiza
unifactoriala a variantei nu a indicat insa diferente statistic semnificative intre zone (p
> 0,05), ceea ce sugereaza ca, desi exista un trend de crestere a oxidarii proteinelor
catre zonele mai contaminate, amplitudinea efectului este relativ mica si/sau
variabilitatea inter-musuroi este inca ridicata. Aceasta tendinta este totusi congruenta
cu datele privind apararea antioxidanta enzimatica: in zonele Z6-29, in care SOD si
CAT sunt diminuate, se observa o usoara acumulare a produselor de oxidare a
proteinelor. Din punct de vedere ecotoxicologic, rezultatele indica faptul ca expunerea
cronica la metale grele incepe sa lase o ,amprenta” asupra proteomului furnicilor, dar
nivelul de stres oxidativ proteic se afla inca intr-o zona de tranzitie, fara salturi bruste

intre zone.
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Figura 7. Markeri ai deteriorarii oxidative a proteinelor si lipidelor in homogenatele de furnici colectate
din cele noua zone (Z1-Z29), ordonate de la zona cea mai indepartatad (Z1) la cea mai apropiata de
sursa de contaminare cu metale grele (Z9). (A) Nivelul proteinelor carbonilate, determinat prin reactia
cu 2,4-dinitrofenilhidrazina (DNPH) si exprimat ca nmoli DNPH/mg proteina. (B) Intensitatea peroxidarii
lipidice, evaluatd prin concentratia de malondialdehida (MDA) si exprimata ca nmol MDA/min/mg
proteina. Valorile sunt prezentate ca medie + eroarea standard a mediei (S.E.M.), n = 3 probe
independente/zona (cate un musuroi per proba). Diferentele intre zone au fost analizate prin one-way
ANOVA urmatéa de testul post hoc Tukey; barele de legaturd si asteriscurile indicd comparatiile

semnificative, *p < 0,05 (fata de Z1, pentru comparatiile marcate).
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Nivelul de MDA (nmol MDA/min/mg proteina) creste progresiv de la Z1 spre Z9, cu
cele mai mici valori in zonele indepartate de contaminare (Z1-Z3, =0,08-0,10
nmol/min/mg) si cele mai mari in zonele cele mai apropiate de sursa (Z8-29, =0,18—
0,21 nmol/min/mg). Analiza one-way ANOVA a evidentiat un efect semnificativ al
zonei de colectare asupra peroxidarii lipidice, iar testul post hoc Tukey a aratat ca
nivelurile de MDA din zonele cele mai contaminate (in special Z5, Z8 si Z9) sunt
semnificativ mai mari decat in Z1 (p < 0,05). Acest lucru indica faptul ca, odata cu
apropierea de sursa de metale grele, membranele celulare ale furnicilor sunt supuse

unui stres oxidativ net crescut.

Comparand acest profil cu activitatea enzimelor antioxidante, se contureaza un tablou
coerent: in timp ce activitatile SOD si CAT scad progresiv de la Z1-Z2 catre Z7-Z9,
MDA creste, ceea ce sugereaza ca, in zonele cu incarcatura mai mare de metale
grele, capacitatea antioxidanta este depasita, rezultdnd o intensificare a peroxidarii
lipidice. In ansamblu, MDA pare a fi un marker mai sensibil al gradientului de
contaminare decat proteinele carbonilate, reflectdind mai clar ,costul oxidativ’ al

vietuirii Tn proximitatea sursei de poluare.
Concluzii

In ansamblu, rezultatele obtinute descriu un gradient biochimic coerent, corelat cu
distanta fata de sursa de contaminare cu metale grele. Activitatea AChE creste
semnificativ de la Z1 catre Z8-Z9, sugerand o afectare neurochimica dependenta de
intensitatea expunerii, compatibila fie cu un raspuns adaptativ, fie cu un efect

neurotoxic subletal in zonele cele mai contaminate.

In paralel, activitatile enzimelor antioxidante majore (SOD si CAT) scad progresiv in
zonele apropiate de focar, iar GPX si GSH prezinta tendinte de diminuare, indicand o
capacitate defensiva antioxidanta tot mai redusa odata cu apropierea de sursa de
metale. Aceasta alterare a apararii antioxidante se reflecta la nivelul markerilor de
stres oxidativ: proteinele carbonilate prezinta o crestere modesta, dar consistenta
catre Z8-Z79, iar MDA evidentiaza o peroxidare lipidica semnificativ crescuta in zonele

cele mai contaminate.

Profilele enizmatice si non-enizimatice indica faptul ca furnicile din proximitatea sursei
de metale grele se afla intr-o stare de stres oxidativ cronic, caracterizata prin activitate

colinesterazica crescuta, aparare antioxidanta enzimatica deprimata si acumulare de
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produse de oxidare a lipidelor si proteinelor. Acest tipar sustine utilizarea furnicilor ca

bioindicatori sensibili ai contaminarii cu metale grele in ecosistemele terestre.

5.5 Alte rezultate:

De asemenea a fost submis manuscrisul cu cu titlul:

e Brinza, I., Popovici, L., Ticu, S., Tausan | - Phenotypic Plasticity and Ecological
Resilience in Social Insects: Epigenetic, Nutritional, and Thermal Responses to

Environmental Stressors
Acest manusris este in curs revizuire (under review).
In final, avem si un al doilea manuscris in lucru:

e Ticu S., Brinza, Popovici, L., Radutiu, M.,R., Zgavarogea R., Tausan, |. - Ant
assemblages (Hymenoptera: Formicidae) in heavy metal polluted grasslands. A

study case from Southern Transylvania (Romania).
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