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Evolucija ekstremiteta velikih mrmoljaka

(Triturus cristatus complex, Salamandridae, Caudata)

Rezime

Integracija, modularnost i razvojna ogranienja predstavljaju vazZne
komponente fenotipske varijabilnosti. U ovoj tezi analiziran je uticaj ovih
komponenti na morfolosku evoluciju ekstremiteta pet vrsta velikih krestatih
mrmoljaka.

Veliki krestasti mrmoljci predstavljaju vazne model organizme za
istrazivanja u oblasti morfoloske integracije i razvojnih ogranicenja, posebno ako se
analiziraju ekstremiteti. To je grupa blisko srodnih vrsta sa poznatim filogenetskim
odnosima, i izrazenom vezom izmedju morfoloske forme/tipa (oblika tela i
duzine ekstremiteta) i preference prema akvati¢noj/ terestri¢noj sredini. Akvati¢ne
vrste se odlikuju izduzenim telom i kratkim nogama, dok su vrste sa vise
terestri¢nim zivotnim stilom snaZnije i robusnije grade sa dugim nogama. Takode,
kao grupa sa slozenim zivotnim ciklusom, gde larveni, juvenilni i adultni stupanj
imaju razli¢ite morfologije, ekoloske sredine i preference, nacine ishrane i
lokomocije, veliki krestasti mrmoljci imaju posebno mesto u izucavanju
ontogenetskih putanja tokom razviéa. Ontogenetska promena niSe i tranzicija
izmedu akvatic¢ne i terestri¢ne sredine je povezana sa procesom metamorfoze. Iako
ekstremiteti mrmoljaka ne prolaze kroz drasti¢ne promene strukture tokom tog
procesa, funkcionalni zahtevi za efikasnom lokomocijom u te dve sredine su bitno
razli¢iti. Pretpostavka je da razlike izmedu vrsta u pogledu stepena koris¢enja
akvatic¢ne tj. terestricne lokomocije, moZe biti faktor koji doprinosi razlikama u

duZinama skeletnih elemenata i razli¢itim obrascima korelacija izmedu elemenata



ekstremiteta, oslikavajuci adaptacije na razli¢ite uslove sredine i nacin zivota (vise
ili manje akvatican-terestric¢an).

Analiza morfoloske integracije i modularnosti je utvrdila postojanje dva
vazna aspekta variranja elemenata ekstremiteta velikih krestastih mrmoljaka.
Odgovaraju¢i ontogenetski stupnjevi su sli¢niji izmedu vrsta nego sukcesivni
ontogenetski stupnjevi u okviru jedne iste vrste, sa najve¢im nivoom integracije u
juvenilnom stupnju. Visoki nivo integracije prisutan u juvenilnom stupnju
predstavlja funkciju brzog, koordinisanog rasta skeleta ekstremiteta tokom perioda
u okviru koga sistemski hormoni imaju odlu¢uju¢u ulogu, dok je niska ukupna
integracija na adulthom stupnju je najverovatnije rezultat mnogih lokalnih i
globalnih-sistemskih faktora koji menjaju jedan drugome efekat u vremenu i
prostoru, pri ¢emu bifazicni zivotni ciklus sa razli¢itim nac¢inima lokomocije, imaju
odlu¢ujuéu wulogu u ontogenetskim promenama morfoloske integracije i
modularnosti. Razlike u obrascima integracije izmedu viSe akvati¢nih i viSe
terestri¢nih vrsta mrmoljaka su predstavljene niZim stepenom korelacija izmedu
homologih elemenata ekstremiteta, i povecanjem korelacija izmedu elemenata
unutar ekstremiteta kod terestri¢nih vrsta velikih mrmoljaka (kao T. karelinii), dok
vise akvati¢ne vrste (kao T. dobrogicus) imaju suprotan obrazac variranja sa ve¢im
korelacijama izmedu homologih elemenata ekstremiteta nego izmedu elemenata
unutar ekstremiteta.

Ova studija je pokazala vazan uticaj razvojnih ogranicenja u kreiranju
morfoloske varijabilnosti ekstremiteta velikih krestastih mrmoljaka. Uporedna
analiza osifikacionih sekvenci ekstremiteta utvrdila je postojanje nekoliko
sinapomorfnih heterohroni¢nih promena kod velikih krestastih mrmoljaka, koje
ukljucuju kasnjenje u sekvenci drugog prsta i ubrzanje metakarpalnog elementa III
i metatarzalnog elementa V. Ove heterohroni¢ne promene nisu adaptivne ali su
vazne za razmatranje morfoloske evolucije ekstremiteta kod velikih krestastih

mrmoljaka jer uklju¢uju promenu preaksijalne ka postaksijalnoj dominaciji u



razvojnoj sekvenci, koja nije poznata kod repatih vodozemaca. Analiza
alometrijskih obrazaca variranja ekstremiteta velikih mrmoljaka je pokazala dva
vazna rezultata: osobenosti obrazaca rasta kod vrste T. dobrogicus, kao i zajednicki
obrazac rasta nakon zavrSene metamorfoze kod svih vrsta velikih mrmoljaka. Ovi
rezultati ukazuju na verovatni uticaj i ulogu kako prirodne selekcije, tako i
unutradnjih-razvojnih mehanizama koji reguliSu variranje duzine ekstremiteta
tokom diverzifikacije velikih mrmoljaka.

Obrasci variranja u basipodijumu su sli¢ni medju analiziranim vrstama sa
vedim variranjem u broju karpalnih nego tarzalnim elemenata. Znacajan podatak
ove studije je da je u basipodijumu vrste T. dobrogicus doslo do gubitka jednog od
karpalnih elemenata (centrale 1). Specifi¢nost ekstremiteta dunavskog mrmoljka se
dopunjuje i posebnim planom organizacije karpusa i tarzusa koji odlikuje nizak
nivo osifikacije pracen rastresitim pakovanjem skeletnih lemenata. Sve ove odlike
ukazuju na postojanje heterohroni¢ne promene (pedomorfoze) kada je u pitanju
skelet ekstremiteta.

Rezultati ove studije su pokazali znacajan uticaj morfoloske integracije,
modularnosti i razvojnih ograni¢enja u kreiranju fenotipske varijabilnosti u

ekstremitetima velikih krestastih mrmoljaka.
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Limb evolution in crested newts

(Triturus cristatus complex, Salamandridae, Caudata)

Summary

Integration, modularity and developmental constraints are three related
components of phenotypic variability. Their impacts on morphological evolution
on limbs in five species of crested newts were analyzed in this thesis.

Crested newts are valuable model organisms in studies of morphological
integration and developmental constraints, especially when concern limbs. They
are closely related group of species with known phylogenetic relations, and each
characterized by a specific body-to-limb conformation associated with their
respective ecologies. Aquatic species of newts have small, elongate bodies and
small limbs while more terrestrial species are with large, stocky bodies and robust
limbs. Also, as group with complex life cycle, where larval, juvenile and adult
stage have different morphologies, ecologies and different diet and locomotor
preferences, crested newts have special place in studies of changes in ontogenetic
trajectories. Ontogenetic niche change and transition between aquatic and
terrestrial environment is connected with process of metamorphosis. Although
limbs in newts do not undergo drastic changes in structure during that process,
functional demands for high efficient locomotion in both environments are quit
different. It is assumed that the differences between species in degree of aquatic
and terrestrial locomotion may be the factor which can attribute to changes in
length of skeletal elements and different patterns of correlations between limb
elements, reflecting adaptations on different environments and life styles of
analyzed species of crested newts.

Analysis of morphological integration and modularity has found different

aspects of variation patterns in limbs of crested newts. Equivalent ontogenetic



stages of different species of crested newts show higher concordance in the
correlation pattern than successive ontogenetic stages within species, with highest
level of integration in juvenile stage. High integration in juveniles is function of the
rapid, coordinated growth of the limb skeleton during this time period, in which
systematic hormones are thought to play a major role. While, low integration in
adult stage are probably due to many locally and globally-systematic factors which
change effect one to another in time and space, although biphasic life cycle with
different locomotion modes have decisive role in ontogenetic changes of
morphological integration and modularity. Differences in patterns of integrations
between aquatic and more terrestrial species of newts were observed, with lower
correlation between homologous limb elements and higher correlation within-limb
elements in more terrestrial species, the reverse pattern occurs in more aquatic
species.

This study showed important role of developmental constraints in creating
phenotypic variability in limbs of crested newts. Comparative analyses revealed
some synapomorphic heterochronic shifts specific to crested newts, including
delay of the ossification in the second finger and accelerations in metacarpal III and
metatarsal V. These shifts involve a change from pre-axial to post-axial dominance
in a developmental sequence uncommon to caudate salamanders. No adaptive
explanation of these shifts is apparent. Allometric analyses showed two important
results: specific growth patterns in T.dobrogicus and similar growth pattern after
metamorphosis in all species of crested newts. These results are reflecting impact
of natural selection as well as internal developmental mechanisms which regulated
variation in length of limbs during morphological diversification of crested newts.

All studied species shared the same basipodial pattern, within which the
carpus exhibited much more variation than the tarsus. Important point in this
study is lost of one carpal element (centrale 1). Specific pattern observed in T.

dobrogicus is followed with low ossification and loose package of carpale elements.



It is suggested that the uniqueness of T. dobrogicus originates from heterochronic
process.

Results of this study showed important influence of morphological
integration, modularity and developmental constraints in creating phenotypic

variability in limbs of crested newts.

Key words: limbs, crested newts, morphological integration and modularity,
sequence heterochrony, allometric heterochrony.
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In evolution, selection may decide the winner of a given game but development non-

randomly defines the players (Alberch, 1980).

Evolucija ekstremiteta velikih mrmoljaka

(Triturus cristatus complex, Caudata, Salamandridae)
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1. UvoD



V ARIJABILNOST FENOTIPSKIH KARAKTERISTIKA

Prema Willmore i sar. (2007), postoji ukupno Sest komponenti fenotipske
varijabilnosti: kanalisanost, razvojna stabilnost, morfoloska integracija,
fenotipska plasticnost, heterohronija i heterotopija. Razli¢iti aspekti
varijabilnosti fenotipskih karakteristika imaju vazan efekat na stopu i smer
evolucionih promena. Obrasci varijabilnosti opisuju na koji nacin razvojni
sistem struktuira fenotipsko variranje ili uti¢e na obrsce fenotipske
varijabilnosti (Willmore i sar., 2007).

Meduveze veze izmedu razvojne varijabilnosti i evolucione divergence,
kao i generalni uticaj razvica na formiranje varijabilnosti, je vazano pitanje nove
discipline, evolucione biologije razvica (engl. skrac¢enica Evo-Devo) (Gould, 1977;
Alberch i sar., 1979; Atchley i Hall, 1991; Hall, 2000, 2012; Miiller, 2007; Raff,
2007; Carrol, 2008; Willmore, 2012). Savremena morfologija je osnova
evolucione biologije razvica, discipline koja evoluciju analizira iz ugla odlika
sistema razvica (Miiller, 2007). Zadatak evolucione biologije razvica je da istrazi
do koje mere razvice ,dozvoljava“, limitira ili «pravi greSke» u distribuciji
varijabilnosti na koju deluje prirodna selekcija.

Programi razviéa «odreduju» kako c¢e geneticka varijabilnost biti
prevedena u fenotipsku varijabilnost. Postoje dva osnovna nacina na koja
razviée utie na stvaranje varijabilnosti, a relevantno je za evoluciona
objasnjenja pomenutih fenomena. Prvi nacdin je nastanak varijanti koje
,odreduju” pravac distribucije (struktuiranost) stvorene varijabilnosti, a drugi
nac¢in se odnosi na odredivanje nivoa ili intenziteta stvorene varijabilnosti
(Hendrikse i sar., 2007).

Integracija, modularnost i razvojna ogranic¢enja su fenomeni kojima se
moze objasniti variranje vezano za promene u pravcu distribucije varijabilnosti,
dok kanalisanost razvi¢a i razvojna stabilnost uti¢u na intenzitet stvorene

varijabilnosti.



Navedeni fenomeni otkrivaju razli¢ite ali povezane aspekte varijabilnosti.
Pojedina¢no i/ili kroz ~medusobne interakcije oni ucestvuju u
~prevodenju” geneticke u fenotipsku varijabilnost (Willmore i sar., 2006).
Integracija uslovljena razvojnim ili funkcionalnim odnosima u okviru razvojnog
sistema limitira moguce pravce variranja i samim tim moguce realizovane
fenotipove. Modularna organizacija razvojnog sistema odreduje kovarijacionu
strukturu organizma i daje mogucnost stvaranja nove varijabilnosti preko
duplikacija ili ponovnog koris¢enja modula u razli¢itim razvojnim kontekstima.
Ogranicenja «prave greSke» u stvaranju varijabilnosti postavljajuc¢i granice
postojecih  fenotipova. Ovi fenomeni su neophodni za razumevanje
varijabilnosti i samim tim sposobnosti evolucionih promena (engl. evolvability)
bioloskih sistema.

U ovoj studiji sumirani su aspekti variranja ekstremiteta u grupi repatih
vodozemaca, sa akcentom na grupu velikih krestastih mrmoljaka, i zatim
povezani sa evolucijom ekstremiteta, pri ¢emu su testirane hipoteze vezane za

struktuiranje varijabilnosti u ekstremitetima.

1.1.1.3. MORFOLOSKA INTEGRACIJA I MODULARNOST

Kao koncept, morfoloska integracija datira iz 1958. godine kada su Olson
i Miller pretpostavili postojanje meduzavisnosti i povezanosti elemenata u
okviru slozenih morfoloskih celina (Olson i Miller, 1958). Struktura
korelacija/kovarijacija, moZe uticati na pravce evolucionih promena tih osobina
(Willmore i sar., 2006, Hallgrimsson i sar., 2007).

Morfoloska integracija odrazava geneticke, razvojne i funkcijske uticaje
(npr. morfoloske strukture cije je razvice pod kontrolom istih gena, ili koje
ucestvuju u istoj funkciji, bie visoko korelisane ili visoko morfoloski
integrisane). Stepen korelisanosti morfoloskih karaktera predstavlja meru
njihove integrisanosti (Cheverud, 1996). Integracija je posledica interakcija

bioloskih procesa koji se nalaze u osnovi nastanka morfoloske celine. To se, pre



svega, odnosi na zajednicke nasledne osnove i/ili zajednic¢ke evolucije ovih
karaktera, pri ¢emu veliki uticaj imaju plejotropija gena, nesluc¢ajna asocijacija
genskih lokusa (engl. linkage disequilibrium), kao i selekcija koja utice na
korelaciju osobina. Takode, integracija odrazava zajednicke puteve razvica
morfoloskih celina, ili se radi o posebnim putevima koji na isti nacin
odgovaraju na neke sredinske faktore (Badyaev i Foresman, 2000, Klingenberg,
2004, Badyaev i sar., 2005). Rezultati nekih istrazivanja ukazuju da selekcija u
vecoj meri uslovljava integraciju morfoloskih celina, nego sto je to slucaj sa
razvi¢em (Lawler, 2008, Monteiro i Nogueira, 2010).

Hijerarhijski struktuirani obrasci fenotipskih korelacija su cesti kod
viseceliskih Zivotinja (Olson i Miller, 1958; Van Valen, 1965b). Nivo fenotipskog
kovariranja zavisi od izbora morfoloske strukture. Promene vezane sa
veli¢inom tela stvaraju osnovni nivo kovariranja. Slede¢i nivo kovariranja
nastaje usled promena oblika koje su pracene promenom u veli¢ini tela, a koje
su ¢esto od funkcionalnog i razvojnog znacaja. Prema ovome, selekcija za vezu
izmedu veli¢ine i oblika, stvara alometrijsko kovariranje i pretpostavljenu vezu
izmedu veli¢ine i oblika neke morfoloske celine ili organizma. Najzad,
kovariranje moZe da prevazide nivo ocekivan samo na osnovu veli¢ine ili
alometrijskih odnosa. Taj nivo kovariranja moze biti selektovan zbog
funkcionalnih odnosa izmedu struktura. Visoko kovariranje moze se takode
ostvariti zbog zajedni¢kih razvojnih veza ili prostorne povezanosti struktura.

Morfoloska integracija se odnosi na struktuiranost morfoloske
varijabilnosti nastale kao rezultat razvojne, geneticke i funkcionalne
povezanosti morfoloskih karaktera (Olson i Miller, 1958, Cheverud, 1996;
Wagner, 1996). Moguce je razlikovati tri medusobno povezana oblika
morfoloske integracije: razvojno/funkcionalna, geneticka i evoluciona
integracija (Cheverud, 1996). Pod razvojno/funkcionalnom integracijom se
podrazumeva povezanost morfoloskih celina ili njihovih pojedinih delova na
osnovu zajednickog razvojnog procesa ili iste specifi¢ne funkcije. Osobine koje

su razvojno povezane, tj. osobine cije se razvi¢e odvija po istim ili slicnim



razvojnim putanjama, bi¢e u vecoj meri morfoloski integrisane od razvojno
nepovezanih osobina, tj. osobina c¢ije razvice te¢e odvojeno. Funkcionalna
integracija podrazumeva interakciju morfoloskih celina koje objedinjuje ista
specificna funkcija, dok se geneticka integracija odnosi na zajednicko
nasledivanje osobina usled vezanog nasledivanja i plejotropije. Evoluciona
integracija se moZe definisati kao koordinisana evolucija morfoloskih celina u
okviru istih funkcionalnih kompleksa. Prema kvantitativno-genetickoj teoriji,
razvojno i funkcijski povezane osobine visoko su korelisane i zajedno evoluiraju
(Lande i Arnold, 1983). Razvojno i funkcijski povezane osobine odlikuje
koordinisana selekcija i zajedni¢ko nasledivanje, za razliku od razvojno i
funkcijski nezavisnih osobina koje ostaju relativho nekorelisane. Fenotipske
korelacije predstavljaju dobru aproksimaciju geneti¢kih korelacija (Cheverud,
1984, 1988) i ustanovljen je visok stepen sli¢nosti izmedu strukture razvojne i
funkcijske integracije i strukture fenotipskih i genetickih korelacija (Cheverud,
1996).

Koncept modularnosti je blisko povezan sa konceptom integracije.
Modul predstavlja relativho autonoman entitet sa visim stepenom unutrasnje
integracije u odnosu na povezanost sa drugim entitetima (modulima) istog
sistema (Cheverud, 1996; Raff, 1996; Wagner, 1996; Bolker, 2000; Klingenberg,
2004, 2005, 2008; Ivanovic i Kalezi¢, 2013).

Kao sto je Wagner (1995, 1996) pokazao, moduli se mogu posmatrati kao
delovi organizma sacinjeni od osobina koje kovariraju zbog geneticke
plejotropije i razvojnih interakcija. Ovaj tip modularnosti, koji su Wagner i
Mezey (2003) nazvali varijacionom modularnos¢u, predstavlja savremeni
konceptualni okvir za razumevanje integracije u morfoloskim strukturama.
Kovariranje struktura je ,neophodno” kod sloZenih organizama zbog potrebe
za zadrzavanjem primerenog odnosa velicine i oblika struktura tokom
ontogenije i ukupnog opsega fenotipske varijabilnosti. Kovarijaciona struktura
nastaje kada geneticki i sredinski izvori variranja uticu razli¢ito na postojece

morfoloske strukture. Ukoliko su sve strukture podjednako obuhvacene, tada



integracija postoji ali nije struktuirana. Ovo se moze desiti kad veli¢ina i
izometrijski rast predstavljaju jedine uzroke variranja. Sa druge strane, ukoliko
je variranje morfoloske strukture po tipu slucajnosti tada nema integracije.
Kovarijaciona struktura oslikava organizaciju organizama u setove struktura ili
osobina koje imaju zajednicki razvojni ili geneticki uticaj pa se moze reci da je
kovarijaciona struktura odredena varijacionom modularno$éu organizma.
Smatra se da je modularna organizacija bioloskih entiteta osnova pojave
slozenih adaptacija, time Sto relativnha nezavisnost modula omogucava da
moduli, evoluiraju razli¢itim brzinama i u razli¢itim pravcima (Ivanovié¢ i
Kalezi¢, 2013). Prisustvo varijacionih modula omogucava, sa jedne strane, da
mutacija koja poboljsava funkciju jednog modula nema negativan plejotropni
efekat na druge module jedne bioloske celine, i sa druge stane, omogucava
evoluciju na razli¢itim nivoima bioloske organizacije, a da pri tome ne dode do
naru$avanja integracije visih nivoa organizacije (Klingenberg, 2005; Miiller,
2007). Poznat primer je pentadaktilni ekstremitet kopnenih ki¢menjaka, u
okviru koga su relativno ceste evolucione promene pri ¢emu se zadrzava
njegov osnovni morfotip (Kemp, 2007).

Modularna organizacija je prisutha na svim nivoima bioloske
organizacije pri ¢emu pripadnost jednom modulu ne iskljucuje ucesée i u
nekom drugom modulu. Takode, postoji vise kriterijuma odredenja modula u
evolucionoj morfologiji, pri ¢emu nijedan od kriterijuma ne karakterise modul u
potpunosti tako da ne postoje opste prihvacene definicije modula (Bolker, 2000;
Winther, 2001; Eble, 2005; Rieppel, 2005; Ivanovi¢ i Kalezi¢, 2013). Neki od
mogucih kriterijuma modula su sledeci: specificna geneticka osnova,
konzervativizam na nivou individualnog razviéa, stepen medusobne
povezanosti elemenata modula, specificnost modula u pogledu njihovih
promena tokom ontogenije i filogenije grupa.

Integracija i modularnost povezuju razvice i evoluciju na dva osnovna
nacina. Prvi se odnosi na veze izmedu osobina i njihovih zajednickih razvojnih

uticaja (Cheverud, 1982; Wagner, 1996). Medutim, kod slozenih struktura veliki



broj razvojnih procesa utice na kreiranje krajnje kovarijacione strukture (Cooper
i sar.,, 2007). Na taj nacin je fenotipska varijabilnost (koja je prisutna za
delovanje prirodne selekcije) struktuirana varijabilno$¢u razvojnih procesa. Ovi
procesi produkuju ose kovariranja koje rezultuju u linijama najmanjeg otpora
(engl. lines of least resistence), duz kojih grupa karaktera/osobina moze varirati
koordinisano (Olson i Miller, 1958; Klingenberg, 2010a). Medutim, kumulativno
delovanje procesa razvi¢a moze da dovede do promena obrazaca kovarijacionih
odnosa karaktera, pa se obrasci modularnosti i integracije na razli¢itim
ontogenetskim stupnjevima ne moraju podudarati. Posto ne postoji direktna
relacija izmedu genetickih, razvojnih i funkcijskih modula, obrasci
modularnosti i integracije na adultnom stupnju predstavljaju sumu svih
prethodnih procesa (,palimpsest”) ¢iji su se uticaji na kovarijacionu strukturu
preklapali, brisali, ponovo uspostavljali i time menjali jedan drugom efekat
(Hallgrimsson i sar., 2009).

