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1. UVOD | CILJEVI STUDIJE

“The synthesis of ecological, phylogenetic, experimental, and genomic
advances promises to make the coming years a golden age for the
study of adaptive radiation; natural history data, however, will always
be crucial to understanding the forces shaping adaptation and

evolutionary divesification”

(Jonathan B. Losos, 2010)

1.1. Opsti uvod

Mehanizmi, procesi, kao i ograni¢enja koja dovode do morfoloskih
promena i koja uslovljavaju pravac i brzinu morfoloskih promena tokom evolucije,
nalaze se u ZiZi interesovanja savremene evolucione morfologije. To se pre
svega odnosi na promene tokom razvica (Richardson, 1999), na odnos
ontogenije i filogenije (Alberch i sar., 1979; Klingenberg, 1998; Zelditch i sar.,
2000), i na znacaj filogenetskih ograniCenja (Blomberg i sar., 2003). Pri tome,
podaci o karakteristikama Zzivotne istorije su neophodni za sagledavanje
mehanizama i procesa koji uslovljavaju adaptivhu radijaciju i dovode do
diverzifikacije tokom evolucije (Stearns, 1989; Stearns, 1992; Roff, 2002). Zatim,
tokom razvi¢a oblik tela se kontinuirano menja i razli€itost u ontogenetskim
putanjama promena oblika podrazumeva i niz razvojnih promena (Richardson,
1999). Tako istrazivanje promena oblika tela tokom ontogenije je od posebnog
znaCaja za razumevanje evolucione raznolikosti, tj. stope promena i opseg
variranja morfoloSkih osobina. Takode, istrazivanja promena oblika tela pomazu
boljem shvatanju adaptacija i raznih razvojnih ograniCenja tokom rasta i razvica
(Maier, 1999). Da bi se predvideli uzroci koji dovode do morfoloSkih promena

tokom ontogenije (Hallgrimsson i sar., 2002; Hendrikse i sar., 2007), dva pravca



istraZivanja se izdvajaju kao posebno vazna. Prvi, obrazac ontogenetskih
promena koji uklju€uje i poredenje ontogenetskih putanja vrsta koje se razlikuju u
obliku (Alberch i sar., 1979; Klingenberg, 1998; Zelditch i sar., 2000), i drugi,
obrasci variranja u razliCitim fazama ontogenetskih putanja (Zelditch i
Caramichael, 1989; Badyaev i Martin, 2000; Hallgrimsson i sar., 2002, Fisher-
Rousseau i sar., 2009). Tako se u ovoj tezi razmatraju dve grupe problema:
evolucija odlika Zivotne istorije i promene oblika tela tokom ontogenije velikih
mrmoljaka.

Nacdin na koji se resursi rasporeduju za rast, razvice i reprodukciju,
takozvani ,zivotni obrazac®, karakteriSu Zivotnu istoriju (,life-history“) jedinke
(Stearns 1976; Partridge i Harvey, 1988; Crawford i Anderson, 1989; Tucic
2003). Istrazivanja zivotnih istorija, ukljuCujuci i njihovu evoluciju, uglavhom su
fokusirana na istrazivanje takozvanih ,hard“ komponenti Zivotnih istorija, tj. na
fenotipske karakteristike na koje direktno utiCe selekcija i koje se mogu lako
posmatrati, kvantifikovati i povezati direktno sa adaptivnom vrednoScu
(Resetarits, 1996). Kao glavne komponente zivotne istorije mogu se izdvojiti: 1.
veli€ina tela pri rodenju, 2. model rasta, 3. starost pri dostizanju polne zrelosti, 4.
veliina tela pri dostizanju polne zrelosti, 5. broj, veliCina i odnos polova
potomaka, 6. uzrasno specificna reproduktivha ulaganja, 7. uzrasno specific¢an
mortalitet, i 8. duzina zivota (Stearns, 1992). Teorija i istrazivanja odlika zivotnih
istorija bave se pitanjima kao Sto su: Sta odreduje i uslovljava (1) veli€inu tela, (2)
vreme dostizanja polne zrelosti i vreme reprodukcije, (3) broj potomaka, (4)
duzinu zivota pojedinih grupa (Stearns, 2000). Dakle, istraZivanja zivotnih istorija
imaju za cilj da utvrde procese i mehanizme koji dovode do variranja u
veliCinama tela pri rodenju, u stopama rasta, starosti i veli€ini pri dostizanju polne
zrelosti, reproduktivnom ulaganju, veli€ini legla, duzini Zivota i stopi mortaliteta
(Stearns, 1992; Roff, 2002). Organizmi na mnogo razli¢itih nagina ,kombinuju®
komponente zivotnih istorija i tako utiCu na adaptivne vrednosti jedinki (Stearns,
1992). Takode, odlike zivotnih istorija su medusobno povezane i uslovljene kroz
,=uzajamna ogranicenja“ (engl. trade off).(npr. veza izmedu reprodukcije i

