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2. Scop si obiective

Proiectul de fatd si-a propus integrarea metodelor clasice si moderne cu scopul de a
imbunatati programele de monitorizare pe termen lung si conservarea testoasei dobrogene
(Testudo graeca) (Figura 1).

Ne-am propus urmatoarele doud obiective:

0O.1. Calibrarea metodelor moderne (capturare-marcare-recapturare prin foto-identificare) cu
cele clasice (sclerocronologia) folosite in monitorizarea dinamicii parametrilor populationali.
0O.2. Evaluarea potentialului metodelor acustice pasive si a algoritmilor de detectie automata
pentru monitorizarea populatiilor de testoasd dobrogeana.

Am ales ca organism-model testoasa dobrogeand atat datoritd importantei sale pentru
conservare (specie prioritard In UE, Anexa II a Directivei Habitate; OUG 57/2007), dar si
valoroase pentru analizele comparative propuse. Astfel, probele biologice si setul de date
asociate pentru testoasa dobrogeand provin dintr-un studiu de monitorizare pe termen lung,
initiat in 2010, in cadrul sitului arheologic Histria, Rezervatia Biosferei Delta Dunarii (Buica
si colab. 2013; Iosif si colab. 2019).
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Figura 1. Abordarea metodologica propusa in cadrul proiectului.

3. Prezentarea rezultatelor

Monitorizarea parametrilor populationali. Parametrii ce descriu varsta si cresterea somatica
contribuie la o mai bund intelegere a adaptarilor biologice ale organismelor la mediul de
viata. La vertebrate, acestia pot fi studiati in naturd prin capturare-marcare-recapturare (CMR)
sau sclerocronologie (i.e., scheletocronologie si numararea zonelor de crestere pe structuri
dure). La testoase, scheletocronologia este limitata la carcase/specimene din colectii muzeale,
in timp ce CMR este limitatd de posibilitatile financiare si de timp. In comparatie, estimarea
varstei prin identificarea si numdrarea zonelor de crestere pe carapace (SGA, ,,shell growth

annulli”) reprezintd o alternativd convenabila si rapida.

L T

Figura 2. Carcase de testoasd dobrogeand (7estudo graeca) colectate din zona de studiu,

utilizate pentru sclerocronologie.
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Am analizat structurile osoase si carapacele provenind de la carcase colectate in intervalul
2018-2021 din zona de studiu (Figura 2, Vlad si colab. 2020), conservate in colectia
Departamentului de Stiinte ale Naturii al Universitatii ,,Ovidius” Constanta. Am utilizat
aplicatia Wild-ID pentru a identifica indivizii marcati si recapturati, pe baza colectiei de
fotografii rezultate din studiul CMR. Am comparat varsta estimatd prin cele doud metode
sclerocronologice (Figura 3) si am calibrat rezultatele cu datele obtinute de la testoasele
recapturate prin CMR (Figura 4). Am estimat supravietuirea si marimea populationald cu
ajutorul pachetului RMark (Laake, 2013), in software-ul R (R Core Team, 2023).

Am utilizat parametrizarea POPAN (Schwarz si Arnason, 1996), si modelul Cormack-
Jolly-Seber (Pledger si colab., 2013) in baza ipotezei unei superpopulatii deschise, din care
testoasele pot migra intre arealul populational si zonele adiacente (Wagner si colab., 2011).
Momentele de captura au fost anii, nu momentele de colectare in teren, care au variat de la un

an la altul ca frecventa si ca interval de timp.

10 mm

LAG

Figura 3. Estimarea varstei la 7. graeca — individ in varstd de patru ani (Vlad si colab.,
2024). Sagetile albe indica inelele de crestere de pe plastron, iar cele negre indicd inelele din
tesutul osos. A. plastron: detalii ale scutului humeral. B. sectiune transversald prin femur. C.
sectiune transversald prin radius. HL — inel de crestere format la eclozare (,,hatching line”),
MC - cavitatea medulara, subannular LAG — inele formate intre doua hibernari consecutive

(i.e., Intreruperi intra-anuale ale cresterii somatice).
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Figura 4. Mascul de T. graeca fotografiat, cantarit si masurat (lungimea curba a carapacei,

CCL) repetat pe parcursul studiulut CMR. Marcajul format la eclozare (HL) si formatiuni
sub-anulare (SF) pot fi observate pe scuturile abdominale ale plastronului. Fiecare fotografie
corespunde unui an diferit in care testoasa a fost (re)capturata: A - 2013, B - 2014, C - 2015 si
D - 2020.