Drugi nacin na koji integracija i modularnost povezuju razvice i evoluciju
predstavio je Ceverud koji je u seriji radova (Cheverud, 1982, 1984, 1996) dogao
do generalne teze da preko selekcije koja deluje na geneticke i razvojne
karakeristike plejotropije funkcionalna integracija vodi ka genetickoj integraciji
Sto sa druge strane vodi do razvojne integracije. Ta¢nije, selekcija favorizuje
pojavu razvojne arhitekture u kojoj funkcionalno povezane osobine reaguju na
koordinisan na¢in. Ceverudova centralna teza predvida da cée selekcija
favorizovati razvojne procese koji produkuju ujednaceno variranje izmedu
funkcionalno povezanih osobina. MoZze se pretpostaviti da vrste koje koriste
oba seta ekstremiteta za kursorijsko kretanje imaju vece kovariranje izmedu
homologih elemenata u prednjim i zadnjim ekstremitetima, nego vrste kod
kojih su ekstremiteti izmenjeni zbog funkcije. Kao $to su pokazali Young i
Hallgrimsson (2005), ova pretpostavka je tacna kod sisara.

Morfoloska integracija, koja uti¢e na pravac, ali ne i na nivo fenotipske
varijabilnosti, moze se posmatrati kao faktor koji ogranicava ili kao faktor koji

omogucava evoluciju morfoloskih struktura (Pigliucci, 2003; Porto i sar., 2009;



Klingenberg, 2010a). Tako je eksperimentalno utvrdena veza izmedu promena
na morfoloskom nivou pod uticajem stresa i stepena integracije; vece promene
su karakteristicne za module sa niZim stepenom integracije i obrnuto, module
sa visim nivoom funkcijske i morfoloske integracije odlikuju manje morfoloske
promene (Badyaev i Foresman, 2000). Medutim, u nekim drugim sluc¢ajevima
morfoloska integracija moze da omoguci evolucionu promenu morfoloskih
celina time Sto ¢e povecati nivo adaptacija na uslove Zzivotne sredine, ili ce
povecati nivo integrisanosti procesa razvica (Badyaev i Foresman, 2000).

Smatra se da modularna organizacija bioloskih sistema povecava njihov
evolucioni potencijal tj. sposobnost za evolucione promene(Wagner i Altenberg,
1996). Istrazivanja na lobanji karnivora i primata su pokazala da integracija
karaktera unutar modula uti¢e na smanjenje varijabilnosti tih karaktera i time
sposobnosti njihove evolucije (Goswami i Polly, 2010). S druge strane, pokazano
je da su promene u okviru dva modula skeletnog sistema (lobanja i vratni deo
ki¢menice naspram ostalog dela skeleta) tokom evolucije pterodaktila,
omogucila adaptivnu radijaciju ove grupe (Lii i sar., 2010). Po navodima Carroll
(2001), modularnost je omogucdila izrazitu morfolosku slozenost i evolucionu

diverzifikaciju visecelijskih Zivotinja.

1.1.1.3. RAZVOJNA OGRANICENJA

Za vedinu savremenih evolucionih biologa, najprihvatljivija definicija
ontogenetskih ograni¢enja jeste sklonost, ka stvaranju nekih varijanti fenotipova
ili postavljanje granica fenotipskoj varijabilnosti, koje uzrokuju struktura,
karakter, kompozicija ili dinamika sistema razvi¢a (Alberch, 1982; Maynard-
Smith, 1985). Uspostavljeni sistemi razvi¢a, mogu ogranicavati smer i opseg
evolucionih promena, na duze ili krace staze. Neka ogranicenja su fizicka
predstavljaju¢i nemoguce geometrije tj. oblike, dok su druga ogranicenja
funkcionalna. Ova ograni¢enja daju objasnjenja zasto neke morfoloske celine, a

ne neke druge, postoje u evoluciji neke grupe.



Postoji nekoliko linija dokaza koji ukazuju na postojanje razvojnih
ograni¢enja (Schwenk, 1995): razli¢ita brzina evolucije karaktera u odredenoj
tilogenetskoj liniji (fenomen koji je poznat kao mozaicka evolucija), limitirani
opseg fenotipova koji postoje u prirodi (fenomen koji se moze oznaciti i kao
nepotpuno popunjavanje morfoloskog prostora (Alberch, 1982)), razlike koje
postoje poredenjem postojecih fenotipova sa teorijski optimalnim fenotipom
(Schwenk, 1995), tendencija ka limitiranom broju promena kada se embrioni
tretiraju sa teratogenima ili su predmet genetskih manipulacija (Alberch, 1989).
U svim navedenim slucajevima postoji razlika izmedu opaZzenih frekvencija
karaktera i ocekivanih vrednosti $to ukazuje na specificnu ulogu razvojnog
sistema u kreiranju prisutne varijabilnosti (Richardson i Chipman, 2003).

Tradicionalna podela ontogenetskih ograni¢enja procesa evolucije
zasniva se na tri kategorije - fizicka, morfogenetska i filogenetska ogranicenja.
Fizicka ili mehani¢ka ograni¢enja podrazumevaju da odnosi mehanike,
hidraulike, difuzije i fizicke potpore izmedu razli¢itih telesnih delova i funkcija
zavise od fizi¢kih zakona. Morfogenetska ograni¢enja zasnivaju se na pravilima
morfogenetske konstrukcije tj. na¢inima na koje se regulise diferencijacija celija i
tkiva, odnosno razvice pojedinih delova tela. Zahvaljujuci ovim pravilima, neki
putevi modifikacije fenotipova postaju znatno manje verovatni od drugih. Na
primer, iako su se ekstremiteti kicmenjaka menjali na razlicite nacine tokom 300
miliona godina evolucije, neki pravci promena nikada nisu uoceni, recimo,
srednji prst nikada nije krac¢i od ostalih prstiju. Filogenetska ogranicenja
predstavljaju rezultat evolucije gena koji su direktno odgovorni za konstrukciju
odredene fenotipske forme ili telesnog sklopa. Ovde se pre svega misli na Hox
gene koji imaju centralnu ulogu u razvicu tj., u aktivaciji, usmeravanju,
odredivanju mesta odigravanja razvojnih procesa i telesnih osa. Jedan od
zanimljivih primera filogenetskog ogranicenja je smanjena varijabilnost u
ekstremitetima kod marsupialnih sisara. Iako se placentalni sisari odlikuju
velikom raznovrsnos¢éu u formi ekstremiteta (ekstremiteti sa kandzama,

ekstremiteti modifikovani u krila, ekstremiteti u obliku vesla, peraja,



ekstremiteti ¢oveka), kod marsupialnih sisara ekstremiteti izgledaju medusobno
sli¢no. Sears (2004) je utvrdila da je neophodnost fetusa da dopuzi do majcine
torbe dovela do ograni¢enja u razvoju ekstremiteta koji podrazumeva brzi
razvoj muskulature i hrskavice ekstremiteta. Takode, posto geni dobijaju nove
uloge tokom evolucije, oni mogu biti aktivni u viSe razli¢itih modula, ¢ineci
promenu slozenijom. Galis (1999) i Galis i Metz (2001) u razli¢itim studijama su
dali objasnjenje postojanja samo sedam vratnih préljenja kod sisara. Po njima,
uspostavljanje veze Hox gena, koji su specificni za ove prsljenove, sa
proliferacijom stem celija, je dovelo do prisutnog ogranicenja u broju prsljena
(promena u ekspresiji Hox gena bi mogla da dovede do promene u regulaciji
proliferacije stem celija).

Ogranicenja se ne mogu razmatrati samo u negativnhom kontekstu, kao
limitiraju¢i faktori fenotipskog variranja, ve¢ mogu omoguditi nastanak
evolucionih novina. Te specifi¢ne fenotipske promene odreduje modifikacija
sistema razvica, preko efekta praga (engl. threshold effect) koji se ispoljava posle
akumulacije dovoljnog broja malih promena, koje su se kontinuirano odigravale
tokom razvica u dovoljno dugim vremenskim intervalima (Muller i Newman,
2005). Poznati primeri su evolucija/pojava direktnog razviéca u mnogim
grupama (Raff, 1992; Hanken i sar., 1997), u kojima je doslo do razbijanja
(disocijacije) osnovnih ograni¢enja tokom ranog razvi¢a. Uspostavljanje novih
transformacija i u razvojno ogranicenom sistemu, mozZe stvoriti nove adaptivne
prostore i omoguciti adaptivnu radijaciju koja nije bila moguca ranije (Muller i
Wagner, 1991). Morfoloske novine ne nastaju slu¢ajno ve¢ su obi¢no povezane
sa nekom sredinskom promenom ili heterogenim ekoloskim uslovima. Tako je
nastanak najveeg broja grupa marinskih beski¢menjaka povezan sa
promenama nivoa vode, tj. blizinom ili udaljavanjem od obale (Jablonski, 2005).
Takode, pojave kao $to su hiperfalangija kod grupe Cetacea ili transformacija
krljusti reptila u pera (Prum, 1999), predstavljaju novine koje su omogucile brzu
radijaciju datih grupa u prethodno nepopunjene ekoloske nise. Tako se

razvojna ogranienja ne mogu samo posmatrati u kontekstu limitiranja
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varijabilnosti morfoloskih formi u prirodi, ve¢ i kao vazan faktor u stvaranju

novina (Hall, 1996; Wagner i Muller, 2002; Richardson i Chipman, 2003).

1.1.2.1. HETEROHRONIJA

Heterohronija je ¢esto analizirana kao primer razvojnih ogranicenja, i
uklju¢uje promene u vremenu i brzini procesa razvica karakteristika potomaka
u odnosu na pretke. MoZe se dogoditi na bilo kom nivou bioloske organizacije,
uklju¢ujuéi i molekulske i celijske nivoe, kao i na bilo kom stupnju
ontogenetskog razvica. Izduzeni prsti u ekstremitetima delfina su rezultat
heterohroni¢ne promene u ekspresiji Fgf8, vaznog parakrinog faktora u razvoju
ekstremiteta (Richardson i Oelschlager, 2002). Takode, kod vrste gustera roda
Hemiergis koji ukljucuje vrste sa tri, Cetiri i pet prstiju, broj prstiju je regulisan
duZinom vremena aktivnosti gena Shh - Sonic hedgehog u zoni polarizovane
aktivnosti u zacetku ekstremiteta. Kraca duzina Shh ekspresije je povezana sa
manjim brojem prstiju (Shapiro i sar., 2003). Heterohroni¢ne promene mogu
postojati i na intraspecijskom nivou (u slucaju polifenizma ili fenotipske
plasti¢nosti, Reilly i sar., 1997, Richardson i sar., 2009) ili ¢ak na individualnom
nivou, kada dolazi do promena u vremenu i brzini formiranja serijski
homologih morfoloskih celina (Richardson i sar., 2009).

Termin heterohronija potic¢e od poznatog biologa 19. veka Ernsta Hekela
koji je ovim terminom oznacio odstupanja od rekapitulacije (Russell, 1916).
Heterohronija pocinje da dobija naznake moderne definicije u radu Gavin
Rylands de Beer (1958), koji je odbacio koncept rekapitulacije i filogenije kao
jedini fokus komparativne biologije razvi¢a. Takode, on je demonstrirao da
vazne evolucione novine mogu ali i ne moraju biti prisutne kod adultnih jedinki,
a da se heterohroni¢ne promene mogu desiti na bilo kom stupnju ontogenije
(Smith, 2002). Ipak, savremen pogled na odnos razvica i evolucije postavili su
Gould (1977) i Alberch i sar. (1979), koji su koncept heterohronije uvrstili u

jednu od modernih paradigmi danasnje evolucione biologije.
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Heterohronija se smatra vaznim evolucionim mehanizmom koji dovodi
do morfoloskih promena, kod svih grupa Zivotinja i na razli¢itim stupnjevima
razvica. Studije vezane za heterohroni¢ne promene su se do skoro bazirale
samo na razlikama u relativnim stopama rasta odredenih morfoloskih struktura
(McKinney, 1988). Ove promene se oznacavaju kao hetrohronija rasta (engl.
growth hetrerochrony) (Smith, 2001), i pored promena u stopi rasta, ukljucuju i
promene u vremenu pocetka i kraja diferencijacije morfoloskih struktura. U
poslednje vreme heterohronija se vezuje za promene u relativnom vremenu
pojave odredenih dogadaja (sekvenci) u razvi¢u potomacke grupe u odnosu na
predacku grupu (Richardson, 1995; Smith, 2001). Treca vrsta heterohroni¢nih
promena obuhvata promene vremena ekspresije gena. Krace vreme ekspresije
gena Sonic hedgehog (SHH), koji kodira intracelularne signalne molekule (Sonic
hedgehog (Shh)), dovodi do smanjenja broja prstiju ekstremiteta kod filogenetski
bliskih vrsta gustera australijskog roda Hemiergis spp. (Shapiro i sar., 2003).

Komparativne analize promena tokom ontogenije su od posebne vaznosti
za razumevanje evolucionih mehanizama promena fenotipa putem
heterohroni¢nih promena, kao i uticaj ontogenetskih ograni¢enja (Webster i
Zelditch, 2005, Piras i sar., 2011). Ontogenetske promene tokom individualnog
razvica jedinki, predstavljaju kontinuiran sled morfoloskih transformacija, ¢ije
faze ne slede samo jedna drugu u prostoru i vremenu, vec je za pojavu naredne
faze neophodno odigravanje prethodne faze (usmerenost i konzervativnost
ontogenije) (Ivanovi¢ i Kalezi¢, 2013). Morfoloske promene tokom
individualnog razvicéa mogu se graficki prikazati ontogenetskim putanjama
(Alberch i sar., 1979). Putanje su definisane osnovnim parametrima morfoloskih
struktura: vremenom diferencijacije (inicijacija i terminacija), veli¢inom i
oblikom. Promene veli¢ine i oblika morfoloskih struktura najcesée su uslovljene
njihovim alometrijskim odnosima, dok promene u vremenu diferencijacije
mogu biti vezane za promene u pocetku diferencijacije (inicijacija) i zavrsetku

diferencijacije (terminacija).
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Do heterohroniénih promena moze do¢i promenama u vremenu
diferencijacije (ranijom ili kasnijom inicijacijom i terminacijom), kao i
povecanjem ili smanjenjem stope rasta. Na taj se nacin ontogenetske putanje
mogu skracivati ili produzavati, mogu promeniti pravac, ili menjati svoj polozaj,
zadrZzavajudi isti pravac - lateralna transpozicija ontogenetske putanje. Promena
pravca potomacke u odnosu na predacku ontogenetsku putanju ukazuje na
promene dinamike razvi¢a morfoloske strukture drugacijim stopama rasta, ili
na promene poloZaja koje su posledice promena kontrolnih parametara tokom
ranih faza razvica. Isti pravac ontogenetskih putanja, ukazuje na zadrzavanje
predacke ontogenetske putanje morfoloskih celina (Klingenberg, 1998).

Razlicita istrazivanja su pokazala da su promene u duzini putanja, kao i
lateralne transpozicije putanja, ceS¢e nego promene pravca ontogenetskih
putanja. Ontogenetske putanje su u izvesnoj meri elasti¢ne, tako da u nekim
slucajevima, i pored promena razli¢itih parametara, ne mora doé¢i do promene
fenotipa. Razlog je postojanje povratnih sprega izmedu kontrolnih parametara
ontogenetskih putanja. Takode, cesto nije lako odvojiti pojedinac¢ni efekat
promene u kontrolnim parametrima ontogenetskih putanja. Male promene u
kontrolnim parametrima tokom pocetnih faza razviéa mogu da dovedu do

znatnog menjanja morfoloskih celina .

1.2. VELIKI MRMOLJCI KAO MODEL ORGANIZMI

Veliki krestasti mrmoljci predstavljaju vazne model organizme za
istrazivanja u oblasti morfoloske integracije i razvojnih ogranicenja, posebno
ako se anliziraju ekstremiteti. Sa jedne strane to je grupa blisko srodnih vrsta sa
poznatim filogenetskim odnosima, koje imaju razli¢ite preference prema
akvati¢noj/terestri¢cnoj sredini; tac¢nije, neke vrste su vise akvaticne sa
izduZenim telom i kratkim nogama, dok su druge vrste viSe terestri¢ne sa
snaznim telom i dugim nogama. Takode, kao grupa sa slozenim Zzivotnim

ciklusom koji podrazumeva postojanje akvati¢ne larve koja procesima
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metamorfoze postaje terestri¢na juvenilna jedinka, sto kada su ekstremiteti u
pitanju, otvara pitanje razli¢itih odnosa, uticaja i ogranicenja sredinskih faktora
i ontogenetskih putanja tokom razvica.

Veliki mrmoljci pripadaju grupi evropskih mrmoljaka. U taksonomskom
pogledu, ova monofiletska grupa odreduje se kao nadvrsta (Artenkreis)
Triturus cristatus superspecies (Arntzen i sar., 2007). Grupu velikih krestastih
mrmoljaka ¢ine pet vrsta roda Triturus sa parapatrickom distribucijom i
hibridizacijom u zonama kontakta (Espregueira Themudo i sar., 2009):

o T. cristatus (Laurenti 1768) - obi¢an veliki mrmoljak,

o T. dobrogicus (Kiritzescu 1903) - podunavski veliki mrmoljak,
e T karelinii (Strauch 1870) - dugonogi veliki mrmoljak

e T. carnifex (Laurenti 1768) - zapadni glavati mrmoljak,

e T. macedonicus (Karaman 1922) - isto¢ni glavati mrmoljak.

Pretpostavka je da se njihova radijacija desila pre 10-12 miliona godina u
relativno kratkom vremenskom razdoblju. U to vreme su se pojavljivale glavne
geografske barijere izmedu vrsta (Arntzen i sar., 2007; Espregueira Themudo i
sar., 2009). Po poslednjim analizama radenim na nuklearnim i mitohondrijalnim
genima, utvrdeno je da se vrsta T. karelinii nalazi u osnovi stabla, dok ostalu
grupu ¢ine preostale cetiri vrste. U toj grupi se odvaja klada T. dobrogicus od
ostalih vrsta i zatim T. cristatus od grupe sestrinskih vrsta T. macedonicus i T.
carnifex (Espregueira Themudo i sar., 2009; Wielstra i Arntzen, 2011). Najnovija
istraZzivanja geneticke varijabilnosti bazirana na mitohondrijskoj DNK ukazuju
na postojanje dodatnih filogenetskih klada unutar T. karelinii na prostoru Male
Azije (Wielstra i sar., 2010).

Areal grupe Triturus cristatus superspecies obuhvata vec¢i deo Evrope,
izuzev jugozapadnog dela Francuske, Iberijskog poluostrva, Irske, juzne Grcke i
ostrva Mediteranskog mora. Na severu, areal se pruza do Skandinavije i
Skotske, a na istoku do Kavkaza i centralne Azije. Balkansko poluostrvo je, ne
samo centar nastanka ove grupe, ve¢ i jedini prostor preklapanja areala

(posebno teritorija Srbije, Dzuki¢, 1993; Crnobrnja-Isailovic i sar., 1997; Kalezi¢ i
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sar., 1997, Arntzen i sar., 2007; Ivanovi¢ i Kalezi¢, 2013). Na Balkanskom
poluostrvu se susti¢u areali Cetiri vrste (T. cristatus, T. dobrogicus, T. karelinii i T.
macedonicus). U zonama prostornog kontakta dolazi do ogranicene hibridizacije
i introgresija (Wallis i Arntzen, 1989). Po svoj prilici, ove vrste su nastale skoro
istovremeno, $to se moze zakljuciti na osnovu politomije filogenetskog stabla
dobijenog na osnovu molekularnih (Arntzen i sar., 2007; Ivanovic i sar., 2008a;
Espregueira Themudo i sar., 2009; Wielstra i sar., 2010) i morfoloskih podataka
(Vukov, 2009). Istovremeni nastanak vrsta pruza veliku pogodnost
istraziva¢ima prilikom utvrdivanja stopa evolucionih promena razlic¢itih
karaktera genotipa i fenotipa posto je vreme trajanja evolucije priblizno isto kod
svih vrsta.

Veliki mrmoljci se odlikuju slozenim zivotnim ciklusom (Griffiths, 1996).
Uglavnom su vezani za Sumske ekosisteme, i to uglavnom listopadne, sa
staja¢im, ili sporotekué¢im vodama obrasle vodenom vegetacijom. Leto i zimu
provode na kopnu na vlaznim i senovitim mestima. Parenje se odigrava u
prolece, najcesce u manjim, staja¢im vodama (Dzuki¢, 1993), gde nakon slozene
svadbene igre, muzjaci polazu spermatofore koje Zenke prihvataju i unose u
kloaku. Zenke polazu u proseku oko 200 jaja lepe¢i ih na submerznu vegetaciju.
Embrionsko razvice traje dve do tri nedelje. Ovaj period je kriti¢an u razvicu
zbog prisustva balansnog letalnog sistema na prvom paru hromozoma Ssto
dovodi do smrtnosti oko 50% od ukupnog broja formiranih embriona
(homozigotni za prvi par hromozoma) (Wallace, 1994). Duzina larvenog
perioda traje nekoliko meseci, obicno do druge polovine leta. Larve
metamorfoziraju i juvenilne jedinke koje pri kraju jeseni napustaju vodu
najcesce prezimljavaju na kopnu. Polnu zrelost obi¢no dostizu izmedu druge i
¢etvrte godine Zivota, dok je prosec¢na starost adultnih jedinki od Sest do deset
godina (Miaud i sar., 1993, Kalezi¢ i Porovi¢, 1998, Olgun i sar., 2005). Veliki
mrmoljci su najveéi pripadnici evropskih mrmoljaka (prose¢na duzina tela
zenki oko 15 cm, i muZjaka oko 12 cm). Odlikuju se prisustvom polnog

dimorfizma u veli¢ini tela (Ivanovi¢ i sar., 2008c), kao i prisustvom vise
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sekundarnih seksualnih karakteristika kod muZzjaka u vreme parenja (kozni
nabor i plavicaste pruge na bo¢nim stranama repa).