prezivljavanja, veza izmedu reprodukcije i buduéeg ulaganja u reprodukciju,



odnos izmedu broja i veliCine potomaka, itd (Stearns, 1989; Stearns, 1992; Roff,
2002)).

Kada su u pitanju istrazivanja evolucije odlika Zivotne istorije, od posebnog
znacCaja je da se varijabilnost odlika Zivotnih istorija analizira na grupi blisko
srodnih vrsta sa poznatim filogenetskim odnosima, koje Zive u razli€itim
stanistima, tj. koje su izloZzene razliCitom uticaju sredinskih faktora. Sa Sest
fenotipski izdvojenih taksona (Arntzen i Wallis, 1999; lvanovi¢ i sar., 2008a,
Ivanovic¢ i sar., 2008b), i sa u velikoj meri istrazenim filogenetskim odnosima
(e.g., Arntzen i sar., 2007; Espregueira Themudo i sar., 2009), grupa velikih
mrmoljaka (Triturus cristatus superspecies) ispunjava prethodno navedene
zahteve. Ono $to velike mrmoljke €ini posebno interesantnim model organizmima
u evolucionim istraZivanjima je i obrazac variranja Citavog niza fenotipskih
karakteristika. U okviru ove filogenetske klade, obrazac variriranja u obliku i
veliini tela (Arntzen i Wallis, 1999), broju prsljena (Crnobrnja-lsailovi¢ i sar.,
1997; Arntzen i Wallis, 1999, Lanza i sar., 2010), obliku lobanje (Ilvanovi¢ i sar.,
2008a), skeletu ekstremiteta (lvanovi¢ i sar., 2008b), i veli€ini mozga (Vukov i
sar., 2007), u velikoj meri prati za vrste specificne ekoloske faktore (npr. odreden
tip vodenih stanista, optimalna temperatura, vreme provedeno u vodi tokom
reprodukcije). Zato evroazijski mrmoljci roda Triturus Cine odli€an model sistem
za istrazivanja u evolucionoj biologiji (Griffiths, 1996; Gvozdik i Van Damme,
2006; Arntzen i sar. 2007; Ivanovi¢ i sar. 2008a,b). Takode, veliki mrmoljci, kao
grupa sa sloZenim zivotnim ciklusom i sa tim u vezi razli€itim Zivotnim sredinama
koje naseljavaju, su vazan model i za istrazivanje promene oblika tela tokom
ontogenije. Kod njih metamorfoza predstavlja kljuénu morfoloSku transformaciju
tokom ontogenije. Dakle, razliita ograniCenja izazvana razliCitim ekoloSkim
zahtevima mogu da utiCu na ontogenetske putanje i promene oblika tela tokom
razvi¢a (Bishop i sar., 2006; Strauss i Altig, 1992; Fisher-Rousseau i sar., 2009).