Am constatat ca acuratetea SGA scade semnificativ cu timpul scurs Intre capturi.
Scheletochronologia a demonstrat cele mai bune rezultate in cazul oaselor lungi (ulna, radius,
femur), dar a subestimat varsta in comparatie cu SGA; am obtinut rezultate comparabile prin
aceste doud metode la testoasele cu varsta de pana la 17 ani.

Cea mai inaintatd varsta estimata prin scheletocronologie a fost de 28 de ani, prin SGA 30
de ani, iar prin SGA calibrat cu CMR, 40 de ani. Modelele de crestere estimate pe baza
ecuatiei de crestere von Bertalanffy au ardtat ca ambele metode sclerocronologice conduc la
rezultate similare (Figura 5), evidentiind utilitatea acestora in monitorizarea traiectoriilor de
crestere. Astfel studiul nostru a ardtat cd, desi estimarea varstei la testoase reprezintd o
provocare, o combinatie de metode poate imbunatati precizia acesteia.

Pe baza datelor de CMR, am estimat ca populatia din zona de studiu cuprinde 814 adulti (=
23), iar supravietuirea acestora este in scadere (i.e., Phizo20 = 0.62 + 0.08, Phixo2 = 0.26 £
0.02).
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Figura 5. Modelele de crestere von Bertalanffy la 7. graeca, estimate pe baza
scheletocronologiei (cercuri negre, linie continud) si a inelelor de crestere de pe carapace

(cercuri albe, linie Intreruptd) (Vlad si colab., 2024).

In urma reviziei literaturii de specialitate (Székely si colab., 2024), am aritat ci
sclerocronologia este frecvent utilizatd ca si metoda de estimare a varstei la reptile: 468 de
studii publicate care acopera 236 de specii de reptile din 41 de familii; testoasele si crocodilii
sunt cel mai frecvent studiate, In timp ce serpii sunt grupul cel mai putin examinat (Figurile
6, 7). Informatii privind varsta reptilelor sunt disponibile pentru mai putin de 2% din numarul
total de specii existente cunoscute. Mai mult, am constatat ca au fost studiate cu predilectie
specii din zona temperatd nordica, ceea ce nu reflectd nevoile actuale de conservare (Figura
8).

Doar 23% dintre studiile analizate au verificat si validat periodicitatea depunerii inelelor
de crestere, iar metoda de estimare a varstei a fost consideratd fiabila sau adecvatd in 79%
dintre cazuri. In general, datele obtinute prin sclerocronologie pot fi considerate robuste, in
special daca se utilizeaza metode de validare, deoarece obiectivul general este de a caracteriza
parametrii, tendintele si dinamica populatiilor, mai degraba decdt de a determina varsta

individuala.
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sclerocronologie. Intre paranteze sunt mentionate: numarul de specii studiate si numarul de

specii din cadrul fiecarei familii (Székely si colab., 2024).
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Figura 7. Longevitatea reptilelor (masurata in ani), conform estimarilor prin sclerocronologie
(date extrase din literatura de specialitate); comparatie intre principalele grupe: Crocodylia
(4), Testudines (62), Sphenodontidae (1), Sauria (116), Serpentes (33) (Székely si colab.,

2024). Cifrele dintre paranteze reprezintd numarul de specii studiate.
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Figura 8. Locatiile unde au fost desfasurate studii care au estimat varsta la reptile prin
sclerocronologie (Székely si colab., 2024).
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Monitorizarea acustica pasivd. O metoda utilizata tot mai frecvent in ultimele decenii pentru
monitorizarea populatiilor sdlbatice si a biodiversitatii in general, o reprezintda monitorizarea
acustica pasivd (MAP) (Gibb si colab. 2019; Ross si colab. 2023). Desi metoda a fost initial
ganditda pentru studiul speciilor/comunitatilor acustice, dezvoltarea galopantd a noilor
instrumente de procesare si analiza a sunetelor au condus la extinderea aplicatiilor posibile.
Am evaluat diversitatea bioacustica si aplicabilitatea MAP ca instrument pentru
monitorizarea biodiversitatii pe termen lung in cadrul sitului arheologic Histria, Rezervatia
Biosferei Delta Dunarii.