Ono sto velike krestaste mrmoljke ¢ini interesantnim model
organizmima u evolucionim istrazivanjima je i slican obrazac variranja ¢itavog
niza fenotipskih karakteristika: variriranje u obliku i veli¢ini tela (Arntzen i
Wallis, 1999; Wielstra i Arntzen, 2011, Vukov i sar.,, 2011), broju prsljena
(Crnobrnja-Isailovi¢ i sar., 1997; Arntzen i Wallis, 1999, Lanza i sar., 2010),
obliku lobanje (Ivanovi¢ i sar., 2007, 2008a), skeletu ekstremiteta (Ivanovic i sar.,
2008b), i veli¢ini mozga (Vukov i sar., 2007), kao i u karakteristikama jaja,
odlikama zivotne istorije, razviéa i ontogenetskim promenama u obliku na
larvenom stupnju (Furtula i sar., 2008, Cvijanovic i sar., 2009, Ivanovi¢ i sar.,
2011). Ovo variranje ima specificnu pravilnost koja se odrazava klinalnom
distribucijom, sa vrstom T. dobrogicus na jednom kraju, vrstom T. cristatus sa
sredisnjim poloZajem i vrstama T. carnifex i T. macedonicus, i T. karelinii, na
drugom kraju kline. Opisani obrasci fenotipskog variranja u velikoj meri prate,
za vrste specificne ekoloske faktore, pre svega odnos duzine akvati¢ne i
terestricne faze godisnjeg ciklusa. Najakvati¢nija vrsta je T. dobrogicus sa
periodom od Sest meseci u vodenom stanistu, slede vrste, T. cristatus sa
periodom od pet meseci, T. macedonicus i T. carnifex sa Cetiri meseca i T. karelinii
sa svega tri meseca godisnje (Wielstra i Arntzen, 2011). Takode, postoji izrazena
korelacija izmedu ekologije vrste i oblika/forme tela. Najakvati¢nija vrsta, T.
dobrogicus, ima izduzeno telo i male ekstremitete pogodne za kretanje u vodenoj
sredini, dok zdepasto telo vrsta T. karelinii, T. macedonicus i T. carnifex, sa dugim

i dobro razvijenim ekstremitetima, viSe odgovara lokomociji na kopnu.
1.3. EKSTREMITETI KAO MODEL SISTEM
Ekstremiteti repatih vodozemaca (Caudata) sluze kao «prirodna

laboratorija» za probleme morfoloske evolucije (Shubin i Wake, 2003) i koriste

se kao model sistem u razli¢itim evolucionim i razvojnim studijama (Hanken,
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1983; Vogl i Rienesl, 1991; Rienesl i Wagner, 1992; Shubin i Wake, 1996; Shubin,
2002; Gvozdik i van Damme, 2006).

1.3.1.3. OSNOVNA GRAPA I VARIJABILNOST EKSTREMITETA

Parni ekstremiteti tetrapoda imaju zajednicki osnovni plan grade i ¢ine ih
tri skeletna segmenta: 1. stylopodium (humerus u prednjim, femur u zadnjim
ekstremitetima), 2. zeugopodijum (ulna i radius u prednjim ekstremitetima,
tibia i fibula u zadnjim ekstremitetima) i 3. autopodium (nastaje iz tri zone
kondenzacije: preaksijalne zone (radiale/tibiale, element y), centralne zone
(intermedium, centrale, ulnare/fibulare) i digitalnog luka (bazalni element
(engl., basal commune) , distalni karpalni i tarzalni elementi , falange prstiju).

Repati vodozemci igraju centralnu ulogu u diskusijama o evoluciji
ekstremiteta tetrapoda zbog razvica koje je kod ove grupe drugacije u odnosu
na ostale tetrapode, bezrepe vodozemace, i amniote. Razlike se odnose na nacin
na koji se formiraju skeletni elemenati (engl. patterning of skeletal elements)
putem procesa rane kondenzacije i hondrifikacije mezenhimskih celija koje
zatim daju individualne segmente ekstremiteta. Posle kondenzacije elemenata
stilopodiuma (humerus/femur), nastaje kondenzacija oblika slova Y od koje
nastaju elementi zeugopodijuma, ali za razliku od ostalih tetrapoda, kod
repatih vodozemaca preaksijalni elementi (radius/tibia) uvek prednjace u
razvoju u odnosu na razvoj postaksijalno poloZenih elemenata (ulna/fibula).

Sledeca razlika je razvice distalno polozenog mesopodijalnog elementa
kao nezavisne kondenzacije pre nastanka proksimalnih elementa. Ovo je
povezano sa ranom pojavom bazalnog skeletnog elementa (engl. basale commune)
i spajanjem distalnog karpalnog / tarzalnog elemenata 1 i 2, poznate samo kod
grupe repatih vodozemaca (Caudata) (Shubin i Wake, 2003) i fosilnog roda
Gerobatrachus (Amphibamidae) ranog Perma (Anderson i sar., 2008).

Ostali karpalni/tarzalni elementi se formiraju od vise proksimalno

rasporedenog mezenhimalnog produzenja, dok formiranje digitalnog luka ide u
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postaksijalnom pravcu sa rasporedom u nastanku prstiju: I-I-III-IV(-V).
Suprotno od ostalih tetrapoda, repati vodozemci pokazuju specificnu ili
posebnu preaksijalnu dominantnost u obrascu skeletogeneze ekstremiteta.
Takode, ova obrnuta polarnost nije samo prisutna tokom razvica ekstremiteta,
ve¢ je izrazena i u razvojno/evolucionom gubitku prstiju kod nekih vrsta
repatih vodozemaca (Alberch i Gale, 1983; Stopper i Wagner, 2007).

Brojne odlike razvica ekstremiteta repatih vodozemaca su stabilne i
mogu se uociti kod svih repatih vodozemaca. Te odlike uklju¢uju ranije razvice
elemenata radius/tibia u odnosu na odgovarajuce postaksijane zeugopodijalne
elemente, rano formiranje bazalnog elementa u prednjim i zadnjim
ekstremitetima, kao i smer diferenciranja prstiju od preaksijalnih (prvi i drugi
prst) ka postaksijanim prstima (treci, ¢etvrti i peti prst) (Shubin i Alberch, 1986;
Shubin i Wake, 2003). Generalno, danas je prihvacena hipoteza o evoluciji
preaksijalne dominacije u razvi¢u ekstremiteta repatih vodozemaca, vezana za
njen nastanak kao larvene adaptacije, olaksavajuc¢i interakciju slobodno
plivajuce larve i spoljasnje sredine, dok se u isto vreme ekstremiteti koriste za
kretanje i uporedo tece njihov razvoj (Schmalhausen, 1910; Vorobyeva i
Hinchliffe, 1996; Shubin i Wake, 2003).

Drugi aspekti razvica ekstremiteta kod repatih vodozemaca su mnogo
varijabilniji. Varijabilnost u okviru ove grupe prevazilazi utvrdenu varijabilnost
bilo koje grupe tetrapoda (Shubin i Alberch, 1986; Blanco i Alberch, 1992;
Vorobyeva i Hinchliffe, 1996; Shubin i Wake, 2003; Franssen i sar., 2005;
Frobisch, 2008).

1.3.1.3. FILOGENETSKA VARIJABILNOST
Evolucija ekstremiteta repatih vodozemaca je isla u pravcu redukcije
kako u broju mesopodialnih elemenata, tako i u broju prstiju. Bazalne grupe

(kao sto su Hymnobiidae i Cryptobranchidae) se odlikuju veéim brojem kostanih

elemenata, kao i velikom interspecifiécnom i intraspecifi¢c(nom varijabilnoscu (sa
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prisustvom pleziomorfnih elemenata koji su izgubljeni u standardnim
aranzmanima drugih repatih vodozemaca (kao $to su: postminimus, prepollex,
prehallux). Novine u dizajnu ekstremiteta retko uklju¢uju nastanak novih
elemenata, ve¢ su ¢e$¢e promene u broju, obrascu ili organizaciji postojec¢ih
hrskavic¢avih kondenzacija (od lokalne redukcije karpalnih/tarzalnih elemenata
do gubitka elemenata ekstremiteta ili celog ekstremiteta, kao Sto je slucaj sa
familijama kod kojih se srece redukcija razli¢itog stepena: Sirenidae, Proteidae,
Amphiumidae). U okviru familije Salamandridae postoji varijabilnost osnovnog
obrasca grade ekstremiteta. U prednjim ekstremitetima naj¢es¢e odstupanje od
standardnog obrasca je fuzija/spajanje kostiju ulnare i intermedium (kod vrsta
rodova Taricha i Triturus (Rienesl i Wagner, 1992; Zaffaroni i sar., 1992; Shubin i
sar., 1995). U zadnjim ekstremitetima se najvaZnije variranje odnosi na gubitak
petog prsta kod vrste Salamandrina terdigitata, kao i fuzija distalnih tarzalnih
elemenata 4 i 5, kod vrsta rodova Cynops, Euproctus i Triturus. Broj falangi u

prstima je 1-2-3-2 i 1-2-3-3-2,

1.3.1.3. ONTOGENETSKA VARIJABILNOST

Osnovni izvor ontogenetske raznovrsnosti ekstremiteta su razlike u
vremenu pojave ekstremiteta i prstiju, koji variraju izmedu razlicitih vrsta u
zavisnosti od reproduktivne ekologije, tacnije ekologije larvene faze. Repati
vodozemci sa larvom koja se razvija u barama pokazuju izrazenu razliku u
vremenu pojave prednjih u odnosu na zadnje ekstremitete, sa prednjim koji se
razvijaju danima pre pojave zadnjih ekstremiteta. Kasnjenje je manje izrazeno
kod vrsta cije se larve razvijaju u brzacima, a jos manje kod grupa koje imaju
direktno razviée (Blanco i Alberch, 1992; Wake i Shubin, 1998; Vorobyeva, 2009;
Shubin i Wake, 2003). Razlike u vremenu pojave prednjih u odnosu na zadnje
ekstremitete su poznate kod mnogih grupa tetrapoda (Bininda-Emonds i sar.,
2007), ali su posebno iztrazene kod grupe repatih vodozemaca. DuZina

vremenskog perioda izmedu pojave zacetaka prednjih i zadnjih ekstremiteta je
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veoma razli¢ita u grupi repatih vodozemaca, pa je vreme kod vrste Pleurodeles
waltl (Gallien i Durocher, 1957) oko 20 dana, a kod vrsta familije Pletodontoidae
sa direktnim razviéem, samo 1 do 4 dana.

Izrazeno variranje u vremenu diferencijacije prstiju je takode
karakteristicno za ovu grupu. Umesto istovremenog nastanka prstiju sa
specificnom fazom u obliku vesla, kroz koju prolaze pri nastanku prsti bezrepih
vodozemaca i amniota, prsti repatih vodozemaca, sa slobodno plivajuéim
larvama, nastaju svaki zasebno sa razvojem koji te¢e uporedo sa njihovim
koris¢enjem, dok larva pliva u interakciji sa sredinom koja je okruzuje. Razvice
drugog i prvog prsta je znacajno ubrzano u poredenju sa ostalim prstima.
Redosled formiranja prstiju kod repatih vodozemaca sa direktnim razvi¢em je
slicnije amniotama i bezrepim vodozemcima i to u pogledu faze oblika vesla i
istovremenog razvoja prstiju autopodijuma, mada i dalje sa jasnim

preaksijalnim polaritetom (Franssen i sar., 2005).

1.3.1.3. MOLEKULARNI ASPEKTI RAZVICA EKSTREMITETA

Klju¢ni signalni centri koji kontrolisu diferencijaciju skeletnih elemenata,
kao sto su apikalni ektodermalni greben (engl. apical ectodermal ridge (AER)) i
zona polarizovane aktivnosti (engl. zone of polarizing activity (ZPA)), su prisutne
kod repatih vodozemaca. Medutim, iako su mnogi aspekti razvica
konzervativni, postoje i brojne razlike. IzraZena razlika je odsustvo morfoloski
definisanog AER-a (Tank i sar.,, 1977). Kod tetrapoda, zgusnuta kapa koju
sac¢inja viSe slojeva epitelijalnih celija, predstavlja mesto lucenja veceg broja
razli¢itih markera, ukljucujuci Fgfs, koji formira povratni krug sa Shh u zoni
ZPA, ucestvujuéi u umnoZavanju i rastu zacetka ekstremiteta. Kod repatih
vodozemaca, epidermis ima ulogu AER -a i po svemu sudeci obavlja njegovu
ulogu, ali mu nedostaje diferencijacija celija kape (Bryant i Muneoka, 1986;
Torok i sar., 1999). Osnovni geni koji su ukljuc¢eni u formiranje ekstremiteta

(engl. limb patterning) su identifikovani i kod repatih vodozemaca, pretezno sa
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ciliem da se uporedi njihova uloga u normalnom razvi¢u sa ulogom u procesu
regeneracije ekstremiteteta. Geni ukljuceni u specifikaciju identiteta prednjih
odnosno zadnjih ekstremiteta su isti kao i kod ostalih tetrapoda: Ptx 1 i Tbx4 za
prednje i Tbx5 za zadnje ekstremitete. Dalji razvoj je iniciran i regulisan na isti
nacin u oba ekstremiteta. SloZena serija genskih interakcija, koja ukljucuje veliki
broj povratnih sprega, podstice i odrzava rast ekstremiteta (Dudley i Tabin,
2000). Proksimo-distalni razvoj stilopodijuma, zeugopodijuma i autopodijuma
je takode slican u oba ekstremiteta, sa odluc¢uju¢im uticajem ili vremenom koje
¢elije provedu u zoni progresa (Wolpert, 2002) ili prostorne organizacije
(Dudley i sar., 2002) mezenhima u zacetku ekstremiteta. lako postoje razlicita
misljenja u pogledu mehanizama diferencijacije parnih ekstremiteta, zna se da
su Hox 9-13 paralogni geni (geni koji su duplirani veoma rano tokom evolucije
grupe) odgovorni za formiranje odgovarajuc¢ih segmenata parnih ekstremiteta
(Davis i sar., 1995), §to je i potvrdeno studijama sa genetickim ili fizi¢ckim
manipulacijama zacetaka ekstremiteta (Wolpert, 2002). Gardiner i sar. (1995) su
utvrdili da su obrasci delovanja Hoxa 13 i Hoxa 9 gena kod aksolotla sli¢ni sa
drugim tetrapodama i da ispoljavaju istu vremensku i prostornu kolinearnost.
Gen Hoxa 13 je ukljucen u struktuisanje distalnih elemenata i eksprimira se
kasnije i viSe distalno nego Hoxa 9 gen koji je uklju¢en u odredivanje vise

proksimalnih elemenata ekstremiteta.

1.5. INTEGRACIJA I MODULARNOST U EKSTREMITETIMA

Ekstremiteti tetrapoda su serijalno homologe strukture i njihovo razvice
je dobro prouceno. Zato oni sluze kao model za razumevanje evolucije
korelacione strukture i njenog odnosa prema zajednickim razvojnim faktorima.
Serijski homologe morfoloske strukture nastaju udvajanjem razvojnih programa
¢itavih modula, pri ¢emu do njihove ekspresije dolazi na razli¢itom mestu i/ili

u razli¢ito vreme. Udvajanje i divergencija u programima razvi¢a moze, ali i ne
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mora biti prac¢ena divergencijom u obliku i strukturi ovako nastalih morfoloskih
struktura. Pored ekstremiteta, poznati primeri serijski homologih struktura
ki¢cmenjaka su i zubi, rebra, ki¢meni prsljenovi, visceralni lukovi, nefroni
bubrega. Posto homologe morfoloske strukture dele istu geneticku osnovu i
programe razvica, ovakve strukture pokazuju i visok stepen morfoloske
integracije. Do disocijacije i individualizacije serijski homologih struktura dolazi
zbog razlika u vremenu i mestu diferencijacije, kao i razli¢itih sredinskih uticaja
i funkcijskih zahteva (Wagner i Altenberg, 1996). Grupe sa bifazi¢nim zivotnim
ciklusom, gde larveni, juvenilni i adultni stupanj imaju razli¢ite morfologije,
ekoloske sredine i preference, nacine ishrane i lokomocije, imaju posebno mesto
u izucavanju ontogenetskih promena morfoloske integracije.

Prema modelu koji su dali Hallgrimsson i sar. (2002), prednji i zadnji
ekstemiteti kao serijski homologe strukture koje imaju zajednicku geneticku
osnovu i razvojne puteve, ¢ine visoko integrisane celine. U ovom modelu
kovariranje je hijerarijski struktuirano izmedu veli¢ine tela, izmedu
ekstremiteta, u okviru ekstremiteta izmedu homologih elemenata i u okviru
elemenata. Ovaj model je saglasan sa morfoloskim podacima razlicitih studija
na sisarima i pticama. Hallgrimsson i sar. (2002) su na uzorku koga su ¢inili
fetalni miSevi i adultni rezus majmuni dobili statisticki znacajno kovariranje
izmedu homologih elemenata ekstremiteta u odnosu na kovariranje u okviru
ekstremiteta. Rezultati studija na pticama su takode saglasni sa modelom (Van
Valen, 1965a; Wright, 1968; Marcus, 1990; Magwene, 2001). Medutim,
kovariranje je vece u okviru ekstremiteta, a manje izmedu homologih elemenata.
Bez obzira na razlike, rezultati ovih studija su saglasni da razvojni faktori imaju
vaznu ulogu u struktuiranju kovarianja unutar/izmedu ekstremiteta. Ukoliko je
kovariranje ekstremiteta struktuirano zajedni¢ckim razvojnim faktorima
selekcija bi delovala na oba ekstremiteta na isti na¢in. Pa tako selekcija na
komponente proksimo-distalne organizacije ili rast jednog ekstremiteta bi
najverovatnije na slican nacin uticala i na drugi ekstremitet. Ovo kovariranje

moZe biti ograni¢eno ukoliko selektivha prednost promena u jednom

22



ekstremitetu proizvodi selektivho ,nepovoljnu” promenu u drugom
ekstremitetu. Ovo ne mora da bude slucaj u prirodi jer postoji ogromna
raznovrsnost ekstremiteta u pogledu veli¢ine, oblika i funkcije. Ova
raznovrsnost se ne odnosi samo na specijalizaciju prednjih u odnosu na zadnje
ekstremitete, nego i na odredeni element u ekstremitetima (izduZeni
autopodijalni element kod ljiljaka). Pretpostavka ovog modela je da
specijalizacija  ekstremiteta favorizuje redukciju kovariranja izmedu
ekstremiteta ili homologih elemenata (stilopodijuma, zeugopodijuma i
autopodijuma). Redukovano kovariranje (smanjena razvojna ogranicenja) bi
dozvolilo nezavisnu selekciju na morfologiju prednjih i zadnjih ekstremiteta,
¢ime se moze objasniti evolucija raznovrsnosti ekstremiteta. Takode,
kovariranje izmedu ekstremiteta bi trebalo da se smanji kao funkcija
specijalizacije ekstremiteta (Hallgrimsson i sar., 2002). Ova hipoteza takode
ukazuje da je razilaZenje forme ili funkcije, povezana sa redukcijom u
relativnom znacaju razvojnih faktora, povezanih sa oba ekstremiteta i relativno
povecanje znacaja razvojnih faktora koji samo uti¢u na prednje ili samo na
zadnje ekstremitete. U suprotnom, obrasci kovariranja ekstremiteta mogu ostati
nepromenjeni. Skoro nepromenjena kovarijaciona struktura kod razli¢itih
taksona bi ukazivala da selekcija za odredeni fenotip nije obavezno ogranicena
kovariranjem izmedu ekstremiteta. Razvojni faktori bi trebalo da budu
relativno nepromenjeni takode.

Empirijskim istrazivanjama i analizom obrazaca variranja skeletnih
elemenata prednjih i zadnjih ekstremiteta kod razli¢itih grupa tetrapodnih
ki¢cmenjaka, moguce je utvrditi u kojoj meri su ograni¢enja (zajednicka
geneticka osnova i razvojni putevi), a u kojoj je meri funkcija uticala na

razdvajanje razvojnih puteva i specijalizaciju ekstremiteta (Young i sar., 2010).
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1.5. OGRANICENJA I EKSTREMITETI

1.5.2. BASIPODIALNA VARIJABILNOST

Postojanje razvojnih ograni¢enja u ekstremitetima su protvrdena u
brojnim studijama, na razli¢itim vrstama repatih vodozemaca (Alberch, 1980,
1983; Hanken, 1983; Rienesl i Wagner, 1992; Shubin i Wake, 1996). Opseg
variranja je limitiran i distribucija realizovanih fenotipova pomerena ka
odredenim varijantama (Alberch, 1980, 1983). Unutarpopulaciona varijabilnost
obrazaca variranja kod adultnih jedinki pokriva najveéi deo filogenetske i
morfoloske raznovrsnosti unutar porodice Salamandridae (Rienesl i Wagner,
1992; Zaffaroni i sar., 1992; Shubin i sar., 1995; Shubin i Wake, 1996). Nivo
variranja se razlikuje izmedu populacija iste vrste (Rienesl i Wagner, 1992).
Visok nivo variranja je prisutan kod hibridnih populacija i kod perifernih
populacija, Sto se vezuje za opsti trend ka vecoj varijabilnosti datih populacija u
odnosu na centralnu populaciju (Hanken i Dinsmore, 1986; Rienesl i Wagner,
1992). Takode, populacije koje imaju visok nivo varijabilnosti pokazuju u velikoj
meri ograni¢en «obrazac variranja». Pa ¢ak i u poredenju sa centralnim
populacijama, ove populacije mogu imati izrazite promene u distribuciji
odredenih varijanti fenotipova (Hanken, 1983; Hanken i Dinsmore, 1986).

Razlike u obrascima variranja blisko srodnih vrsta su minimalne, dok su
te razlike sve vece $to su vrste udaljenije (Rienesl i Wagner, 1992). Varijante
prisutne samo kod regenerisanih ekstremiteta jedne vrste predstavljaju
normalne varijante u ekstremitetima druge vrste (Hanken i Dinsmore, 1986).

Paralelizam izmedu varijanti prisutnih na populacionom nivou i
variranja specifiénog za vrstu ili grupu srodnih vrsta, ukazuje da su mehanizmi
uklju¢eni u nastanak tih varijanti, isti kao oni koji su ukljuceni u stvaranje
«sirove» varijabilnosti za evoluciono morfolosku diversifikaciju. Opazeni
obrasci se mogu objasniti kao produkt heterohroni¢ne regulacije «elasti¢nih

razvojnih programa». Ali ono $to je vazno je da realizovano variranje nije
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slu¢ajno i da u velikoj meri oslikava strukturu razvojnog programa koji

ograni¢ava njegovu ekspresiju (Alberch, 1983).