Rod Triturus Rafinesque, 1815 (Amphibia, Caudata, Salamandridae)
naseljava gotovo Citavu Evropu i susedne delove Azije i Cine ga Sest vrsta velikih
mrmoljaka (T. dobrogicus, T. cristatus, T. karelinii, T. arntzeni, T. carnifex i T.

macedonicus) i dve vrste mramorastih velikih mrmoljaka (T. marmoratus i T.



pygmeus). Kao kod ostalih evropskih mrmoljaka, veliki mrmoljci se odlikuju
postojanjem akvati¢nog larvenog stupnja, metamorfozom i izraZzenim seksualnim

dimorfizmom, posebno u epigamnim odlikama (Halliday, 1977).

1.2. Vrste evropskih mrmoljaka (Triturus, Amphibia,

Salamandridae)

Veliki mrmoljci pripadaju monofiletskoj porodici Salamandridae koja se
odvojila od ostalih vodozemaca joS pre oko 100 miliona godina, sa centrom
postanka u Evropi (Milner 1983, Weisrock i sar. , 2005; Steinfartz i sar., 2007;
Zhang i sar., 2008). Ova familija se odlikuje visokim taksonomskim diverzitetom
(21 rod sa 81 vrstom sa holarktiCkim rasprostranjenjem, prema najnovijim

podacima sa AmphibiaWeb, http://amphibiaweb.org), kao i izrazenim razlikama

izmedu rodova u odlikama morfologije, reproduktivnog ponasanja i nacinu
reprodukcije (Salthe, 1967). Najveci diverzitet je u Evropi. Medu 21 rodom ove
familije, rod Triturus ima najSire rasprostranjenje i sa vecéim je brojem vrsta u
odnosu na ostale rodove.

Rod Triturus Rafinesque, 1815 (Amphibia, Caudata, Salamandridae)
naseljava gotovo Citavu Evropu i susedne delove Azije. Prisutan je u celoj Evropi
osim na severu Skandinavije i mediteranskim ostrvima (Steinfartz i sar., 2007).
Do skoro je rod Triturus bio podeljen na 3 grupe:

1. grupu velikih mrmoljaka (ukupna duzina preko 16cm) kojoj
pripadaju Triturus carnifex, T. macedonicus, T. cristatus, T.
karelinii, T. arntzeni, T. dobrogicus, T. marmoratus i T. pygmaeus.

2. grupu mrmoljaka srednjih veli¢ina (ukupna duzina oko 12cm): T.
alpestris i T. vittatus.

3. grupa malih mrmoljaka (ukupna duzina oko 8cm), a to su T.
vulgaris, T. boscai, T. helveticus, T. montandoni i T. italicus.

Medutim, noviji radovi na filogeniji ovog roda ukazuju na potrebu

taksonomske revizije. Po jednoj grupi autora (Garcia-Paris i sar. , 2004), ovaj


http://amphibiaweb.org/

rod je podeljen na 3 roda: rod Triturus (sensu stricto) koji ukljuuje sve velike
mrmoljke i dve vrste mramorastih mrmoljaka (T. marmoratus i T. pygmeus) kao i
T. vittatus, zatim rod Lissotriton koji se sastoji od svih malih mrmoljaka i na rod
Messotriton samo za T. alpestris. Drugi tim (Litvinchuk i sar. , 2005) predlaze
ukljuCenje T. vittatus u poseban rod, Ommatotriton, i naziv roda Lophinis za sve
male mrmoljke.

Danasnje vrste velikih mrmoljaka su imale status podvrsta do
osamdesetih godina 20. veka kada su na osnovu kriterijuma hibridizacije, odlike
kariotipa, genetiCkih udaljenosti podvrsta (Callan i Spurway, 1951; Kalezic i
Hedgecock, 1980) uzdignute na nivo vrste. Zbog parapatriCke distribucije sa
ograni¢enom hibridizacijom (Wallis i Arntzen, 1989), vrste velikih mrmoljaka se
oznaCavaju kao pripadnici grupe vrsta koja ima odlike ,nadvrste” [engl.
superspecies, sensu Rensch (1929)]. Veliki mrmoljci imaju monofiletsko poreklo.
Centar njihovog postanka i diverziteta je Balkansko poluostrvo (Crnobrnja-
Isailovi¢ i sar., 1997, Arntzen i sar. 2007). Danas grupu velikih mrmoljaka
(Triturus cristatus superspecies) Cini Sest vrsta roda Triturus sa parapatrickom
distribucijom i hibridizacijom u zonama kontakta (Espregueira Themudo i sar.,
2009):