Desi testoasele In general nu sunt cunoscute pentru activitatea lor acusticd (Ferrara si
colab. 2014), in decursul studiilor noastre in teren am observat ca prezenta speciilor din genul
Testudo poate fi detectatd si auditiv (i.e., prin sunetele emise Tn urma ciocnirii carapacelor, in
perioada de imperechere), un aspect util avand in vedere faptul ca acestea sunt dificil de gasit
in habitate cu vegetatie deasd. Astfel, am testat ipoteza ca aceste sunete pot fi utile atat pentru
detectia animalelor, dar si pentru evaluarea fenologiei si succesului activitatii de reproducere.

Am folosit recordere autonome (Audiomoth v.1.2) pentru a inregistra 3 minute din fiecare
ora (0-96 kHz), zilnic, in lunile martie si aprilie 2023 si 2024. Recorderele au fost amplasate
in zonele cu cea mai mare frecventd a perechilor in acuplare, in perioada de reproducere.
Concomitent, am realizat vizite in teren pentru a colecta date privind imperecherea testoaselor
de-a lungul unui transect fix (vizual/auditiv) (Figura 9).

Fisierele audio au fost analizate in Raven Pro v.1.6. (Cornell Lab of Ornithology,

https://ravensoundsoftware.com). Am cuantificat manual urmatorii parametri: prezenta

zgomotului produs de ploaie sau de vant puternic (>500 Hz), numarul de biofonii si respectiv
numadrul de specii care vocalizeazd, din fiecare inregistrare. Speciile identificate au fost
incadrate intr-una din grupele taxonomice majore: Aves, Insecta, Mammalia, Amphibia.
Pentru fiecare inregistrare, am calculat parametrii care descriu modul in care sunetele sunt
distribuite pe benzi de frecventa si intensitati (i.e., entropie agregata/medie, energie acustica
medie).

Am calculat o serie de indici frecvent utilizati In caracterizarea peisajelor acustice, cu
ajutorul pachetelor seewave (Sueur si colab., 2008) si soundecology (Villanueva-Rivera si
Pijanowski, 2016), in R v. 3.6.0 (R Core Team, 2019): indicele de complexitate acustica
(Acoustic Complexity Index, ACI; Pieretti si colab., 2011), Normalized Difference
Soundscape Index (NDSI; Kasten si colab., 2012), indicele bioacustic (Bioacoustic Index, BI;
Boelman si colab., 2007), si entropia totald (H; Sueur si colab., 2008).


https://ravensoundsoftware.com/
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————— transect fix
----- l[imita zona de studiu
@ recorder audio

Figura 9. Schita transectului fix si amplasarea audio-recorderelor pentru colectarea datelor

din teren, in cadrul sitului arheologic Histria, jud. Constanta.

Am identificat o segregare temporald a spatiului acustic pe parcursul a 24 ore, cu doua
perioade de maxim in activitatea acustica: (1) dimineata, intre orele 2-7, si (2) dupd-amiaza,
intre orele 12-17 (Figura 10). Grupa taxonomicd predominantd din punct de vedere a
activitatii acustice este reprezentata de pasari (Figura 11).

Din punct de vedere al relevantei parametrilor acustici pentru caracterizarea peisajului
acustic la Histria, numai doi dintre indici nu au putut fi validati: indicele de complexitate
acustica si indicele bioacustic. Valorile obtinute pentru NDSI, entropia totald, entropia
agregatd, entropia medie si energia acusticd medie s-au corelat cu numarul de biofonii si

specii identificate manual in Tnregistrari.
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Figura 10. Variatia diurnd a numarului mediu de biofonii si de specii.
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Figura 11. Frecventa medie diurnd a semnaldrilor pentru principalele grupe taxonomice, in

functie de activitatea acustica.