1.5.2. HETEROHRONICNE PROMENE

Repati vodozemci predstavlja grupu na ¢iju evoluciju veliki uticaj imaju
heterohroni¢ne promene (Alberch i Alberch, 1981; Wake i sar, 1983; Wake, 1986;
Hanken, 1989; Hinchliffe i Vorobyeva, 1999; Buckley i sar, 2007). Evolucija
razlic¢itih delova tela, nacini reprodukcije, kao i kompleksni Zivotni ciklus su
povezani sa ovim modifikacijama (Hanken, 1992; Bruce i sar., 2003).
Heterohronija i larvene adaptacije imaju vaznu ulogu u diversifikaciji distalnog
dela ekstremiteta kod repatih vodozemaca (Blanco i Alberch, 1992; Vorobyeva,
2009). Takode, razlicite studije kod repatih vodozemaca su utvrdile da male
heterohroni¢ne promene mogu produkovati funkcionalno i ekoloski znacajnu
fenotipsku varijabilnost (Alberch i Alberch, 1981; Denoél, 2002; Denoél i sar.,
2005).

Rezultati heterohronije mogu biti: funkcionalna promena adultne
morfologije, funkcionalna promena u larvenoj morfologiji (sa ili bez promene
kod adultnih jedinki), ili promena ne mora biti povezana sa selekcijom za
adaptivne osobine ekstremiteta (Richardson i sar., 2009). Heterohroni¢ne
promene u razvicu ekstremiteta mogu stvoriti promene i u drugim sistemima,
stvarajuci plejotropni efekat. Moguci primer je funkcionalna plejotropija koju
¢ine Hox D klaster geni, koji su vazni za razvice/organizaciju ne samo
ekstremiteta, ve¢ i osnovne ose simetrije tela i genitalnih organa (Dolle i sar.,
1993). Takode, u nekim slucajevima heterohronija nema vidljive veze sa
selekcijom ili ogranicenjima, ve¢ ima sluc¢ajan raspored. Chipman i sar. (2000) su
analizirali heterohroni¢ne promene kod 12 vrsta zaba tokom organogeneze, i
utvrdili odsustvo veze tih promena sa filogenijom ili sa nekim adaptivnim

scenarijem.
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Heterohronicni obrasci prisutni u larvenoj fazi ne moraju imati uticaj na
adultnu morfologiju. Oni mogu biti selektovani za funkcionalne efekte ranih
faza zivotnog ciklusa. Takve adaptacije se oznacavaju kao cenogeneza (Blanco i
Alberch, 1992). Holmgren (1939) je predlozio adaptivno objasnjenje za obrasce
pojave prednjih i zadnjih ekstremiteta kod vodozemaca; ta¢nije, za raniji razvoj
prednjih ekstremiteta kod repatih vodozemaca, i obrnuti obrazac kod bezrepih
vodozemaca. On je predlozio da je raniji razvoj zadnjih ekstremiteta kod Zzaba
povezan sa njihovom ulogom u kretanju; kod metamorfozirane jedinke zadnji
ekstremiteti se koriste za plivanje, a kod adultnih jedinki za kretanje u
skokovima. U okviru repatih vodozemaca, heterohroni¢ne promene su snazno
povezane sa karakteristikama stanista larvi, i ne moraju imati uticaj na adultnu
morfologiju (Blanco i Alberch, 1992; Shubin, 1995). Tako je kod vrsta ¢ije larve
naseljavaju bare (kao $to su Ambystoma mexicanum ili vrste roda Triturus)
prisutno ubrzanje razvoja prednjih u odnosu na zadnje ekstremitete; kod vrsta
sa larvom koja naseljava potoke (Dicamptodon tenebrosus) i vrsta sa direktnim
razvicem (D. aeneus), postoji manji stepen ubrzanja razviéa prednjih
ekstremiteta, pa se moze govoriti o skoro istovremenom pojavljivanju prednjih i
zadnjih ekstremiteta (Wake i Shubin, 1998; Franssen i sar., 2005).

Ranije razvice preaksijalno polozenih prstiju kod grupe Caudata, u
odnosu na obrazac sa cetvrtim prstom, kao glavnom osom kod bezrepih
vodozemaca i amniota, se ¢esto posmatra kao adaptivno reSenje (Blanco i
Alberch, 1992; Hinchliffe i Vorobyeva, 1999). Pomocu razvijenih preaksijalnih
prstiju (prvi i drugi prst), larve repatih vodozemaca mogu se lakse kretati i
drzati za supstrat (Hinchliffe i Vorobyeva, 1999). Medutim, Holmgren (1933) je
ovo objasnjenje odbacio tvrdnjom da iako repati vodozemci dele preaksijalnu

dominaciju, ipak imaju larve koje se razlikuju u karakteristikama stanista.
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2. CILJEVI STUDIJE
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Veliki krestasti mrmoljci predstavljaju vazne model organizme za
istrazivanja u oblasti morfoloske integracije i razvojnih ogranicenja, posebno
ako se analiziraju ekstremiteti. Sa jedne strane to je grupa blisko srodnih vrsta
sa poznatim filogenetskim odnosima, koje imaju razli¢ite preference prema
akvati¢noj/terestri¢noj sredini, ta¢nije, neke vrste su vise akvaticne, sa
izduZzenim telom i kratkim nogama, dok su druge vrste viSe terestri¢ne sa
snaznim telom i dugim nogama. Takode, kao grupa sa slozenim Zzivotnim
ciklusom koji podrazumeva postojanje akvati¢ne larve koja procesima
metamorfoze postaje terestricna juvenilna jedinka, $to kada su ekstremiteti u
pitanju, otvara pitanje razli¢itih odnosa, uticaja i ogranicenja sredinskih faktora
i ontogenetskih putanja tokom razvica. Ontogenetska promena nise i tranzicija
izmedu akvati¢ne i terestricne sredine je povezana sa procesom metamorfoze.
Iako ekstremiteti mrmoljaka ne prolaze kroz drasti¢cne promene strukture
tokom tog procesa, funkcionalni zahtevi za efikasnom lokomocijom u te dve
sredine su bitno razliciti. Pretpostavka je da razlike izmedu vrsta u pogledu
stepena koris¢enja akvaticne tj. terestricne lokomocije, moze biti faktor koji
doprinosi razlikama u duZinama skeletnih elemenata i razli¢itim obrascima
korelacija izmedu elemenata ekstremiteta, oslikavajué¢i adaptacije na razlicite

uslove sredine i nac¢in zivota (vie ili manje akvati¢an-terestri¢an).

U ovoj studiji analizirana je ontogenetska dinamika morfoloske
varijabilnosti  ekstremiteta i efekat razli¢itih funkcionalnih zahteva
ontogenetskih stupnjeva u pogledu lokomocije. Takode, analizirana je
morfoloska varijabilnost ekstremiteta sa aspekta filogenetskih odnosa blisko
srodnih vrsta sa razli¢itim preferencama prema tipu stani$ta i nac¢inu Zzivota,
koja ukazuje na pravce evolucionih promena u nivou i obrascima varijabilnosti

ekstremiteta mrmoljaka.

U skladu sa prethodno navedenim definisani su slede¢i osnovni ciljevi

studije:
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1. utvrdivanje ontogenetskih i filogenetskih promena u nivou i strukturi
morfoloske integracije i modularnosti ekstremiteta velikih mrmoljaka

2. utvrdivanje uticaja razvojnih ograni¢enja na morfolosku varijabilnost
ekstremiteta velikih mrmoljaka, prvenstveno uticaj modularnosti, integracije,

kao i uticaj heterohroni¢nih promena na evoluciju ekstremiteta.

29



3. MATERIJAL I METODE
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3.1. PREGLED ANALIZIRANIH UZORAKA POPULACIJA MRMOLJAKA

Analizirani uzorak se sastojao od jedinki pet vrsta velikih krestastih
mrmoljaka sa teritorije Srbije, Crne Gore, Slovenije i Makedonije: Triturus
cristatus, Triturus dobrogicus, Triturus macedonicus, Triturus karelinii i Triturus
carnifex.

Ontogenetski aspekti varijabilnosti ekstremiteta su dobijeni analizom tri

ontogenetske tacke/ ontogenetska stupnja: T

L
Naausauas |

e larveni stupanj pre pocetka metamorfoze
(larve u trecoj cetvrtini larvenog razvica,
starosti 112 dana ili po Glucksohn-u (1932),
stupanj 62 sa razvijenim ekstremitetima);

e juvenilni stupanj, sa jedinkama koje su upravo

prosle kroz proces metamorfoze (sa potpuno

zatvorenim $krznim prorezima i potpuno
resorbovanim Skrgama (Duellman i Trueb,
1994)), (Slika 1.)

e adultni stupanj, sa polno zrelim jedinkama
(utvrdeno po prisustvu sekundarnih polnih

karakteristika i zrelim gonadama).

SLIKA 1. Ontogenetski stupnjevi analizirani u studiji; a) larveni stupanj, b)

juvenilni stupanj, c) adultni stupanj.
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Sve analizirane jedinke su deo Batraholoske zbirke, Instituta za bioloske
nauke ,Sinisa Stankovi¢”, Beograd, Srbija. Jedinke vrste T. cristatus potic¢u sa
lokaliteta Miro¢, Srbija (44°29'N, 22°20°E, 440 m a.s.l), vrste T. dobrogicus sa
lokaliteta Svetozar Mileti¢, Srbija (20°41°N, 19°12°E, 100 m a.s.L.), vrste T. karelinii
poticu sa dva lokaliteta: Vlasi, Srbija (42°59°N, 22°38°E, 470 m a.s.l.) i Berovo,
Makedonija (41°43°N, 22°5212°E, 900 m a.s.l.), vrste T. macedonicus sa lokaliteta
Rid, Crna Gora (42 °22°N, 18°57°E, 250 m a.s.l.), vrste T. carnifex sa lokaliteta
Podstrmec, Slovenija (45 °48°'N, 14°34°E, 556 m a.s.l.) (Slika 2.).

Novi Sad
Hoon Cag)

ol

=
v P “-‘Fi v - l ;

SLIKA 2. Pregled geografskog polozaja lokaliteta analiziranih vrsta (T.
carnifex-roze, T.dobrogicus-plavo, T.cristatus-zeleno, T.macedonicus-ljubicasto, T.

karelinii-zuto obojene oznake).
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Larve i juvenilne jedinke su dobijene u dva laboratorijska eksperimenta, i
predstavljaju potomstvo gravidnih Zenki koje poti¢u iz prirodnih populacija
(Slika 3.). Jedinke vrste T. cristatus su prikupljene u aprilu 2006. godine na
lokalitetima Miro¢ (44° 29°N, 22° 20'E, 440m, 5 zenki) i jedna Zenka na lokalitetu
Vrsacki breg (45° 06" N, 21° 27" E, 180m). Jedinke vrste T. dobrogicus su
sakupljene sa jednog lokaliteta u okolini Kikinde (Banatsko Veliko selo) u martu
2006. godine (45° 49" N, 20° 27" E, 73m, 5 zenki). Jedinke vrste T. macedonicus su
sakupljene na dva lokaliteta u Crnoj Gori u martu 2008. godine: 6 Zenki sa
lokaliteta Ceklin (42° 21" N, 18° 58" E, 315m) i jedna Zenka sa lokaliteta Donji
Ljubotinj (42° 23" N, 19° 07" E, 225m). Jedinke vrste T. karelinii su sakupljene u
aprilu 2008. godine u okolini Pirota, na lokalitetu Borovsko polje (42° 58 N, 22°
43" E, 890m, 8 zenki). Sve Zenke, koje su prikupljene na samom pocetku perioda
reprodukcije i polaganja jaja, su imale vidno uvecan abdomen, a muzjaci jasno

izraZzene dorzalne kreste.

SLIKA 3. Fotografije koje ilustruju razli¢ite faze eksperimenta.
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Zbog razli¢itih optimalnih temperatura koje su karakteristi¢cne za ove
vrste, eksperiment je organizovan u razli¢itim kontrolisanim i konstantnim
eksperimentalnim uslovima. Tako su vrste T. dobrogicus i T. cristatus gajene na
temperaturi od 16-17 °C, dok su vrste T. macedonicus i T. karelinii gajene na 18-19
°C.

Gravidne zenke su smestane pojedina¢no u akvarijume zapremine 12
litara sa 6 litara dehlorisane vode (Slika 3.). Voda je menjana svakih 7 do 10
dana. Zivotinje su hranjene svaki drugi dan crvima muva i Tubifex crvi¢ima. U
akvarijume su postavljene po dve providne PVC trake, koje su sluzile kao
podloga za polaganje jaja. Svakodnevno je praceno prisustvo polozenih jaja. Tek
polozena jaja su skidana sa traka i prebacivana u petri kutije (pre¢nika 5cm,
napunjene sa dehlorisanom vodom), sa maksimalnim brojem od deset jaja.
Voda u petri kutijama je menjana svaki drugi dan. Po izvaljivanju, larve su
smestane u plasticne c¢ase (zapremine 100ml sa dehlorisanom vodom), sa
maksimalnim brojem do tri larve. Voda je menjana svaki drugi dan. Larve su
hranjene rac¢i¢ima roda Artemia, odnosno krupnije larve hranjene su sa Tubifex
crvi¢ima. Po dostizanju starosti od 30 dana od izvaljivanja, larve su prebacivane
u plasti¢ne kutije zapremine 1 litar u kojima su nastavljale razvi¢e sve do
metamorfoze. Za metamorfozirane jedinke uzimane su jedinke kod kojih su

spoljasnje skrge bile potpuno resorbovane i skrzni otvori potpuno zatvoreni.

3.2. METODE PROSVETLJAVANJA MEKOG TKIVA I DIFERENCIJALNOG BOJENJA KOSTI

I PRIKUPLJANJE OSNOVNIH PODATAKA

Za pripremu skeleta koris¢ena je standardna procedura izbeljivanja
mekog tkiva i bojenja hrskavice i kosti. Procedura je bila sledeca: tkivo je
rehidratisano serijom etanola razli¢ite koncentracije, izmenom 50% etanola, 30%
etanola i destilovane vode u procesu koji je trajao 24 h. Skeleti su zatim prvo
bojeni bojom Alcian blue za diferencijalno bojenje hrskavice u rastvoru sa

siretnom kiselinom. Prosvetljavanje tkiva vrSeno je enzimom tripsinom
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(Trypsine TYPE2 S). Skeleti su potom prebaceni u 0.5% rastvor kalijum
hidroksida (KOH) i 3% vodonik-peroksid (H202) i drzani na jako osvetljenom
mestu. Zatim su bojeni bojom Alizarin Red S za diferencijalno bojenje kosti.

Ocisceni i obojeni skeleti sacuvani su u glicerinu sa timolom (Dingerkus i Uhler,

1977).
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SLIKA 4. Fotografije prednjeg i zadnjeg ekstremiteta adultne jedinke vrste

Triturus macedonicus.
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Skeletni elementi adultnih jedinki su zajedno sa skalom u milimetrima,
skenirani koris¢enjem skenera CanoScan 5200F (Canon), sa rezolucijom 1200
dpi (24bit). Preostali deo uzorka, larvene i juvenilne jedinke su fotografisane
zajedno sa skalom u milimetrima, digitalnim foto-aparatom Sony DSC F828
(rezolucija 8.0 MP, Sony Corp., Tokyo, Japan). Da bi se umanjio ili izjednacio
efekat paralakse, skeletni elementi su postavljeni u petrijeve kutije (veli¢ine
3.5”), ispunjene sa 2.5ml glicerina i preklopljeni poklopcima petrijevih kutija

(Hallgrimssson i sar., 2002) (Slika 4.).

3.3. ANALIZE

3.3.1. ODREPIVANJE DUZINA ELEMENATA EKSTREMITETA

Maksimalne duzine skeletnih elemenata oba prednja ekstremiteta (H-
humerus, R-radius, U-ulna i MC-metakarpalni element III), kao i oba zadnja
ekstremiteta (F-femur, T-tibia, Fi-fibula i MT-metatarzalni element III), dobijene
su koris¢enjem programa TpsDig2 (Rohlf, 2005) i Tmorphgen6é (Sheets, 2001)
(Slika 5.). Pozicioniranje odabranih tacaka, koje su predstavljale krajnje tacke
normalne na uzduznu osu svakog analiziranog elementa ekstremiteta, izvrSeno
je u programu za digitalizaciju specifi¢nih tacaka TpsDig2 (Rohlf, 2005).

Dimenzije skeletnih elemanata (u milimetrima), izracunate kao
Euklidsko rastojanje izmedu odabranih parova tacaka, dobijene su u
Tmorphgen6 IMP programskog paketa (Sheets, 2001). Za dalje analize

koris¢ene su srednje vrednosti levog i desnog ekstremiteta.
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SLIKA 5. Odabrane tacke koje predstavljaju maksimalnu vrednost duzina
elemenata ekstremiteta. a) prednji ekstremiteti, b) zadnji ekstremiteti, c)

povrsina na osnovu koje je procenjen nivo osifikacije basipodijuma.

3.3.2. VARIJABILNOST ELEMENATA BASIPODIJUMA I FALANGI PRSTIJU

Svaki ekstremitet (prednji, zadnji, levi, desni) je detaljno pregledan na
prisustvo spojenih, nedostajucih ili prekobrojnih elemenata mesopodiuma, kao
i falangialnih elemenata (Slika 6.). Ukupan broj jedinki po vrstama je dat u
Tabeli 1. Ekstremiteti koji su osteceni tokom procedure nisu dalje koriséeni za
analizu varijabilnosti u basipodijumu. Takode, falange sa izmenjenim oblikom
(racvaste ili previse skracene) nisu koriScene za dalje analize zbog moguce

greske usled moguce regeneracije delova prstiju.
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b)

Fibula

Tarzus

Metatarzalne
kosti

Falange

SLIKA 6. Sema tipi¢nog rasporeda elemenata basipodijuma kod velikih
mrmoljaka. a) prednji ekstremiteti; u/i-ulnare-intermedium, r-radiale, c-
centrale, cl-centrale 1, d1-2-distalni karpalni element 1-2, d3-distalni karpalni
element 3, d4-distalni karpalni element 4; b) zadnji ekstremiteti; f-fibulare, i-
intermedium, t-tibiale, c-centrale, c1-centrale 1, d1-2-distalni tarzalni element 1-

2, d3-distalni tarzalni element 3, d4-distalni tarzalni element 4; I-V-prsti.

Slede¢i metodologiju prethodnih studija na utvrdivanju obrazaca
variranja elemenata basipodijuma (Rienesl i Wagner, 1992; Zaffaroni i sar.,
1999), utvrdeni su prisutni obrasci variranja za celokupni uzorak. Ucestalosti
distribucija (engl. frequency distribution) su poredene G-testom sa Williamsovom

korekcijom (Sokal i Rohlf, 1981).

TABELA 1. Pregled broja jedinki po vrstama za analizu basipodijalne

varijabilnosti.

T.carnifex T.cristatus T.dobrogicus T.karelinii Ukupno

N 28 31 26 20 105
PREDNJI 58 64 56 20 198
EKSTREMITETI
ZADNJI 58 64 58 40 220
EKSTREMITETI
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3.3.3. ODREPIVANJE STEPENA PRISUSTVA KOSTANOG TKIVA U BASIPODIJUMU

Stepen osifikacije karpusa i tarzusa, procenjen je na osnovu odnosa
osifikovanog tkiva u odnosu na okolno tkivo u osnovi $ake i stopala i utvrden je
kao procentualni udeo kostanog tkiva u karpusu ili tarzusu. Procentualni udeo
hrskavic¢avog tkiva nije bilo moguce utvrditi zbog slabije obojenosti hrskavice,
ali i razli¢itog intenziteta plave boje u celokupnom uzorku. Utvrdivanjem
stepena osifikacije na osnovu odnosa povrSine osnove Sake i povrsine
osifikovanog tkiva, je kvantifikovana razlika u nivou osifikacije izmedu vrsta
(Slika 5. (c). ). Statisti¢ke znacajnosti razlika u nivou osifikacije izmedu polova i

vrsta su dobijene koriS¢enjem neparametarskog Kruskal-Wallis testa.

3.3.4. MORFOLOSKA INTEGRACIJA

3.3.4.1. PRIPREMA PODATAKA

Analiza morfoloske integracije je uradena na Sest osobina prednjih i
zadnjih ekstremiteta sledecih vrsta: Triturus cristatus, T. dobrogicus, T. arntzeni i
T. macedonicus. Analizirana su dva elementa stilopodijuma (humerus i femur),
dva elementa zeugopodijuma (radius i tibia) i dva elementa autopodijuma
(metakarpalni element III i metatarzalni element III) (Slika 7.). Broj jedinki po

stupnju i vrsti je dat u Tabeli 2.
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Posto razlike u duzini tela mogu dovesti do razlika u nivou i obrascima
integracija izmedu razli¢itih osobina, osnovni (sirovi) podaci su korigovani za

razlike vezane za pol, ontogenetski stupanj, populaciju i vrstu.

Prednji ekstremiteti Zadnji ekstremiteti
Larven_i " v
stupanj l \d l ..
l 1 l A

o e @ . L I

. \
Juvenilni
stupanj - o

[ 71 4

s hx x“

SLIKA 7. Graficki prikaz prednjih i zadnjih ekstremiteta u razli¢itim fazama
ontogenetskog razvica. Raspored elemenata sa leve na desnu stranu:
prednji ekstremiteti-humerus, radius, metakarpalni element III; zadnji
ekstremiteti-femur, tibia, metatarzalni element III. Sive zone oznacavaju
osifikovane delove, dok su hrskavic¢avi delovi predstavljeni belom

bojom. Svi skeletni elementi pripadaju vrsti T. macedonicus.
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Procedura se sastojala u izracunavanju geometrijske sredine za svaku
grupu i regresiji svake osobine na geometrijsku sredinu date grupe
(Ackermann, 2005). Time su dobijeni podaci oslobodeni veli¢ine. Korigovani

podaci su korisceni u daljim analizama.

TABELA 2. Pregled broja jedinki i ukupnog broja elemenata koji su mereni po

stupnju i vrstama za analizu morfoloske integracije.

LARVENI STUPANJ  JUVENILNISTUPANJ] ADULTNI STUPAN]J

N broj N broj N broj

elemenata elemenata elemenata
T.cristatus 5 30 10 60 31 185
T.dobrogicus 18 97 31 172 30 165
T.karelinii 18 103 28 163 40 237
T.macedonicus 18 77 33 194 24 138

3.3.4.2. MATRICE KORELACIJA, PONOVLJIVOST, KORIGOVANE MATRICE

KORELACIJA

U ovoj studiji su koris¢ene matrice korelacija za poredenje korelisanosti
struktura izmedu ontogenetskih stupnjeva i izmedu vrsta za svaki stupanj.
Korelacione matrice svih Sest elemenata (tri za prednje ekstremitete i tri za
zadnje ekstremitete) svakog stupnja i vrste su poredene medusobno. Sa ciljem
utvrdivanja da li su analizirane matrice medjusobno sli¢nije nego slucajno
generisane matrice koris¢éen je Mantelov test (Mantel, 1967) sa 10.000
ponavljanja. Dve matrice se smatraju statisticki znacajno sli¢nim ukoliko
opazena korelacija prelazi 95% od slucajno generisanih korelacija.

Da bi se ispitao efekat greske uzorka, originalni podaci su uzorkovani sa
ponavljanjem, i korelacione matrice su kreirane 10.000 puta. Nove matrice su
poredene sa originalnom matricom i dobijene su vrednosti za ponovljivost
matrice, t. Ponovljivost je dalje koris¢ena za procenu teorijske maksimalne

matrice korelacija (Rmax):
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Runax=V(ta * tv),
gde su t.i t, vrednosti za ponovljivost matrica koje se porede. Vrednosti
dobijene za maksimalne matrice korelacija su koris¢ene za dobijanje korigovane
matrice korelacija (Radj):

Radji=Robs/ Rimax,
za dve poredene matrice, gde je Robs izracunata matrica korelacija (Marroig i

Cheverud, 2001).

3.3.4.3. INTEGRACIJA

Stepen morfoloske integracije je procenjen na osnovu indeksa integracije,
koji ukljucuje izracunavanje varijansi sopstvenih vrednosti (engl. variance of
eigenvalues, VE) za svaki ontogenetski stupanj analiziranih vrsta (Wagner, 1984).
Zbog malog i nejednakog broja jedinki u celokupnom wuzorku, procene
varijabilnosti i kovariranja mogu biti nerealne (Cheverud, 1989). Da bi se
smanjila moguca greska, koris¢ena je korekcija za malu veli¢inu uzorka:

E(V()=M-1)/N,

gde je M broj osobina, N broj jedinki u uzorku, i E(V(\)) ocekivana varijansa
sopstvenih vrednosti VE (Wagner, 1984; Cheverud, 1989). Visokim vrednostima
korelacija izmedu osobina odgovaraju visoke vrednosti varijansi sopstvenih
vrednosti VE, jer se najve¢i deo variranja moze objasniti jednom ili sa samo
nekoliko sopstvenih vrednosti. Niske vrednosti korelacija izmedu osobina
odgovaraju nizim vrednostima VE $to ukazuje na jednaku raspodelu varijanse.
Varijansa sopstvenih vrednosti se linearno skalira sa kvadratom srednjih
korelacija, i bolje opisuje sveukupnu morfolosku integraciju u odnosu na
prosecne korelacije (Pavlicev i sar., 2009). Znacajnost razlika izmedu vrsta u
varijansi sopstvenih vrednosti je izrac¢unata putem ponovnog uzorkovanja sa
ponavljanjem i ponovnim izra¢unavanjem VE (Manly, 1991), dok je kao test
statistika koris¢en odnos/razlika vrednosti VE dve analizirane grupe.

Statisticka znacajnost je dobijena kao odnos broja iteracija u kojima vrednost
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odnosa prevazilazi originalan odnos baziran na 10.000 permutacija. Sva
izra¢unavanja su uradena u dodatnom programu vezanom za Excel (PopTools
2.62, CSIRO, Canberra (Hood, 2004)).

Pored koeficijenta integracije, stepen integrisanosti osobina se moze
proceniti i na osnovu FiSerovih z-transformisanih korelacija. Ova transformacija
je vazna jer korelacije nemaju normalnu distribuciju. Osobine su organizovane
u setove (module) za koje su izracunate Fisherove z-transformisane korelacije
koje su izracunate za svaku grupu postupkom ponovnog uzorkovanja sa
ponavljanjem, originalnih podataka (10.000 ponavljanja). Analiza je obuhvatila

sledece hipoteticke funkcionalne i razvojne module:

J Prednji i zadnji ekstremiteti,

° Prednji ekstremiteti (humerus, radius, metakarpalni element III),

° Zadnji ekstremiteti (femur, tibia, metatarzalni element III),

. Proksimalni delovi ekstremiteta (prednji: humerus-radius, zadnji: femur-
tibia),

° Homologi elementi (humerus-femur, radius-tibia, metakarpalni element

III-metatarzalni element IIT),

° Nehomologi elementi (humerus-radius, humerus-tibia, humerus-
metakarpalni element III, humerus-metatarzalni element III, radius-femur,
radius-metakarpalni element III, radius-metatarzalni element III, metakarpalni
element Ill-femur, metakarpalni element IIl-tibia, femur-tibia, femur-

metatarzalni element III, tibia-metatarzalni element III).

3.3.4.4. PARCIJALNE KORELACIJE-MODULARNOST

Da bi se dobilo vise informacija o strukturi integracije ekstremiteta kod
razli¢itih ontogenetskih stupnjeva i vrsta, osnovni podaci su analizirani
koris¢enjem parcijalnih korelacija. Parcijalne korelacije predstavljaju korelaciju
izmedu dve osobine nezavisno od informacija o drugim osobinama iz

korelacione matrice. Statisticka znac¢ajnost parcijalnih korelacija je dobijena na
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osnovu teorijske mere koja je poznata kao devijacija ivi¢nog iskljucenja (engl.
edge exclusion deviance, EED) i x? (hi-kvadrat) distribucije:

EED=-N In (1-p%jx}),
gde je N broj jedinki u uzorku, i p?jk; parcijalni korelacioni koeficijenti izmedu
osobina i i j (Magwene, 2001). Dve osobine su uslovno nezavisne kada je
vrednost EED manja od 3,84 (Sto odgovara statistickoj znac¢ajnosti nivoa P=0,05,

df=1 preuzeto iz tablice x? distribucije)).

3.3.4.5. DISPARITET U DUZINI ELEMENATA EKSTREMITETA

Da bi se testirale razlike u varijansi duZine elemenata ekstremiteta
izmedu ontogenetskih stupnjeva analiziranih vrsta, koriséen je Levenov test
(Young i sar., 2009). Pratec¢i preporuke Van Valen-a (2005), prvo je odredena
srednja  vrednost duZine svakog elementa ekstremiteta posebno za svaki
ontogenetski stupanj, a zatim apsolutne vrednosti razlika izmedu originalnih

podataka i dobijenih srednjih vrednosti.

3.3.5. ALOMETRIJSKI ODNOSI ELEMENATA EKSTREMITETA

Analiza alometrijskih odnosa je uradena na ukupno osam osobina, ¢etiri
elementa prednjih ekstremiteta (humerus, radius, ulna, metakarpalni element
III), i Cetiri elementa zadnjih ekstremiteta (femur, tibia, fibula, metatarzalni
element III). Duzina tela merena kao rastojanje od vrha nosa do kraja kloake
(engl. snout vent length, SVL) je koris¢ena kao priblizna mera veli¢ine tela.
Osnovni podaci su logaritmovani da bi se ispunili uslovi normalnosti
distribucije i homogenosti varijanse. Pregled vrsta i broj jedinki po stupnju dat
je u Tabeli 3.

Obrasci alometrijskih odnosa izmedu vrsta su analizirani na osnovu

multivarijantne i bivarijantne statistike. Da bi se graficki lakse uocile razlike
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koje mogu postojati izmedu vrsta u alometrijskom rastu, odreden je alometrijski
prostor u seriji od dve analize glavnih komponenti (engl. Principal Component
Analyses, PCA). Prva analiza (PCA) je uradena odvojeno za svaku vrstu
koristec¢i logaritmovane podatke. Vektori prve ose (PCl) za svaku vrstu su
zatim koriS¢eni za drugu PC analizu pri ¢emu su vrste unosene kao jedinke.
Vrednosti glavnih komponenti za prve dve ose, odreduju polozaj vrsta u
alometrijskom prostoru. Svaka vrsta je prikazana jedinstvenom tackom koja
predstavlja sumu specifi¢nih za vrstu alometrijskih putanja. Analize su uradene

koriste¢i programski paket Statistica 6 (StatSoft, Inc. Tulsa, OK, USA).

TABELA 3. Pregled broja jedinki po stupnju i vrstama za analizu alometrijske i

sekvencijalne heterohronije.

LARVENI STUPAN]  JUVENILNISTUPAN]  ADULTNI STUPAN]J

N N N
T.cristatus 5 10 31
T.dobrogicus 14 28 25
T.macedonicus 12 32 22

Za analizu odnosa izmedu duzina elemenata ekstremiteta i ukupne
duzine tela, koris¢en je model regresije tipa II, model standardizovanih glavnih
osa (engl. Standardized Major Axis). Ovim tipom regresije se minimalizuje suma
kvadrata odstupanja tako sto se odreduje najkraca distanca od polozaja date
procenu koeficijenata alometrije (Warton i sar., 2006). Analizirani uzorak svake
vrste je podeljen na dve grupe. Prvu grupu ¢ine larvene i juvenilne jedinke, dok
se u drugoj grupi nalaze juvenilne i adultne jedinke. Na taj nacin je analiziran
alometrijski rast pre i u toku metamorfoze, kao i rast posle metamorfoze.
Osnovni parametri regresione krive su utvrdeni za svaki element ekstremiteta i
odredenu grupu. Prisustvo zajednicke krivulje rasta je procenjeno metodom

maksimalne verododstojnosti (engl. likelihood ratio test). Kada je utvrdeno
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postojanje zajednicke krive, testirano je pomeranje grupa u odnosu na ordinatu
ili pomeranje duz zajednicke regresione krive, poredenjem rezidualnih i zadatih
skorova osa putem Waldove statistike (engl. Wald statistic) (Falster i sar., 2006;
Warton i sar., 2006). U slucajevima sa statisticki znac¢ajnom heterogenoscu kriva
regresija izmedu grupa, koris¢ena su post- hoc poredenja da se utvrdi koje se

grupe najvise razlikuju.
3.3.6. SEKVENCIJALNA HETEROHRONIJA
3.3.6.1. PGI ANALIZA

Metoda nazvana ,geneticko zaklju¢ivanje” na osnovu Parsimov analize
(engl. Parsimov based genetic inference - PGi), je koris¢ena da bi se rekonstruisale
evolucione promene u relativnom redosledu vremena osifikacije skeletnih
elemenata, osifikacionih dogadaja (Harrison i Larsson, 2008).

PGi tretira vremensku sekvencu razvojnih dogadaja kao jedinstveni, ali
slozeni karakter. Ova metoda analizira hipoteze o promeni redosleda nekog
dogadaja u razvojnoj sekvenci, na svakoj grani ispitivane filogenije, na osnovu
minimalnog broja sekvencijalnih heterohronija potrebnih za objasnjenje razlika
izmedu predacke i potomacke razvojne sekvence (Harrison i Larsson, 2008).

Analiza je uradena na prednjim ekstremitetima sa 16 dogadaja; pojava
osifikacije u elementima: Humerus-H, Radius-R, Ulna-U, Metakarpalni element
I-MC 1, Metakarpalni element II-MC II, Metakarpalni element III-MC III,
Metakarpalni element IV-MC 1V, prva falanga prvog prsta-Ph 1.1, druga
falanga prvog prsta-Ph 1.2, prva falanga drugog prsta-Ph 2.1, druga falanga
drugog prsta Ph 2.2, prva falanga treceg prsta-Ph 3.1, druga falanga treceg
prsta-Ph 3.2, treca falanga treceg prsta-Ph-3.3, prva falanga cetvrtog prsta-Ph
4.1, druga falanga cetvrtog prsta-Ph 4.2) (Tabela 4 (A)).

Analiza na zadnjim ekstremitetima je obuhvatala 20 dogadaja; pojava
osifikacije u elementima: Femur-F, Fibula-Fi, Tibia-T, Metatarzalni element I-

MT 1, Metatarzalni elemet II-MT 1II, Metatarzalni element III, MT III,
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Metatarzalni element IV-MT 1V, Metatarzalni element V-MT V, prva falanga
prvog prsta-Ph 1.1, druga falanga prvog prsta-Ph 1.2, prva falanga drugog
prsta-Ph 2.1, druga falanga drugog prsta Ph 2.2, prva falanga treceg prsta-Ph
3.1, druga falanga treceg prsta-Ph 3.2, treca falanga treceg prsta-Ph-3.3, prva
falanga cetvrtog prsta-Ph 4.1, druga falanga cetvrtog prsta-Ph 4.2, trec¢a falanga
cetvrtog prsta-Ph4.3, prva falanga petog prsta-Ph 5.1, druga falanga petog
prsta-Ph 5.2) (Tabela 4 (B)).

PGi program je imao sledec¢e parametre: 100 sekvenci po ciklusu selekcije,
100 ciklusa selekcije, 100 sekvenci po ¢voristu. Dozvoljeno je da predacka
sekvenca ima mogucnost istovremene promene dva ili vise dogadaja (engl.
simultaneity), a procena je vrSena pomocu funkcije Parsimov modela (engl. edit

cost function; Parsimov model with greedy heuristic).

TABELA 4. Redosled osifikacionih dogadaja u ekstremitetima cetiri vrste

mrmoljaka. A) Prednji ekstremiteti, B) Zadnji ekstremiteti.

TABELA (A): PREDNJI EKSTREMITETI

T. T. T. T. marmoratus
cristatus ~ dobrogicus  macedonicus  (Blanco i Alberch, 1992)

1 Humerus 1 1 1 1
2 Radius 2 2 2 1
3 Ulna 2 3 3 1
4 Os metacarpale 1 8 10 9 5
5 Os metacarpale 11 4 5 5 2
6 Os metacarpale III 3 4 4 3
7 Os metacarpale 1V 5 6 7 5
8 Phalanges 1.1 10 12 13 7
9 Phalanges 1.2 12 15 14

10 Phalanges 2.1 6 8 8 2
11 Phalanges 2.2 11 13 11 3
12 Phalanges 3.1 4 7 6 4
13 Phalanges 3.2 7 9 8 4
14 Phalanges 3.3 11 13 10 4
15 Phalanges 4.1 9 11 9 6
16 Phalanges 4.2 13 14 12 7
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Da bi rekonstruisali evolucione promene u relativnoj promeni redosleda

osifikacionih dogadaja kod velikih mrmoljaka, neophodan je van grupni ¢lan.

Koriséena osifikaciona sekvenca pripada vrsti T. marmoratus, koja zajedno sa

vrstom T. pygmeus ¢ini sestrinsku grupu velikim mrmoljcima. Podaci o

osifikacionoj sekvenci T. marmoratus, (Madrid, Spanija) je dobijena iz litetature

(Blanco i Alberch, 1992).

TABELA . Nastavak. B) Zadnji ekstremiteti

TABELA (B): ZADNJI EKSTREMITETI

T. T. T. T. marmoratus
cristatus dobrogicus  macedonicus  (BlancoiAlberch, 1992)
1 Femur 1 1 1 1
2 Tibia 2 2 2 1
3 Fibula 3 3 3 1
4  Os metatarsale 1 12 11 8 4
5 Os metatarsale 11 5 6 6 2
6 Os metatarsale 111 4 4 4 2
7 Os metatarsale IV 4 5 5 3
8 Os metatarsale V 10 12 8 7
9 Phalanges 1.1 14 17 13 8
10 Phalanges. 1.2 17 20 14 6
11 Phalanges 2.1 8 10 9 2
12 Phalanges 2.2 16 14 11 4
13 Phalanges 3.1 6 7 7 3
14 Phalanges 3.2 9 9 10 5
15 Phalanges 3.3 14 16 11 5
16 Phalanges 4.1 7 8 9 5
17 Phalanges 4.2 11 13 10 6
18 Phalanges 4.3 14 18 12 6
19 Phalanges 5.1 13 15 13 8
20 Phalanges 5.2 18 19 14 7

3.3.6.2. RANK ANALIZA - RANGIRANJE DOGADAJA PO VARIJABILNOSTI

Variranje u redosledu osifikacionih dogadaja je opisano pomocéu rank

analize. Osnovni podaci tj. sekvence osifikacionih dogadaja su skalirane na

osnovu formule: (r-1)/(rmax-1), gde je r apsolutni rang odredenog osifikacionog

dogadaja, a rmax je ukupan broj rangova za svaku vrstu (Koyabu i sar., 2011).
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Na ovaj nacin formira se korigovana osifikaciona sekvenca koja ima vrednosti
od 0 do 1 kod svih vrsta. Opseg korigovanih rangova za svaki element koji se
racuna kao razlika izmedu maksimalne i minimalne vrednosti ranga za taj
element, je koris¢en kao mera varijabilnosti elementa u osifikacionoj sekvenci.
Posto na ovu analizu mogu uticati sekvencijalne heterohroni¢ne pojave, kao i
veli¢ina uzoraka (Maxwell i sar., 2010), rezultati se koriste samo za analizu
nivoa razlika izmedu velikih i mramorastih mrmoljaka. Rang analiza je uradena

u Excel-u.
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4. REZULTATI
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4.1. VARIRANJE BASIPODIJUMA

Karpus velikih mrmoljaka se sastoji iz sedam odvojenih elemenata:
ulnare/intermedium (lat., os carpi ulnare/intermedium), radiale (lat., os carpi
radiale), centrale (lat., os carpi centrale), centrale 1 (lat., os carpi centrale 1), distalni
karpalni elementi 1-2, 3 i 4 (lat., ossa carpi 1-2, 3, 4) (pogledati u Shubin i
Alberch, 1986) (Slika 6.). U analiziranom uzorku pronadeno je pet razlicitih
karpalnih fuzija, jedan prekobrojni element i dva slucaja nedostajuc¢ih

elemenata (Tabela 5.).

TABELA 5. Pregled razli¢itih karpalnih i tarzalnih fuzija, nedostajucih i
prekobrojnih elemenata, kao i obrazaca basipodijanog variranja u

prednjim i zadnjim ekstremitetima.

PREDNJI EKSTREMITETI ZADNJI EKSTREMITETI
FUZIJE (F)
1. distalni karpalni element 3 + 5. fibulare + distalni karpalni
distalni karpalni element 4 element 4

2.radiale + centrale 1
3.radiale + ulnare/intermedium
4.ulnare/intermedium + centrale

NEDOSTAJUCI ELEMENTI (M)

1.c1

PREKOBROJNI ELEMENTI ( S)

1.raspadom ulnare/intermedium 2. izmedu distalnog tarzalnog
elementa 1,2 i centrale

OBRASCI BAZIPODIALNOG VARIRANJA

1) F(5)
2) S(2)
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Fuzija f(1) se sastoji od antero-posteriorno polozenih distalnih karpalnih
elemenata 3 i 4. Fuzija f(2) sadrZzi proksimo-distalno spojene elemente radiale i
centrale 1. Fuzija f(3) kombinuje anteriorno-posteriorno poloZen element radiale
sa elementom ulnare/intermediumom. Fuziju f(4) c¢ine elementi
ulnare/intermedium i centrale. Prekobrojni element s(1) je verovatno rezultat

sekundarnog odvajanja normalno spojenih ulnare/intermedium.

{
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SLIKA 8. Tipi¢ni i opazeni basipodiajlni obrasci prednjih ekstremiteta.
Nedostajuc¢i element m(1) se odnosi na odsustvo elementa centrale 1.

Razli¢ite kombinacije opaZenih fuzija, prekobrojnih i nedostajucih elemenata je

dovelo do prisustva sedam razli¢itih karpalnih obrazaca. Razli¢iti basipodiajlni
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obrasci variranja ¢inilili su grupacije karpalnih elemenata od minimum 5 i
maksimalno 8 odvojenih karpanih elemenata (Slika 8.).

Od ukupno 196 analiziranih basipodijuma, 14 se razlikovalo od tipi¢nog
obrasca, Sto ¢ini 7,1% od ukupnog uzorka. Razlike izmedu vrsta u pogledu
obrazaca karpalnog variranja nisu statisticki znacajne (G=3,710; P>0.294).

Tarzus velikih mrmoljaka se sastoji od 8 odvojenih elemenata: fibulare
(lat., os tarsi fibulare), intermedium (lat., os tarsi intermedium), tibiale (lat.,os tarsi
tibiale), centrale (lat., os tarsi centrale), centrale 1 (lat., os tarsi centrale 1), distalnih
tarzalnih elemenata 1-2, 3 i 4 (lat., os tarsi 1-2, 3,4) (Slika 6.). Samo dva od 213
analiziranih basipodijuma se razlikovao od tipicnog za ove vrste, Sto
predstavlja 0.9% od ukupnog broja (Tabela 5.). U zadnjim ekstremitetima je
utvrdeno prisustvo dva varijabilna tarzalna obrasca (Slika 9.). Iako su oba
varijabilna tarzalna obrasca bila prisutna kod vrste T. carnifex, nije pronadena
statisticki znacajna razlika izmedu vrsta u obrascima variranja tarzusa kod
velikih mrmoljaka. Tarzalna fuzija f(5) izmedu proksimo-distalnog fibulare i
distalnog tarzalnog elementa 4 i prekobrojni element s(2) lezi izmedu distalnog

tarzalnog elementa 1-2 i centrale 1.

a%®
=N | v

‘:i!
l] 17,
T N

l IX (s2)

SLIKA 9. Tipi¢ni i opaZeni basipodijalni obrasci zadnjih ekstremiteta.

53



U naSem uzorku, tipi¢ni obrazac grade karpusa i tarzusa je prisutan kod
90.5% jedinki. Izuzetak je analizirana populacija vrste T. karelinii, gde nije
uoceno variranje ni u karpusu, ni u tarzusu. Slucajevi nedostajuc¢ih elemenata
su utvrdeni samo za vrstu T. dobrogicus. Takode, kod vrste T. dobrogicus je
pronadeno 4 simetri¢na slucajeva fuzije f(2) i nedostajuceg elementa m(1).

Analiza je pokazala da je karpus mnogo varijabilniji od tarzusa kod velikih
mrmoljaka to se slaze sa podacima za druge populacije T. carnifex i T. cristatus
(Rienesl i Wagner, 1992; Zaffaroni i sar., 1999) kao i druge vrste repatih
vodozemaca (Plethodon cinereus, Hanken i Dismore, 1986).

Tipi¢na falangealna formula je 2-2-3-2 za prednje ekstremitete i 2-2-3-3-2 za
zadnje ekstremitete (Rabl, 1910). Varijabilni deo je ¢inio 9.0% (29 ekstremiteta)
od ukupnog broja analiziranih ekstremiteta (323 ekstremiteta). Variranje se
pretezno odnosi na redukciju u broju falangi, ali su takode i prekobrojne
falange bile prisutne i u prednjim i u zadnjim ekstremitetima. Dve jedinke vrste
T. karelinii su imale izmenjene prste sa specifi¢cnom formulom: 2/3-3/3-4-3 i 2-2-
3/2-2. Preostali deo uzorka nije imao toliko izmenjene prste. Razlike izmedu
vrsta u falangealnoj formuli nisu statisticki znacajne, sto je potvrdeno G testom,
za prednje ekstremitete (G=4088, P>0.252) i zadnje ekstremitete (G=1.625,
P>0.654). Takode, uoc¢eno je da je odnos promena koje predstavljaju redukciju
skoro uvek procentualno vec¢i od promena koje predstavljaju povecanje broja

falangialnih elemenata u formuli.