Indicele NDSI a scos in evidenta perioada din 24 de ore cand peisajul acustic natural este

cel mai perturbat, respectiv perioada cuprinsd intre orele 5 si 14 (Figura 13). Acest tipar

acustic se suprapune cu perioada de minim de activitate acustica dintre orele 7-11 dimineata

(vezi Figura 10).

Studiul nostru stabileste un etalon pentru MAP pe termen lung in acest sit si deschide noi

oportunitati de cercetare pentru conservarea comuna a patrimoniului natural si cultural.
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Figura 12. Variatia diurnd a zgomotului de origine abiotica (valori medii). Valorile negative

sugereaza un peisaj acustic perturbat, in timp ce valorile pozitive, sugereaza un peisaj acustic

neperturbat.

In ceea ce priveste monitorizarea acustica a testoaselor, detectia auditiva pe transect pare a
fi momentan cea mai buni metoda de localizare a perechilor la reproducere. In zona de
studiu, sunetele produse de ciocnirea carapacelor sunt adesea mascate de vant, care produce
zgomote cu intensitate mare ce acoperd aceleasi benzi de frecventa, ceea ce ingreuneaza

detectia din inregistrarile audio (Figura 13).

i Sunete produse de ciocnirea carapacelor

Frecventi (kHz)
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Figura 13. Detectia sunetelor produse de ciocnirea carapacelor in perioada de reproducere la

testoasa dobrogeana (7estudo graeca), cetatea Histria, Histria, Rezervatia Biosferei Delta
Dunarii (Aprilie 2023).
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Praguri de sensibilitate acustica - raspunsul auditiv al trunchiului cerebral. Colaborarea cu
cercetatori din alte centre universitare a dat nastere unei noi directii de lucru, relevantd pentru
conservarea testoaselor. Astfel, am realizat experimente de tip playback, folosind stimuli
auditivi si vibratii de diferite intensitati si frecvente.

In teren, am urmdrit raspunsul comportamental fata de stimuli (Figura 14). Echipamentele
pentru emisia-receptia stimulilor ne-au fost puse la dispozitie prin bunavointa dlui. Dr. Rafael
Marquez, curatorul Fonotecii Zoologice din cadrul Muzeului National de Stiinte Naturale din
Madrid (Spania), care ne-a oferit training in utilizarea aparaturii si organizarea
experimentelor de acest tip. In conditiile utilizirii unor stimuli auditivi si vibratii din

domeniul de frecventa 50-500 Hz, testoasele nu au manifestat rdspunsuri comportamentale.

) g o Ml —

Wi

Figura 14. Amenajarea spatiului pentru realizarea experimentului in cadrul sitului arheologic

Histria si derularea testelor in teren.

In laborator, am initiat testarea raspunsului auditiv al trunchiului cerebral (Figura 15) in
colaborare cu un expert in domeniu, Prof. Dr. Jakob Christensen-Dalsgaard, de la University
of Southern Denmark (Odense). Protocolul utilizat a fost adaptat dupa Greer si colab. (2001)
si Bochmann si colab. (2018). Domeniul de frecventa a stimulilor utilizati a fost 0-1000 Hz

(in incremente de 100 Hz), la intensitati intre 40 si 110 db (in incremente de 5 db).

12
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Raspunsul auditiv la reptile este asociat in general cu comportamente evitante. Aceste teste
ne vor ajuta sa intelegem mai bine comportamentul acestor animale fata de stimulii de origine
antropicd, precum si la ce nivel se situeaza pragul de sensibilitate acusticd. Aceste informatii
vor putea fi utilizate in programe de conservare, in scopul reducerii mortalitatii cauzate de

traficul rutier sau de echipamentele de cosire mecanizata.

Tone Masked Click Response.
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Figura 15. Raspunsul auditiv al trunchiului cerebral fatd de un stimul de tip click, la
intensitati diferite (85-110 db). Axa orizontala reprezinta timpul de raspuns, iar cea verticala

intensitatea raspunsului.
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