4.2. NIVO OSIFIKACIJE

Na osnovu vizuelnog pregleda obrazaca varijabilnosti basipodijuma
utvrdeno je da postoji veliko variranje u nivou osifikacije i rasporedu pakovanja
kostanog i hrskavicavog tkiva kod razli¢itih vrsta mrmoljaka (Slika 10.). Da bi
se kvantifikovale ove razlike, procenjena je ukupna povrsina basipodijuma i
povrsina osifikovanog dela. Na taj nac¢in gustina kostanog pakovanja je

procenjena na osnovu odnosa kostanog tkiva i ukupne povrsine basipodijuma i
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data je kao procentualni deo. Neparametarski Kruskal-Walis test je koris¢en za
procenu razlika u nivou osifikacije. Nije pronadena statisti¢ki znacajna razlika u
procentualnoj zastupljenosti osifikacije izmedu polova ni kod jedne analizirane
vrste, ni za prednje, ni za zadnje ekstremitete (P>0.05 u svim poredenjima).
Zbog toga su spojeni uzorci razli¢itih polova za poredenje nivoa osifikacije
izmedu vrsta. Statisti¢cki znacajne razlike u nivou osifikacije su pronadene
izmedu vrsta. Poredenje po parovima je pokazalo da vrsta T. dobrogicus ima
najnizi nivo osifikacije i znatno labaviji raspored kostiju u basipodijumu
(prednji ekstremiteti: srednja vrednost=56.1%, opseg=23.2%-74.4%; zadnji
ekstremiteti: srednja vrednost=61.2%, opseg=43.5%-77.4%) od ostalih vrsta
mrmoljaka (P<0.01 za sva poredenja). Nivo osifikacije kod vrste T. cristatus
(prednji ekstremiteti: srednja vrednost=72.8%, opseg=60.2%-82.8%; zadnji
ekstremiteti: srednja vrednost=72.4%, opseg=62.1%-82.4%) i kod vrste T.
carnifex (prednji ekstremiteti: srednja vrednost=75.0%, opseg=>55.8%-83.6%;
zadnji ekstremiteti: srednja vrednost=70.2%, opseg=41.5%-82.8%) je imao
najvee vrednosti i mnogo gusce pakovanje kostanih elemenata u
basipodijumu, dok je nivo osifikacije kod vrste T. karelinii bio nesto nizi (prednji
ekstremiteti: srednja vrednost=69.9%, opseg=32.7%-82.3%; zadnji ekstremiteti:
srednja vrednost=66.0%, opseg=28.8%-76.6%).

SLIKA 10. Razlike u nivou osifikacije i gustini pakovanja kostiju basipodijuma

prednjih ekstremiteta cetiri vrste velikih mrmoljaka; a) T. dobrogicus,

b) T. karelinii, c) T. cristatus, d) T. carifex.
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Statisti¢ki znacajna razlika izmedu ove tri vrste je pronadena samo za vrste
T. cristatus i T. karelinii za nivo osifikacije zadnjih ekstremiteta (P<0.01). Ostala
poredenja po parovima nisu otkrila statisticki znacajne razlike izmedu vrsta T.
carnifex, T. cristatus i T. karelinii (P>0.05). Ove tri vrste se za razliku od vrste T.

dobrogicus odlikuju dobro okostalim basipodijumom.

4.3. MORFOLOSKA INTEGRACIJA

Ponovljivost matrica kod svih vrsta i stupnjeva je srednja do visoka sa
vrednostima u opsegu 0.67-0.94; izuzetak je larvelni stupanj vrste T. macedonicus
gde je ponovljivost niska i iznosi 0.43. Najniza ponovljivost je karakteristi¢na za
larveni stupanj, najverovatnije zbog male veli¢ine uzorka i odsustva kompletnih

podataka (Tabela 6.).

TABELA 6. Matri¢ne korelacije izmedu sukcesivnih ontogenetskih stupnjeva u
okviru svake vrste. Poredenja koja su statisticki znacajno sli¢na pri

P<0.05 su podvucena.

Vrsta Stupanj  Stupanj t1  t2 Maksimalne OpaZene Korigovane P
1 2 korelacije  korelacije  korelacije (10,000
ponavljanja)

Larveni  Juvenilni 0.78 0.72 0.75 -0.24 -0.33 0.732

T.cristatus Juvenilni Adultni 0.72 0.91 0.81 -0.13 -0.17 0.363

Larveni  Adultni 0.78 091 0.84 0.10 0.11 0.642

. Larveni  Juvenilni 0.74 0.81 0.78 -0.01 -0.01 0.472
T.dobrogicus o )

Juvenilni Adultni  0.81 0.94 0.88 0.06 0.07 0.095

Larveni Adultni 074 094 0.83 0.41 0.49 0.436

Larveni  Juvenilni 0.78 0.71 0.75 0.46 0.62 0.047

T karelinii Juvenilni Adultni  0.71 0.93 0.81 0.81 1.00 0.016

Larveni  Adultni 0.78 0.93 0.85 0.49 0.57 0.010

Larveni  Juvenilni 043 0.67 0.54 0.05 0.09 0.448

T.macedonicus Juvenilni Adultni  0.67 0.82 0.74 0.45 0.60 0.567

Larveni  Adultni 043 0.82 0.60 -0.05 -0.08 0.052

Poredenje korelacionih matrica izmedu susednih ontogenetskih stupnjeva
u okviru svake vrste je pokazalo da se korelaciona struktura znacajno menja

tokom ontogenije. Izuzetak je vrsta T. karelinii, kod koje postoji uskladenost u
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obrascima

korelisanosti

elemenata

ekstremiteta

izmedu ontogenetskih

stupnjeva (Tabela 6.). U Tabeli 7. su prikazani rezultati interspecijskog

poredenja odgovaraju¢ih ontogenetskih

stupnjeva.

Vrednosti

matri¢nih

koeficijenata korelacija su generalno vecéi nego koeficijenti dobijeni izmedu

susednih ontogenetskih stupnjeva u okviru svake vrste.

TABELA 7. Matricne korelacije za odredene ontogenetske stupnjeve izmedu

razli¢itih vrsta mrmoljaka. Poredenja sa nivoom  statisticke
znacajnosti od P<0.05 su podvucena.

Stupanj Vrsta 1 Vrsta 2 t1 2 Makmmeﬂne Opazer.l'e Korlgovz'i'ne (1012)00
korelacije  korelacije  korelacije ., Vrania)
cristatus  dobrogicus 078 0.74 076 -0.16 -0.21 0.664
cristatus  karelinii 0.78 0.78 0.78 -0.03 -0.04 0.664
Larveni Cristatus — macedonicus 0.78 0.43 0.58 0.18 0.31 0.351
dobrogicus  karelinii 0.74 0.78 0.76 0.68 0.90 0.024
dobrogicus macedonicus 0.74 0.43 0.56 0.62 1.10 0.016
karelinii macedonicus 0.78 0.43 0.58 0.69 1.19 0.003
cristatus ~ dobrogicus  0.72 0.81 0.76 0.59 0.77 0.039
cristatus karelinii 0.72 0.71 0.71 0.42 0.59 0.026
Juvenilni cristatus ~ macedonicus 0.72 0.67 0.69 -0.34 -0.49 0.850
dobrogicus  karelinii 0.81 0.71 0.76 0.41 0.54 0.015
dobrogicus macedonicus 0.81 0.67 0.74 -0.12 -0.16 0.623
karelinii macedonicus 0.71 0.67 0.69 0.17 0.25 0.251
cristatus ~ dobrogicus ~ 0.91 0.94 0.92 0.74 0.80 0.038
cristatus  karelinii 091 0.93 0.92 0.38 0.41 0.111
Adulni cristatus macedonicus 0.91 0.82 0.86 0.59 0.68 0.012
dobrogicus  karelinii 0.94 0.93 0.93 0.06 0.06 0.427
dobrogicus macedonicus 0.94 0.82 0.88 0.21 0.24 0.234
karelinii macedonicus 0.93 0.82 0.87 0.48 0.55 0.023

Vrednosti za VE izra¢unate za svaki ontogenetski stupanj i svaku vrstu

ukazuje da nivo integracije varira tokom ontogenije (Slika 11.). Medutim,
poredenja vrednosti VE izmedu ontogenetskih stupnjeva u okviru svake vrste
su pokazala da nema statisticki znacajne razlike izmedu ontogenetskih

stupnjeva kod analiziranih vrsta.
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Triturus cristatus Triturus dobrogicus
50 5.0

45 T 45
40 4.0 %
u] I
35 -1 35
30 3.0 %
a __

25 25
20 20
15 - 1.5
1.0 1.0
05 0.5
larveni stupanj  juvenilni stupanj  adultni stupanj larveni stupanj  juvenilni stupanj  adultni stupanj
Triturus karelini Triturus macedonicus
5.0 50
45 I 45 %
40 I 40
35 35

3.0 3.0
25 25
20 20

1.5 15
I O Mean

1.0 10
T Mean0.95*SIy

05 0.5

larveni stupanj  juvenilni stupanj  adultni stupanj larveni stupanj  juvenilni stupanj  adultni stupanj

SLIKA 11. Graficki prikaz varijanse sopstvenih vrednosti (VE) izra¢unate putem
ponovnog uzorkovanja sa ponavljanjem, za cetiri vrste velikih
mrmoljaka. Kvadrat predstavlja srednju vrednost ponovno uzimanog
uzorka, sa opsegom koji ¢ini 95% standardne devijacije srednje

vrednosti.

Prosecne FiSerove z-transformisane korelacije su pokazale strukturalne
razlike izmedu matrica posebno izmedu korelacionih struktura kod vrsta T.
karelinii i T. dobrogicus (Tabela 8.). Prose¢ne korelacije unutar
ekstremiteta/izmedu elemenata istog ekstremiteta su bile vece nego korelacije
izmedu homologih elemenata ekstremiteta kod vrsta T. karelinii i delimi¢no kod
vrsta T. macedonicus. Kod vrsta T. dobrogicus i T. cristatus, korelacije unutar
ekstremiteta su bile niZe nego korelacije izmedu homologih elemenata (izuzev
za juvenilni stupanj kod zadnjih ekstremiteta gde su korelacije bile vece nego

korelacije za prednje ekstremitete i homologe elemente ekstremiteta).
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Odnos prose¢nih korelacija izmedu homologih i nehomologih elemenata
ekstremiteta je razli¢it. Kod vrste T. dobrogicus i T. cristatus, korelacije izmedu
homologih elemenata su vece nego izmedu nehomologih elemenata. Medutim,
suprotan odnos je utvrden kod vrsta T. karelini i T. macedonicus. Kod svih
analiziranih vrsta korelacije su vece na juvenilnom stupnju nego na adultnom
stupnju razvica (Tabela 8.).

Analiza parcijalnih korelacija je utvrdila da je juvenilni stupanj, stupanj sa
najznacajnijim korelacijama izmedu elemenata istog ekstremiteta i izmedu
elemenata razlicitih ekstremiteta kod svih analiziranih vrsta mrmoljaka (Slika

12).

Triturus cristatus Triturus dobrogicus Triturus karelini Triturus macedonicus
H F
Larveni stupanj 0.60
R [}

H 0.65
0.72 0.37
R 0.55

Juvenilni stupanj

Adultni stupanj

SLIKA 12. Grafic¢ki prikaz statisticki znacajnih parcijalnih korelacija (P<0.05).

Kod adultnog stupnja vrste T. dobrogicus i T. karelini imaju suprotne
obrasce korelisanosti. Kod vrste T. dobrogicus statisticki znacajne korelacije su
prisutne samo izmedu homologih elemenata ekstremiteta. Ovaj rezultat je
suprotan u odnosu na vrstu T. karelini kod koje su pronadene visoke parcijalne
korelacije izmedu elemenata istog ekstremiteta i to izmedu elemenata

stilopodijuma i zeugopodijuma. Kod vrste T. karelini su utvrdene najslabije veze
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izmedu prednjih i zadnjih ekstremiteta. Parcijalne korelacije izmedu elemenata
ekstremiteta vrste T. cristatus i T. macedonicus su po intezitetu izmedu
prethodnih vrsta sa statisticki znac¢ajnim ivicama izmedu homologih elemenata

i elemenata jednog ekstremiteta.

TABELA 9. Varijansa duZine elemenata ekstremiteta i P vrednosti na osnovu
Levenovog testa. Poredenja sa nivoom statisticke znacajnosti od

P<0.05 su podvucena.

Varijansa
Stupanj H R MC F T MT
Larveni 0.017 0.005 0.002 0.041 0.002 0.004
T. cristatus Juvenilni 0.072 0.022 0.009 0.089 0.017 0.012
Adultni 0.178 0.040 0.045 0.098 0.040 0.060
Larveni 0.040 0.008 0.003 0.034 0.007 0.005
T. dobrogicus  Juvenilni 0.042 0.024 0.010 0.057 0.021 0.023
Adultni 0.074 0.028 0.032 0.087 0.035 0.074
Larveni 0.090 0.014 0.002 0.013 0.006 0.003
T. arntzeni Juvenilni 0.052 0.032 0.015 0.058 0.024 0.011
Adultni 0.280 0.066 0.046 0.240 0.077 0.047
Larveni 0.022 0.007 0.002 0.022 0.003 0.012
T. macedonicus Juvenilni 0.040 0.022 0.010 0.047 0.016 0.010
Adultni 0.097 0.038 0.013 0.086 0.041 0.026

Disparitet u duzini elemenata ekstremiteta se znatno razlikuje izmedu

ontogenetskih stupnjeva i izmedu vrsta.

Najniza varijansa je povezana sa larvenim stupnjem dok je variranje

duzina elemenata ekstremiteta bilo najvece kod adultnog stupnja (Tabela 9.).
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TABELA 9. Nastavak.

P-vrednost
H R MC F T MT
Larveni/Juvenilni 0.396  0.430 0.184 0.694 0.126 0.469
T. cristatus Larveni/ Adultni 0.035 0.051 0.014 0.225 0.063 0.013
Juvenilni/ Adultni 0.062  0.086 0.034 0.212 0.189 0.022
Larveni/Juvenilni 0.757 0.091 0.101 0.086 0.098 0.016
T. dobrogicus Larveni/ Adultni 0.041 0.289 <0.001 0.014 0.062 <0.001
Juvenilni/ Adultni 0.022 0.551 0.004 0.114 0.286 0.009
Larveni/Juvenilni 0.401 0.149 0.013 0.027 0.041 <0.001
T. karelini Larveni/ Adultni 0.007 0.039 0.002 0.002 0.007 <0.001
Juvenilni/ Adultni 0.019 0.161 0.047 0.033 0.083 0.047
Larveni/Juvenilni 0.088 0.109 0.091 0.192 0.046 0.709
T. macedonicus Larveni/ Adultni 0.044 0.241 0.229 0.124 0.066 0.048
Juvenilni/ Adultni 0.189 0.684 0.850 0.243 0.294 0.031

4.4. SEKVENCIJALNA HETEROHRONIJA

4.4.1.PGI ANALIZA

PGi analiza je utvrdila prose¢nu duzinu stabla od 30 i 47 koraka za prednje

odnosno zadnje ekstremitete.

Utvrdena pomeranja u razvojnoj, osifikacionoj sekvenci prednjih
ekstremiteta su sledeca (Slika 13.): grana koja vodi ka vrsti T. marmoratus je
definisana ubrzanjem elementa falange Ph 3.3 i usporavanjem metakarpalnog
elemenata 4, i falangi Ph 1.1, Ph 3.1. Svi veliki mrmoljci dele ubrzanje
metakarpalnog elementa III (Slika 13.) kao i kasniju osifikaciju elemenata
drugog prsta (Ph 2.1 i Ph 2.2). Grana koja vodi ka vrsti T. macedonicus se
odlikuje usporavanjem u osifikaciji metakarpalnog elementa I, i falangi Ph 1.1 i
Ph 2.1. Vrsta T. cristatus je definisana ubrzavanjem osifikacije elemenata prstiju
Ph 1.2 i Ph 3.1 (pogledati Sliku 14. za crteZze vezane za redosled dogadaja u

osifikaciji).
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Pomeranja u sekvenci osifikacije zadnjih ekstremiteta su prisutna sa vecom

ucestalosé¢u nego kod prednjih ekstremiteta (Slika 13.).

A). Prednji ekstremiteti T.dobrogicus

T.cristatus

d: 438,10 T.macedonicus

| a:14;d:7.8,12 | T.marmoratus

B). Zadnji ekstremiteti

T.dobrogicus
| a: 14.19: d: 4|

[2: 9,10,11; d: 6,12 T cristatus

[a:8,17:d:5,11,12,20 |

d: 438,10 T.macedonicus
[a:10,14.15:d: 7 | T.marmoratus

SLIKA 13. Rezultati Pgi analize za prednje i zadnje ekstremitete kod cetiri
vrsta mrmoljaka. Promene u sekvenci (a: ubrzanja, d: kasnjenja) su mapirane na
postoje¢u prihvacenu topologiju dobijenu na osnovu mitohondrijalne DNK

sekvence (Wielstra i Arntzen, 2011).
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Grana koja vodi ka vrsti T. marmoratus se odlikuje ubrzanjem osifikacije
elemenata prstiju Ph 1.2, Ph 3.2, Ph 3.3, kao i kasnom osifikacijom
metatarzalnog elementa IV. Veliki mrmoljci dele ubrzanje osifikacije
metatarzalnog elementa V i falange Ph 4.2 kao i usporenje metatarzalnog

elementa II, i falangi Ph 5.2 i obe falange drugog prsta (Ph 2.1 i Ph 2.2).

A). Prednji ekstremiteti

ﬁ : Ulna

/% _ Radius
T A N L < S < — Karpalne kosti
LB A % \ X 3 \

T.cristatus

£

SRR A R A RS AN A RRE A RN £ AR A AP A\

i § i 1 i H i ' H I‘

)‘J‘

T.macedonicus

YYVUVUW

f’}%\ AN AN A SN A SN AN A A )
AT SR S T R R R R4\
" ‘ 11

[

7

SLIKA 14. Graficke ilustracije vremenskog rasporeda u osifikaciji elemenata
ekstremiteta kod tri vrste velikih krestastih mrmoljaka. A) Prednji
ekstremiteti, B) Zadnji ekstremiteti. Veli¢ina crnih polja ukazuje na nivo
osifikacije u datom skeletnom elementu. Bela polja oznacavaju

postojanje hrskavicavog tkiva.
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Grana koja vodi ka vrsti T. macedonicus se odlikuje ubrzanjem osifikacije
metatarsalnog elementa V, i falangi Ph 2.1 i Ph 3.3. Kladu koja obuhvata vrste T.
dobrogicus i T. cristatus odlikuje ubrzanje osifikacije falangi Ph 3.2 i Ph 5.1 i
kasna osifikacija metatarzalnog elementa I. Grana sa vrstom T. cristatus se

odlikuje ranom osifikacijom prvog prsta (Ph 1.1 i Ph 1.2) i drugog prsta (Ph 2.1).

B). Zadniji ekstremiteti

T.cristatus
Tibia
} % Flbu]ei ‘
s/ JH 4 "j ?\ / Tarzalne kosti
/ i A i Metatarzalne
kosti
Falange
T.dobrogicus

—~—
—~—

SLIKA 14. Nastavak.

Promene u sekvenci osifikacije u grani koja sadrzi vrstu T. dobrogicus su
prisutne samo u zadnjim ekstremitetima i predstavljaju ubrzanje u osifikaciji
metatarzalnog elementa I i usporenje falange Ph 4.3 (pogledati Sliku 14. za skice

redosleda osifikacije u zadnjim ekstremitetima analiziranih vrsta mrmoljaka).
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4.4.2. RANK ANALIZA

Rank analiza je utvrdila veliko variranje u osifikacionoj sekvenci, $to
oslikava razlike u disparitetu osifikacione sekvence krestastih mrmoljaka i

mramorastog mrmoljka (Slika 15.).
(a). Prednji ekstremiteti

@ Sve analizirane O Veliki mrmoljci
vrste mrmoljaka

0.8

0.6

N
Oi LL':LhI]I]uhI]hI]I]

U MC MC Ph MC Ph Ph MC Ph Ph Ph Ph Ph Ph
I 1 3.1 IV 21 32 1T 41 11 33 22 1.2 42

(b). Zadnji ekstremiteti

0.8
0.6

T FTIRTIE |I.

0 I:I:lI:II_ll_II_I (I AN SN oW IN IN SN )

F T Fi MT MT MT Ph Ph Ph Ph MT Ph MT Ph Ph Ph Ph Ph Ph Ph
w31 41 21 32 vV 42 1 51 33 1.1 43 22 1.2 52

SLIKA 15 . Variranje pojedinac¢nih elemenata u osifikacionoj sekvenci u prednjim
i zadnjim ekstremitetima kod velikih krestastih mrmoljaka (beli stubovi)
i mramorastog mrmoljka (crni stubovi). a) Prednji ekstremiteti (H-
humerus, R-radius, U-ulna, MC-metakarpalni elementi , Ph-falange
prstiju); b) Zadnji ekstremiteti (F-femur, T-tibia, Fi-fibula, MT-

metatarzalni elementi, Ph-falange prstiju).
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PC2:17.02%

Statisticki znacajna razlika u variranju je utvrdena izmedu mrmoljaka
kada su analizirane sve vrste zajedno. Elementi koji su najvarijabilniji u
osifikacionoj sekvenci su falange Ph 2.2, Ph 2.1, metakarpalni elementi IV i
falange Ph 3.3 u prednjim ekstremitetima i falange Ph 2.1, Ph 2.2, i metatarzalni
element V u zadnjim ekstremitetima. Kada su analizirani samo veliki krestasti
mrmoljci, elementi koji su vise varirali su bili: falange Ph 3.1, Ph3.3iPh 1.1 u
prednjim ekstremitetima i falange Ph 3.2 i Ph 4.1 u zadnjim ekstremitetima.
Osnovna i najuocljivija razlika u sekvenci osifikacije velikih krestastih
mrmoljaka sa jedne strane i mramorastih mrmoljaka sa druge strane, je vezana

za poziciju drugog prsta (Ph 2.1 i Ph 2.2) u osifikacionoj sekvenci.
4.5. ALOMETRIJA
Ukupno variranje u alometrijskim odnosima izmedu mrmoljaka je

predstavljeno u prostoru definisanom sa prvom i drugom glavnom

komponentom (Slika 16.) dobijenom analizom glavnih komponenti, PCA.

(a). Prednji ekstremiteti (b). Zadnji ekstremiteti
0.020 0.015
5 . T. cristatus
0.015 T cristatus 0.010 stay
L]
0.010
0.005
0.005 i\e
0.000 T.macef?omcu.s' l"- 0.000
o T. dobrogicus
-0.005 o . .
& _0.005 T. macedonicus
- i o .
0010 T. dnb;'a_gu s
) -0.010
-0.015
-0.020 -0.015
-0.05 -0.04 -0.03 -0.02 -0.01 0.00 001 002 003 0.04 005 -0.05 -0.04 -0.03 -0.02 -0.01 0.00 0.01 002 003 0.04 005
PC 1: 82.98% PC 1:92.83%

SLIKA 16. Alometrijski prostor za tri vrste velikih mrmoljaka. a) Prednji

ekstremiteti; b) Zadnji ekstremiteti.
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Prva PC osa objasnjava 82.98% variranja u prednjim ekstremitetima, dok
druga PC osa objasnjava preostalih 17.02% variranja. U zadnjim ekstremitetima,
najveci deo variranja 92.83% je objaSnjen prvom osom PCIl. Ovaj obrazac
variranja prvenstveno oslikava razlike izmedu alometrijskih putanja vrsta T.
macedonicus i T. dobrogicus, dok se polozaj vrste T. cristatus nalazi izmedu druge

dve analizirane vrste.

4.5.1. RAST DO METAMORFOZE

Sve osobine su umereno do srednje korelisane sa veli¢inom tela (SVL), sa
opsegom koeficijenta determinacije od 0.537 do 0.830 (sa izuzetkom za humerus
H kod vrste T. cristatus i metatarzalnih elemenata MT kod vrste T. dobrogicus)
(Tabela 10 (A).).

Niske vrednosti koeficijenata determinacije verovatno su vezane za malu
veli¢inu uzorka, posebno u slucaju vrste T. cristatus. Putanje elemenata
ekstremiteta su se razlikovale u nagibu, sa statistickom znacajno$¢u izmedu
vrsta T. dobrogicus i T. macedonicus (P<0.001 za sve elemente u oba ekstremiteta).
Putanje svih elemenata ekstremiteta kod vrsta T. cristatus i T. macedonicus su
delile zajednicki nagib i visinu (izuzetak su tibia T i metatarzalni element MT
kod kojih je pronadeno statisticki zna¢ajno pomeranje u visini sa ’<0.005), sa
zna¢ajnim pomeranjem duz zajednickog nagiba sa P< 0.001, sa vedim

vrednostima za vrstu T. macedonicus (Tabela 10 (A). ; Slika 17, 18.).
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TABELA 10. Alometrijski parametri za tri vrste velikih mrmoljaka, na osnovu
modela standardizovanih glavnih osa. a) Rast do metamorfoze ; b). Rast posle
metamorfoze; H-humerus, R-radius, U-ulna, MC-metakarpalni element, F-

femur, T-tibia, Fi-fibula, MT-metatarzalni element.

(A): RAST DO METAMORFOZE

Element ekstremiteta Vrsta r2 P Nagib Intercept
T. cristatus 0.335 0.024 0.9593  0.827
H T. dobrogicus ~ 0.814 0.000 1.1493  0.761

T. macedonicus 0.785 0.000 0.8248 0.821

T. cristatus 0.570 0.001 0.7582 1.227

R T. dobrogicus ~ 0.773 0.000 1.0412  1.184
T. macedonicus 0.746 0.000 0.6731 1.253

T. cristatus 0.595 0.001 0.8767 1.136

U T. dobrogicus ~ 0.816 0.000 0.9708 1.159
T. macedonicus 0.741 0.000 0.6835 1.215

T. cristatus 0.537 0.002 0.5690 1.465

MC T. dobrogicus ~ 0.708 0.000 0.7771  1.480
T. macedonicus 0.645 0.000 0.5444 1.461

T. cristatus 0.647 0.000 0.7938 0.977

F T. dobrogicus ~ 0.830 0.000 1.1152 0.805
T. macedonicus 0.777 0.000 0.7380 1.018

T. cristatus 0.699 0.000 0.6635 1.291

T T. dobrogicus ~ 0.776 0.000 0.8222  1.285
T. macedonicus 0.701 0.000 0.5486 1.345

T. cristatus 0.672 0.000 0.6583 1.309

Fi T. dobrogicus ~ 0.772 0.000 0.8554  1.279
T. macedonicus 0.721 0.000 0.5559 1.351

T. cristatus 0.591 0.001 0.6812 1.370

MT T. dobrogicus ~ 0.463 0.000 0.8059  1.386
T. macedonicus 0.793 0.000 0.5049 1.424
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TABELA 10 . Nastavak.

(B): RAST POSLE METAMORFOZE

Element ekstremiteta Vrsta r2 P  Nagib Intercept

T. cristatus 0.941 0.000 1.507 0.452

H T. dobrogicus ~ 0.922 0.000 1.730 0.384
T. macedonicus 0.968 0.000 1.494 0.381

T. cristatus 0.957 0.000 1.373 1.004

R T. dobrogicus 0922 0.000 1.385 1.081
T. macedonicus 0.957 0.000 1.356 0.932

T. cristatus 0.956 0.000 1.432 0.907

U T. dobrogicus ~ 0.906 0.000 1.565 0.941
T. macedonicus 0.950 0.000 1.366 0.863

T. cristatus 0.923 0.000 1.015 1.444

MC T. dobrogicus ~ 0.842 0.000 0.094 1.470
T. macedonicus 0.928 0.000 1.060 1.363

T. cristatus 0.967 0.000 1.517 0.508

F T. dobrogicus 0912 0.000 1.743 0.408
T. macedonicus 0.969 0.000 1.492 0.456

T. cristatus 0.979 0.000 1.220 1.113

T T. dobrogicus 0915 0.000 1.243 1.167
T. macedonicus 0.963 0.000 1.203 1.076

T. cristatus 0.978 0.000 1.200 1.148

Fi T. dobrogicus 0913 0.000 1.268 1.163
T. macedonicus 0.954 0.000 1.207 1.096

T. cristatus 0.921 0.000 1.111 1.292

MT T. dobrogicus ~ 0.831 0.000 1.025 1.373
T. macedonicus 0.913 0.000 1.189 1.231
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4.5.2. RAST POSLE METAMORFOZE
Sve vrste dele zajednjicki nagib putanja rasta posle metamorfoze, sto ukazuje na
slicnosti u obrascima rasta (Tabela 10 (B).). Lateralna transpozicija i
ontogenetsko skaliranje je uoceno u svim poredenjima (P’<0.001), sa vedim
vrednostima visine kod vrste T. macedonicus i veéim vrednostima duz
zajednickog nagiba kod vrste T. cristatus. Nize vrednosti za visinu i zajednicki
nagib su karakteristi¢cne za vrstu T. dobrogicus. Jedini izuzeci su putanje za
elemente humerus H i femur F sa statistickom razlikom u nagibima izmedu
vrsta T. dobrogicus i druge dve vrste T. macedonicus (P<0.001) i T. cristatus
(P<0.001). Putanje vrsta T. macedonicus i T. cristatus se razlikuju i u visini i duz
zajednickog nagiba (P<0.02) za elemente ekstremiteta sa veéim vrednostima

kod vrste T. cristatus (Tabela 10 (B). ; Slika 17, 18.).
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5.DISKUSIJA
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5.1. VARIJABILNOST U OBRASCIMA ORGANIZACIJE KARPUSA I TARZUSA

Obrasci variranja utvrdeni u ovoj studiji ukazuju da je variranje
basipodijuma kod velikih krestastih mrmoljaka u skladu sa opisanim obrascima
variranja kod drugih vrsta repatih vodozemaca (Caudata) (Shubin i Wake,
2003), kao i sa prethodno analiziranom varijabilnos¢u basipodijuma kod vrsta T.
carnifex (Zaffaroni i sar., 1999). Varijabilni obrasci basipodijuma kod
analiziranih vrsta su takode prisutni kao ceste varijante u analizama
varijabilnosti drugih vrsta familije Salamandridae (Triturus cristatus, T.
marmoratus, Taricha granulosa) (Rienesl i Wagner, 1992; Shubin i sar., 1995).
Analiza varijabilnosti mesopodialnih obrazaca pokazuje prisustvo atavizma koji
dovodi do ponovne ekspresije odredenih varijanti na razli¢itim hijerarhijskim
nivoima filogenije repatih vodozemaca, pa tako ceste varijante izvedenih grupa
su upravo standardne varijante bazalnih grupa (Shubin i Wake, 1996). Kod
vrsta roda Triturus, standardna varijanta tarzusa je fuzija elemenata distalnih
tarzalnih elemenata 4 i 5, dok se kao normalno variranje pojavljuje predacko
stanje koje podrazumeva prisustvo dva odvojena elementa. Medutim, ovo
variranje je najverovatnije limitirano razvojnim sistemom, pa se diverzifikacija
ekstremiteta odlikuje fiksiranjem onih obrazaca koji su prisutni kao varijabilni
deo filogenetski bliskih taksona.

Znacajan rezultat ove studije je podatak da je u basipodijumu vrste T.
dobrogicus doslo do gubitka jednog od karpalnih elemenata (centrale 1), Sto
moze da bude rezultat zadrzavanja embrionskih odlika kod adultnih jedinki
(Shubin i Alberch, 1986; Shubin, 2002). Uopste, tendencije u evoluciji
ekstremiteta kod repatih vodozemaca su usmerene na redukciju broja kostanih
elemenata. Tako kod mnogih vrsta odsustvuju neki karpalni elementi, sa
ekstremnim oblikom kod roda Proteus c¢iji karpus je izgraden iz samo 3
elementa (Shubin i Wake, 1996). Redukcija se ¢esto povezuje sa pedomorfozom.
Specificnost ekstremiteta dunavskog mrmoljka (T. dobrogicus) se dopunjuje i

posebnim planom organizacije karpusa i tarzusa koji odlikuje nizak nivo
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osifikacije pracen rastresitim pakovanjem elemenata-kostiju (Ivanovié¢ i sar.,
2008b). Na osnovu dobijenih rezultata pretpostavljeno je da heterohroni¢na
promena moze biti neposredan mehanizam morfoloskih promena kod vrste T.

dobrogicus (Ivanovic i sar., 2008b).

Opazena varijabilnost u morfologiji ekstremiteta koja ukljucuje razli¢it
nivo osifikacije i ,gustinu pakovanja” elemenata karpusa i tarzusa, mogu
ukazati na mogucnost njihove veze sa razlikama u pogledu adaptacija na
specifi¢ne uslove Zivotne sredine. Posto mrmoljci imaju bifazi¢ni Zivotni ciklus
sa larvama i adultnim jedinkama, koji u vreme parenja naseljavaju vodenu
sredinu i juvenilnim i adultnim jedinkama van sezone parenja, koji naseljavaju
terestricnu sredinu, oni koriste i akvati¢no i terestricno kretanje. Analizirane
Cetiri vrste mrmoljaka se znatno razlikuju u pogledu preferenci ka
akvati¢nim/terestri¢nim stanistima. Vrsta koja spada u grupu vise akvati¢nih
mrmoljaka je vrsta T. dobrogicus sa prosecno Sest meseci provedenih u vodenoj
sredini godi$nje. Ostale vrste provode proseéno manje vremena u akvati¢noj
sredini i to: pet meseci vrsta T. cristatus, Cetiri meseca vrsta T. carnifex i samo tri
meseca vrsta T. karelinii koja predstavlja i najterestri¢niju vrstu u ovoj grupi
vrsta (Andreone i Giacoma, 1989; Arntzen, 2003). Dunavski mrmoljak je, u
poredenju sa drugim vrstama mrmoljaka, isklju¢ivo vezan u rasprostranjenju
na relativno velika otvorena vodena stanista (kao na primer mocvare ili kanali
sa sporo teku¢om vodom). Sa druge strane, vrste T. carnifex i T. karelinii, su
uglavnom stanovnici bara koji provode reproduktivni period u malim lenti¢nim
barama i ¢esto na veédim nadmorskim visinama. Dobro osifikovan karpus i
tarzus kao i duzi ekstremiteti posebno pocetni/proksimalni elementi, koji
moraju da izdrze teZinu tela na kopnu, mogu se smatrati adaptacijama ovih
mrmoljaka na mehanicke zahteve terestricne lokomocije (Ivanovic i sar., 2008b).
Najakvati¢nija vrsta T. dobrogicus ima kratke ekstremitete i nizi nivo osifikacije u
basipodijumu (Ivanovi¢ i sar., 2008b). Vitko izduZeno telo i redukovani

ekstremiteti kod ove vrste mogu favorizovati sposobnosti plivanja-bo¢nim
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savijanjem tela, dok su robusno i krace telo sa duzim ekstremitetima adaptacije
za terestricnu lokomociju, jer duZi ekstremiteti omogucavaju duzi iskorak i
samim tim efikasnije kretanje po tlu (Arntzen i Wallis, 1999; Arntzen i sar.,
2007). Medutim, kod grupa sa slozenim zivotnim ciklusom, koji obuhvata zivot
i u vodenoj i u kopnenoj sredini, moguce je postojanje uzajamnih ogranicenja
izmedu lokomocija u dve sredine. Kod mrmoljaka se moZe ocekivati
kompromisni fenotip koji ne maksimizira ni jednu lokomociju. U studiji sa
deset vrsta evropskih mrmoljaka, uklju¢ujuci i velike krestaste mrmoljke, je
utvrdeno da je izduZivanje tela praceno smanjenjem brzine kretanja kretanja po
kopnu, ali takode i smanjenjem brzine plivanja $to ukazuje na postojanje
uzajamnog ogranic¢avanja izmedu akvati¢ne i terestricne lokomocije kod ovih

mrmoljaka (Gvozdik i Van Damme, 2006).

Bez obzira na postojanje uzajamnog ogranic¢avanja, evolucija ekstremiteta
velikih krestastih mrmoljaka bi mogla biti povezana sa njihovom ekoloskom
diverzifikacijom (Ivanovi¢ i sar., 2008b). Primer je dobrogicus klada koja je
naselila nizijska velika otvorena vodena stanista Panonije i Dobrogee, i
prilagodila se mnogo ve¢em akvati¢nom Zivotu u odnosu na ostale vrste velikih
mrmoljaka (Crnobrnja-Isailovi¢ i sar., 1997; Arntzen i sar., 2007). Ta promena je
bila toliko izrazena da se moze re¢i da vrsta T. dobrogicus ima potpuno
drugaciju ekolosku nisu od ostalih vrsta velikih krestastih mrmoljaka (Arntzen i

Wallis, 1999).

5.2. MORFOLOSKA INTEGRACIJA I MODULARNOST

Jedan od osnovnih ciljeva ove studije bio je istrazivanje varijabilnosti
skeletnih elemenata tokom ontogenije i filogenije velikih mrmoljaka. Akcenat je
postavljen na mogucdi uticaj procesa metamorfoze i ontogenetske promene nise,
na nivo i obrasce morfoloske integracije. Iako mala veli¢ina uzorka, posebno za

larveni stupanj, limitira direktnu evaluaciju morfoloske integracije tokom
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ontogenije i promene obrazaca integracije, dobijeni rezultati ukazuju na
postojanje dva osnovna pravca variranja (Tomasevi¢ Kolarov i sar., 2011). Prvi
pravac variranja podrazumeva da su odgovaraju¢i ontogenetski stupnjevi
sli¢niji izmedu vrsta nego sukcesivni ontogenetski stupnjevi u okviru jedne iste
vrste, sa najve¢im nivoom integracije u juvenilnom stupnju. Drugi pravac
variranja ukazuje na razlike u obrascima integracije izmedu vise akvati¢nih i
viSe terestri¢nih vrsta mrmoljaka. Naime, nize korelacije izmedu homologih
elemenata ekstremiteta pracene su povecanjem korelacija izmedu elemenata
unutar ekstremiteta terestricnih vrsta velikih mrmoljaka (kao T. karelinii), dok
vise akvati¢ne vrste (kao T. dobrogicus) imaju suprotan obrazac variranja sa
vedim korelacijama izmedu homologih elemenata ekstremiteta nego izmedu
elemenata unutar ekstremiteta (Tomasevi¢ Kolarov i sar., 2011).

Ovi rezultati su u jasnoj suprotnosti sa rezultatima dobijenim u drugim
studijama ontogenetske integracije, poput studija integracije skapule primata
(Young, 2006) ili lobanje hominida (Ackermann, 2005), kod kojih je utvrdeno da
su obrasci kovariranja generalno mnogo sli¢niji izmedu ontogenetskih
stupnjeva za bilo koju vrstu nego izmedu vrsta za bilo koji stupanj u toku
ontogenije. Takode, ovi rezultati se izdvajaju i u pogledu obrazaca integracije u
ekstremitetima u odnosu na grupe kao sto su primati (Young i sar., 2010), gde je
utvrdeno da razlicite grupe dele razvojno ograni¢ene obrasce integracije, kod
kojih homologi elementi prednjih i zadnjih ekstremiteta imaju vecu korelaciju u
poredenju sa nehomologim elementima.

Veca integracija u juvenilnom stupnju je dobijena u studijama integracije
ekstremiteta kod ptica (Cane, 1993), kao i u ekstremitetima pacova (Zelditch,
1988), iako je utvrdeno da u slucajevima gde postoji dovoljno podataka
integracija fluktuira tokom postnatalnog perioda (Zelditch, 1988). Ovi podaci
dovode do zakljucka da visok nivo integracije prisutan u juvenilnom stupnju
predstavlja funkciju brzog, koordinisanog rasta skeleta ekstremiteta tokom

perioda u okviru koga sistemski hormoni imaju odluc¢ujuc¢u ulogu.
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Visok nivo integracije kod juvenilnih jedinki je utvrden i u slucaju
lobanje (Willmore i sar., 2006; Goswami i Polly, 2010). Kranijalna integracija kod
juvenilnih miseva (Willmore i sar.,, 2006) i japanskih makaka majmuna
(Goswami i Polly, 2010) je najveca u najmladim uzrasnim klasama. Medutim,
obrasci integracije i njihova “uocljivost i doslednost”zavise od izbora taksona,
uzrasne klase, kao i anatomskog regiona. Veca integracija kranijuma kod
adultnih nego juvenilnih jedinki je utvrdena kod nekih vrsta sisara i mrmoljaka
(Ackermann, 2005; Ivanovi¢ i sar., 2005), kao i u sluc¢aju oblika tela kod riba
(Fischer-Rousseau i sar., 2009). Nedostatak “doslednog obrasca” izmedu, i u
okviru osnovnih grupa tetrapoda, pokazuje da totalna integracija, merena
preko obrazaca morfoloskog kovariranja, predstavlja rezultat mnogih lokalnih
kao i globalnih-sistemskih faktora koji menjaju jedan drugome efekat u
vremenu i prostoru (palimsest model: Hallgrimsson i sar., 2009). Stoga su opazeni
obrasci integracije specifi¢ni i zavisni kako od izbora vrste-taksona, tako i od
njegove zivotne istorije.

Razlike u obrascima integracije izmedu velikih mrmoljaka i grupa sa vise
kontinuiranim razvi¢em, kao $to su sisari, mogu biti povezane sa razvojnim i
funkcionalnim karakteristikama koje su specificne za repate vodozemce. Kod
repatih vodozemaca, postoji razlika u relativnom vremenu pojave prednjih i
zadnjih ekstremiteta. Kod vrsta roda Triturus, prednji ekstremiteti se pojavljuju
prvi i imaju ubrzani razvoj u odnosu na zadnje ekstremitete. Prednji
ekstremiteti postaju hrskavicavi pre nego $to se uopste formira zacetak zadnjih
ekstremiteta (Duellman i Trueb, 1994; Bininda-Emonds i sar., 2007). Takode,
ekstremiteti imaju i razli¢ite bioloske uloge tokom zivota jedinki: zadnji
ekstremiteti Zenki imaju dodatnu ulogu u reprodukciji kao $to je pakovanje i
umotavanje jaja u lis¢e podvodnih biljaka, dok zadnji ekstremiteti muzjaka
imaju vaznu ulogu u odrzavanju specificnih polozaja tela pri udvaranju tj.
svadbenim igrama (Griffiths, 1996). Zbog razlika kao $to su razlike u vremenu
pojave i razli¢ite bioloske uloge prednjih i zadnjih ekstremiteta kod repatih

vodozemaca, moZze se ocekivati disocijacija ili razdvajanje izmedu serijalno i
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funkcionalno homologih elemenata ekstremiteta. Takode, prethodne studije
varijabilnosti u basipodijumu kod velikih mrmoljaka su pokazale veci nivo
intraspecifi¢ne varijabilnosti u karpusu nego u tarzusu (Rienesl i Wagner, 1992;
Ivanovi¢ i sar., 2008b), sto moze ukazati na razli¢ite selekcione pritiske koji
postoje na prednjim i zadnjim ekstremitetima.

Iako se ekstremiteti razvijaju ujednaceno tokom ontogenije mrmoljaka
(ta¢nije, ekstremiteti ne prolaze kroz drasticne promene tokom metamorfoze
kao $to je to slucaj sa glavenim skeletom), rezultati ove studije su pokazali da se
korelaciona struktura izmedu larvenog i juvenilnog stupnja znac¢ajno razlikuje.
Ove razlike su verovatno nastale usled razli¢itih funkcionalnih zahteva
(Tomasevi¢ Kolarov i sar., 2011). Na stupnju larve kretanje je ostvareno
pretezno boc¢nim pokretima tela i repa i obuhvata: hodanje po dnu bare,
pasivno plutanje ili kretanje pomocu kratkih pokreta repa. Kada juvenilne
jedinke napuste vodenu sredinu, njihovi ekstremiteti moraju biti u stanju da
izdrze tezinu tela i da efektivno obavljaju terestricnu lokomociju. Suvozemno
kretanje zahteva dosta energije i ostvaruje se sinhroni¢nim koris¢enjem
dijagonalno postavljenih ekstremiteta. Ekstremiteti na taj nacin moraju da
izdrZe tezinu tela i da omoguce kretanje ka napred. U vodenoj sredini, kretanje
metamorfoziranih jedinki (juvenilnih i adultnih jedinki) se postize pretezno
pokretima repa dok se ekstremiteti drZze Sto blize telu da bi se smanjio
hidrodinamican otpor tela u vodenoj sredini (Azizi i Horton, 2004). Iz ovoga
sledi da upravo funkcionalni zahtevi razli¢itih sredina i lokomocije u njima
mogu imati najveéi uticaj na obrasce morfoloske integracije (Young i
Hallgrimsson, 2005) kod velikih mrmoljaka tokom ontogenije (Tomasevic
Kolarov i sar.,, 2011). Podudaranje izmedu funkcije i obrazaca morfoloske
integracije moze se posti¢i koordinisanim evolucionim promenama u
genetickim korelacijama i razvojnim programima, Sto bi imalo za cilj
podudaranje genetickih i razvojnih modula sa funkcionalnim modulima
(Cheverud, 1982; Wagner i Altenberg, 1996; Klingenberg i sar., 2010; Young i

sar., 2010). Medutim, posto se ekstremiteti mrmoljaka razvijaju rano tokom
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razvica, a uporedo se koriste za kretanje, podlozni su uticajima epigenetickih
faktora, kao $to su neuro-misi¢cna koordinacija ili interakcija izmedu kosti i
misiéa (Young i sar., 2009), koji mogu da uticu na promenu obrazaca
kovariranja.

Opazeni obrasci korelacija daju informacije o procesima koji su doveli do
evolucione raznovrsnosti u morfoloskoj integraciji kod grupa organizama sa
diskuntinuiranim, bifazicnim razviéem. Tranzicija u ontogeniji velikih
mrmoljaka (metamorfoza i ontogenetska promena nise sa diferencijalnim
nacinima kretanja) je najverovatnije povezana sa promenama u korelacionoj
strukturi. Funkcija je verovatno faktor koji uti¢e obrasce morfoloske integracije
u ekstremitetima velikih krestastih mrmoljaka (Tomasevi¢ Kolarov i sar., 2011).
Dobijeni rezultati takode ukazuju da je redukcija korelacije izmedu homologih
elemenata ekstremiteta i povecanje korelacije izmedu elemenata unutar
ekstremiteta najverovatnije predacko stanje kod mrmoljaka. Dostupni podaci
ukazuju da je morfoloska integracija evoluciono labilna kod velikih mrmoljaka,
i da se tranzicija od predackog i izvedenog obrasca ponavljala vise puta,

najverovatnije vodena sredinskim zahtevima.
5.3. HETEROHRONIJA
Drugi osnovni cilj ove studije bio je istrazivanje efekta heterohroni¢nih
promena na variranje ekstremiteta kod velikih mrmoljaka. Analiza kod tri vrste
krestastih mrmoljaka je ukazala na vazan uticaj heterohronije u ranom periodu
pre metamorfoze (Tomasevi¢ Kolarov, 2013).
5.3.1. SEKVENCIJALNA HETEROHRONIJA
Uporedna analiza osifikacionih sekvenci ekstremiteta velikih mrmoljaka

utvrdila je postojanje nekoliko sinapomorfnih heterohroni¢nih promena, koje

ukljucuju kasnjenje u sekvenci drugog prsta i ubrzanje metakarpalnog elementa
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III i metatarzalnog elementa V (Tomasevi¢ Kolarov, 2013). Ove heterohroni¢ne
promene su vazne za razmatranje morfoloske evolucije ekstremiteta kod velikih
krestastih mrmoljaka jer uklju¢uju promenu preaksijalne ka postaksijalnoj
dominaciji u razvojnoj sekvenci, koja nije poznata kod repatih vodozemaca
(Shubin i Wake, 2003; Frobisch, 2008; Frobisch i Shubin, 2011). Ta¢nije, osnovne
karakteristike razvica ekstremiteta kod repatih vodozemaca ukljuc¢uju
preaksijalnu dominaciju u osifikacionoj sekvenci (Frobisch, 2008). Iako postoji
izvesno variranje u osifikacionoj sekvenci, generalni obrazac ukljucuje
zapocinjanje osifikacije u drugom prstu i to metapodijalnim i falangialnim
elementima, $to je praceno osifikacijom u prstima III, I, IV i V (Frobisch, 2008).
Kod svih vrsta velikih krestastih mrmoljaka koje su analizirane u ovoj studiji,
obrazac osifikacije u autopodijumu zapocinje sa prstom III i u metapodijalnim i
falangialnim elementima, Sto je u suprotnosti sa podacima za ostale vrste
repatih vodozemaca, koje se odlikuju ranim razvojem drugog prsta (Frobisch,
2008; Frobisch i Shubin, 2011). Kasnjenje u osifikaciji drugog prsta je praceno
promenom pravca razvica ekstremiteta u smeru postaksijalne dominacije $to
ukazuje na drasti¢ne promene u razvojnom obrascu unutar klade (Tomasevic¢
Kolarov, 2013). Ova promena moze potencijalno ukljuciti promene i u procesu
hondrifikacije i osifikacije, ili je promena specificna samo za osifikacionu
sekvencu. Osifikaciona sekvenca je u odredenoj meri korelisana sa prethodnim
razvojnim procesima. Podudaranje u sekvenci hondrifikacije i osifikacije zavisi
od analiziranog taksona. Frobisch (2008) je na osnovu analize sekvenci
hondrifikacije i osifikacije dosla do rezultata koji govore o postojanju jace
korelacije izmedu sekvenci kod anamniota nego kod amniota. Odvajanje ovih
sekvenci se moze pripisati funkcionalnim zahtevima koji imaju jak uticaj na
obrazac osifikacije. Analiza sekvence hondrifikacije u ekstremitetima velikih
mrmoljaka bi bila u tom aspektu jako zanimljiva.

Preaksijalna polarnost u razvi¢u prstiju kod repatih vodozemaca se
smatra larvenom adaptacijom, kao Sto je pretpostavio Schmalhausen (1910). U

ovom kontekstu, mora se ista¢i da kadnjenje u osifikaciji drugog prsta i
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postaksijalna dominacija kod velikih krestastih mrmoljaka, se ne moze objasniti
kao adaptivna, posto mramorasti mrmoljci, kao sestrinska grupa, u potpunosti
nalikuju krestastim mrmoljcima u mnogim aspektima njihove morfologije i
biologije (Arntzen i Sparreboom, 1989).

Promene u sekvenci kod krestastih mrmoljaka gledano u odnosu na
vrstu T. marmoratus se mogu objasniti evolucionom istorijom grupe. Snazna
filogenetska kanalisanost razvica je odgovorna za stabilnost razvojnih putanja
kod blisko srodnih vrsta (Griinbaum i sar.,, 2003). Koncept evolucionih
ograni¢enja uzima u obzir filogenetsku istoriju u proceni razlika izmedu
taksona, jer opazene razlike mogu biti jednostavno rezultat istorijskih promena
(Sanger, 2008). Vremensko razdoblje radijacije velikih krestastih mrmoljaka
odgovara periodu povecéanja sezonalnosti u Evroaziji tokom kasnog Miocena
(11.6-5.3 Ma) (Wielstra i Artntzen, 2011). Heterogena sredina u pogledu
vlaznosti, moze da promovise reproduktivnu izolaciju i specijaciju, posebno
uzimajuéi u obzir fundamentalnu ulogu koju vodena staniSta imaju u
reprodukciji vodozemaca (Wielstra i Arntzen, 2011; Ivanovi¢ i sar., 2012).
Upravo takvi uslovi mogu da dovedu do promena u sekvenci osifikacije koje
nisu pod delovanjem selekcije. Jer, kao Sto je primecéeno, kolonizirajuce
populacije su posebno sklone divergenciji, zbog svoje veli¢ine, pa su geneticke
promene cesce (Ivanovic i Kalezi¢, 2012). Filogenetske implikacije se poklapaju
sa promenama u variranju polozaja elementa u sekvenci ili variranju rangova
pojedinacnih elemenata ekstremiteta. Veliki krestasti mrmoljci se odlikuju
nizim variranjem pojedinacnih elemenata u sekvenci nego kada se analizira
variranje elemenata kod velikih mrmoljaka zajedno (Tomasevi¢ Kolarov, 2013).
Specificne promene u osifikacionoj sekvenci pracene niskim nivoom variranja
polozaja pojedina¢nih elemenata u sekvenci, ukazuju na sloZene promene u
obrascima razvica ekstremiteta kod velikih krestastih mrmoljaka, posmatranih
u odnosu na sestrinsku vrstu T. marmoratus (Tomasevi¢ Kolarov, 2013).

Analiza osifikacionih sekvenci kod velikih mrmoljaka je utvrdila ceste

promene u rasporedu/redosledu razvojnih dogadaja (Tomasevi¢ Kolarov, 2013).
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Ove promene su povezane sa promenama u autopodijumu, i to posebno
falangealnim elementima. Kao $to su ukazali Shubin i Wake (2003), najvece
promene u razvicu ekstremiteta kod repatih vodozemaca nastaju usled razlika
u vremenu pojave prednjih i zadnjih ekstremiteta, kao i usled razlika u
formiranju prstiju. Ove razlike se povezuju sa reproduktivnom ekologijom ili
larvenom biologijom vrsta. Repati vodozemci se razlikuju u biologiji i Zivotnoj
istoriji, pre svega larvenog stupnja. Naime, kod nekih vrsta larve se razvijaju u
barama, kod nekih drugih u brzacima, dok postoje i vrste sa direktnim
razvicem (Shubin i Wake, 2003; Vorobyeva, 2009). Jaja velikih mrmoljaka se
razvijaju u akvati¢noj sredini, u manje ili vise stalnim vodenim stani$tima.
Larve se izvaljuju i aktivno se kre¢u u vodenoj sredini, koristeci ekstremitete
koji nisu u potpunosti razvijeni. Sve vrste mrmoljaka koji su analizirani u ovoj
studiji imaju slicnu biologiju larvenog stupnja i slicnu Zzivotnu istoriju i
ekologiju, pa tako razlike u osifikacionoj sekvenci izmedu vrsta verovatno nisu
nastale wusled razli¢itih adaptacija na specificne larvene uslove sredine
(Tomasevi¢ Kolarov, 2013). Vorobyeva i Mednikov (2004) su pokazali da
redosled osifikacije elemenata ekstremiteta nije povezan sa kretanjem larvi kod
vrsta Salamandrela keyserlingii, Ommatotriton vittatus i Lissotriton vulgaris, sa
velikom individualnom varijabilnos¢u u osifikacionoj sekvenci prisutnoj kod
ovih vrsta (Vorobyeva i Mednikov, 2004, 2007). Vorobyeva i Mednikov (2004)
su dali hipotezu da je za larve u pogledu koris¢enja ekstremiteta za kretanje
jedino brza osifikacija pojedinac¢nih, celih prstiju vazna. Prema toj hipotezi
prirodna selekcija ne moZe da uspostavi strogi redosled osifikacije falangi
prstiju.

Funkcionalni i ekoloski zahtevi mogu takode voditi ka promenama u
redosledu razvojnih procesa (Klingenberg, 2010; Bickelmann i sar., 2012).
Mnoge studije o razvojnim procesima u ekstremitetima su utvrdile postojanje
promena sa potencijalnim adaptivnim znacajem (Richardson i sar., 2009; Sears,
2009; Bickelmann i sar., 2012). U studiji na ekstremitetima kod gustera familije

Scincidae, Hugi i sar. (2012) su pokazali da su heterohroni¢ne promene u
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osifikacionoj sekvenci povezane sa promenama u tipu kretanja, kao i sa
adaptacijom na razlic¢ite sredinske uslove. Kod velikih mrmoljaka sekvencijalne
heterohroni¢ne promene dobijene na osnovu PGi analize ne mogu se povezati
ni sa tipom kretanja, ni sa tipom stanista (akvati¢na/terestri¢cna) (Tomasevic¢
Kolarov, 2013). Buduce analize koje bi obuhvatile vec¢i uzorak klade mogu dati
uvid o uticaju ekoloskih faktora i promena u osifikacionoj sekvenci kod

mrmoljaka i repatih vodozemaca.

5.3.2. HETEROHRONIJA RASTA - ALOMETRIJSKA HETEROHRONIJA

Analiza alometrijskih obrazaca variranja ekstremiteta velikih krestastih
mrmoljaka pokazala je postojanje zajednickih promena karakteristi¢nih za sve
vrste mrmoljaka, kao i promena koje su specifi¢ne samo za pojedine vrste. Dva
vazna rezultata su uocena: osobenosti obrazaca rasta kod vrste T. dobrogicus,
kao i zajednicki obrazac rasta nakon zavrSene metamorfoze kod svih vrsta
velikih krestastih mrmoljaka (Tomasevi¢ Kolarov, 2013).

Rezultati su pokazali da variranje u duZzinama ekstremiteta nastaje
promenama tokom larvenog perioda razvica. Razlike u duzini ekstremiteta su
prisutne tokom metamorfoze posle koje sledi ujednacen i paralelan rast svih
elemenata ekstremiteta relativan u odnosu na duzinu tela kod razlic¢itih vrsta.
Analiza larvenog rasta je pokazala da razlike u ekstremitetima izmedu vrsta
nastaju tokom ranih stupnjeva razvica ekstremiteta. Specifi¢ni morfotip kod
vrste T. dobrogicus se odlikuje razli¢itom stopom rasta u odnosu na druge vrste
mrmoljaka, dok je variranje kod adultnih jedinki vrsta T. cristatus i T.
macedonicus nastalo tokom ranijih faza u razvicu ekstremiteta. Ovi rezultati
ukazuju na verovatni uticaj i ulogu kako prirodne selekcije tako i unutrasnjih-
razvojnih mehanizama koji reguliSu variranje duzine ekstremiteta tokom
diverzifikacije velikih mrmoljaka (Tomasevi¢ Kolarov, 2013).

Iako se za srodne/filogenetski bliske vrste ocekuje da imaju sli¢ne

razvojne putanje, zbog zajednickih genetickih i razvojnih programa (Wilson i
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Sanchez-Villagra, 2009; Klingenberg, 2010), naseljavanje novih staniSta moze
uticati na brzu divergenciju i moZe imati vaznu ulogu u specijaciji (Orr i Smith,
1998). Heterohronija se ¢esto poklapa sa promenama u Zivotnim istorijama, jer
te promene izlazu organizam drugacijim selekcionim pritiscima (Hanken, 1992;
Ryan i Semlitsch, 2003; Denoel i sar., 2005, Weisbecker i sar., 2008). Najvece
odstupanje od predacke forme ekstremiteta je prisutno kod vrste T. dobrogicus.
Adaptacije dunavskog mrmoljka na akvati¢na stanista uklju¢uju izduzivanje
tela i skracenje ekstremiteta, veliki broj prsljena koji nose rebra, i nizak nivo
osifikacije basipodijuma (Ivanovi¢ i sar., 2008b). Kod razli¢itih grupa
ki¢menjaka, evolucija tela u pravcu njegovog izduzivanja, je Cesto pracena
smanjenjem u duzini ekstremiteta (Wiens i Slingluff, 2001). Medutim, treba
ista¢i da prednost izduzivanja tela kod velikih mrmoljaka sa vise akvati¢nim
na¢inom zivota nije statisticki znacajno povezana sa povecanjem u brzini
plivanja (Gvozdik i Van Damme, 2006). Brzina plivanja ne mora da bude
prednost u stanistima koje naseljava ova vrsta; izduZeno telo sa malim
ekstremitetima moze biti prednost pri kretanju u muljevitom vodenom stanistu
sa velikim brojem biljaka. Buduca istrazivanja ¢e dati vise informacija o
prednostima specificnog morfotipa kod dunavskog mrmoljka.

Piras i sar. (2011) su takode pokazali da heterohroni¢ni procesi mogu biti
mehanizam koji vodi ka brzoj radijaciji/fenotipskoj raznovrsnosti kod gustera
roda Podarcis. Bez obzira na ogranicene razvojne putanje, mala heterohroni¢na
promena preko ontogenetskog pomeranja moze dovesti do formiranja
funkcionalne i ekolo$ki znacajne fenotipske varijabilnosti.

Ova studija je analizirala uticaj sekvencijalne heterohronije i alometrijske
heterohronije na varijabilnost ekstremiteta kod velikih krestastih mrmoljaka.
Analiza osifikacione sekvence je utvrdila neke sinapomorfne heterohroni¢ne
promene specifi¢ne za grupu velikih krestastih mrmoljaka, iako bez adaptivnog
znacaja. Alometrijske putanje analiziranih vrsta velikih mrmoljaka su pokazale

velike sli¢nosti u rastu posle metamorfoze, dok su odlike rasta do metamorfoze
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ukazale na specificnosti vezane verovatno sa ekoloskim i funkcionalnim

osobenostima razli¢itih vrsta velikih mrmoljaka.
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6. ZAKLJUCCI
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U okviru obrazaca variranja u basipodijumu koji su u skladu sa opisanim
obrascima variranja kod drugih vrsta repatih vodozemaca, prisustvo samo
odredenih varijanti i obrazaca, kao i sli¢nosti prisutnih varijanti sa
variranjem kod drugih populacija i filogenetski bliskih grupa, ukazuje na
postojanje ogranic¢enja u nastanku varijabilnosti bazipodijuma kod velikih

krestastih mrmoljaka.

Znacajan podatak ove studije je da je u basipodijumu vrste T. dobrogicus
doslo do gubitka jednog od karpalnih elemenata (centrale 1). Specifi¢nost
ekstremiteta dunavskog mrmoljka se dopunjuje i posebnim planom
organizacije karpusa i tarzusa koji odlikuje nizak nivo osifikacije pracen
rastresitim pakovanjem skeletnih lemenata. Sve ove odlike ukazuju na
postojanje heterohroni¢ne promene (pedomorfoze) kada je u pitanju skelet

ekstremiteta.

Opazena morfologija ekstremiteta koja uklju¢uje razli¢it nivo osifikacije i
gustinu pakovanja elemenata karpusa i tarzusa, ukazuje i na moguce
razlike u pogledu adaptacija na specificne uslove Zivotne sredine

(akvati¢na-terestri¢na).

Analiza morfoloske integracije i modularnosti je utvrdila postojanje dva
vazna aspekta variranja elemenata ekstremiteta velikih krestastih
mrmoljaka. Odgovarajuci ontogenetski stupnjevi su sli¢niji izmedu vrsta
nego sukcesivni ontogenetski stupnjevi u okviru jedne iste vrste, sa
najvedim nivoom integracije u juvenilnom stupnju. Razlike u obrascima
integracije izmedu vise akvati¢nih i viSe terestricnih vrsta mrmoljaka su

predstavljene niZim stepenom korelacija izmedu homologih elemenata
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ekstremiteta, i povecanjem korelacija izmedu elemenata unutar ekstremiteta
kod terestri¢nih vrsta velikih mrmoljaka (kao T. karelinii), dok vise akvati¢ne
vrste (kao T. dobrogicus) imaju suprotan obrazac variranja sa vedim
korelacijama izmedu homologih elemenata ekstremiteta nego izmedu

elemenata unutar ekstremiteta.

Visoki nivo integracije prisutan u juvenilnom stupnju predstavlja funkciju
brzog, koordinisanog rasta skeleta ekstremiteta tokom perioda u okviru
koga sistemski hormoni imaju odlu¢uju¢u ulogu, dok je niska ukupna
integracija na adultnom stupnju je najverovatnije rezultat mnogih lokalnih i
globalnih-sistemskih faktora koji menjaju jedan drugome efekat u vremenu
i prostoru, pri ¢emu bifazi¢ni Zivotni ciklus sa larvenim, juvenilnim i
adultnim stupnjem koji imaju razli¢ite morfologije, ekoloske sredine i
preference, nacine ishrane i lokomocije, imaju odlucuju¢u ulogu u

ontogenetskim promenama morfoloske integracije i modularnosti.

Analiza kod tri vrste mrmoljaka je ukazala na vazan uticaj heterohronije u
ranom periodu pre metamorfoze. Uporedna analiza osifikacionih sekvenci
ekstremiteta utvrdila je postojanje nekoliko sinapomorfnih heterohroni¢nih
promena kod velikih krestastih mrmoljaka, koje ukljucuju kasnjenje u
sekvenci drugog prsta i ubrzanje metakarpalnog elementa III i
metatarzalnog elementa V. Ove heterohroni¢ne promene su vaZne za
razmatranje morfoloske evolucije ekstremiteta kod velikih krestastih
mrmoljaka jer uklju¢uju promenu preaksijalne ka postaksijalnoj dominaciji
u razvojnoj sekvenci, koja nije poznata kod repatih vodozemaca. Kasnjenje
u osifikaciji drugog prsta i postaksijalna dominacija kod velikih mrmoljaka,
se ne moZze objasniti kao adaptivna promena, bilo da se razmatra larvena ili

adultna faza zivotnog ciklusa velikih mrmoljaka.
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Veliki krestasti mrmoljci se odlikuju nizim variranjem pojedina¢nih
elemenata u sekvenci nego kada se analizira variranje elemenata kod svih
vrsta mrmoljaka zajedno. Specificne promene u osifikacionoj sekvenci
praene niskim nivoom variranja polozaja pojedinacnih elemenata u
sekvenci, ukazuju na sloZene promene u obrascima razvica ekstremiteta
kod velikih krestastih mrmoljaka, posmatranih u odnosu na sestrinsku
vrstu T. marmoratus. Analiza osifikacionih sekvenci kod velikih mrmoljaka
je utvrdila ceste promene u redosledu razvojnih dogadaja koje su
povezane sa promenama u autopodijumu, i to posebno falangealnim
elementima, bez znacajne veze sa tipom kretanja ili tipom staniSta

(akvati¢na/ terestri¢na).

Analiza alometrijskih obrazaca variranja ekstremiteta velikih mrmoljaka je
pokazala postojanje promena zajednic¢kih za sve vrste mrmoljaka, kao i
promena koje su specificne samo za pojedine vrste. Dva vaZna rezultata su
uocena: osobenosti obrazaca rasta kod vrste T. dobrogicus, kao i zajednicki
obrazac rasta nakon zavrSene metamorfoze kod svih vrsta velikih
mrmoljaka. Razlike u duZini ekstremiteta su prisutne tokom metamorfoze
posle koje sledi ujednacen i paralelan rast svih elemenata ekstremiteta
relativan u odnosu na duzinu tela kod razli¢itih vrsta. Specifi¢ni morfotip
kod vrste T. dobrogicus se odlikuje razli¢itom stopom rasta u odnosu na
druge vrste mrmoljaka, dok je variranje kod adultnih jedinki vrsta T.
cristatus i T. macedonicus nastalo tokom ranijih faza u razvicu ekstremiteta.
Ovi rezultati ukazuju na verovatni uticaj i ulogu kako prirodne selekcije,
tako i unutrasnjih-razvojnih mehanizama koji regulisu variranje duzine

ekstremiteta tokom diverzifikacije velikih mrmoljaka.
Rezultati ove studije su pokazali znacajan uticaj morfoloske integracije,

modularnosti i razvojnih ogranic¢enja u kreiranju fenotipske varijabilnosti

u ekstremitetima velikih krestastih mrmoljaka.
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