T. dobrogicus (Kiritzescu, 1903), vrsta podunavlja;
T. cristatus (Laurenti, 1768), vrsta centralne, zapadne i severne Evrope;

T. karelinii (Strauch, 1870), vrsta dela isto¢nog Balkana i Azije;

> 0=

T. arntzeni (Litvinchuk, Borkin, DZuki¢ i Kalezi¢, 1999), vrsta istoCnog
Balkana;
5. T. carnifex (Laurenti, 1768), vrsta Apeninskog poluostrva i dela Balkana i

6. T. macedonicus (Karaman, 1922), vrsta juznog i centralnog Balkana.



@ Triturus dobrogicus
® Triturus cristatus

O Triturus armtzeni

@ Triturus camifex

@ Triturus macedonicus
@ Triturus marmoratus
O Triturus pygmaeus

@ Triturus karelinii

,6’

-

Slika 1.2.1. Distribucija mrmoljaka roda Triturus (prema Espregueira Themudo i

sar., 2009., modifikovano)

Pretpostavka je da su se vrste odvojile od zajednickog pretka i 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 sestrinske vrste Triturus arntzeni i T. karelinii nalaze u osnovi
stabla dok ostalu grupu Cine 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) (slika 1.2.2.).
Najnovija istrazivanja genetiCke varijabilnosti bazirana na mitohondrijskoj DNK
ukazuju na postojanje dodatnih filogenetskih klada unutar T. karelinii na prostoru
Male Azije (Wielstra i sar., 2010).

Biologija vrste i odlike Zivotne istorije velikih mrmoljaka
Veliki mrmoljci se odlikuju slozenim zivotnim ciklusom. Ovi mrmoljci su

uglavnom vezani za Sumske ekosisteme, i to uglavnom listopadne, sa staja¢im

vodama na glinovitoj podlozi znatne dubine i obrasle vodenom vegetacijom.



Takode se mogu naci i u sporotekué¢im vodama. | larve i adulti se hrane raznim
beskiCmenjacima koji se mogu naci i u vodi i u zemljistu. Leto i zimu provode na
kopnu na vlaznim i senovitim mestima. Pojavom mraza, mrmoljci ulaze u fazu
hibernacije. Posle hibernacije, polno zrele jedinke se upucuju ka vodama radi
reprodukcije koja pocinje krajem februara i poCetkom marta. Tada im se za samo
par dana menjaju spoljasnja morfologija i na€in ponasanja: dorzalna kresta kod
muzjaka i ,svadbena igra“. Zenke su veée od muzjaka iako dimorfizam nije izrazit
(Kalezi¢ i sar. 1992; Ivanovi¢ i sar. 2008). Muzjaci polazu spermatofore koje
potom Zenke preuzimaju svojom kloakom. Oplodenje se vrSi u kloaci Zenke
(Dzuki¢, 1993). Parenje se odvija od marta do juna, a zatim adulti napustaju vodu
i prelaze na kopno. Prosec€an broj jaja koja jedna zenka velikih mrmoljaka polozi
tokom vi$e nedelja je oko 200. Zenke svako jaje posebno zalepe za biljke u vodi i
na taj nacin ih &tite od predatora kao i od ultra-violetnog zracenja (Miaud, 1994;
Marco i sar., 2001; Orizaola i Brana, 2003). Jaje se sastoji od vitelusa Ciji je
pre¢nik u proseku 2.5mm i koji je obavijen galertom (zelatinozni omotac¢ koiji Stiti
vitelus od isuSivanja, od raznih mehanickih povreda, gljiviCnih infekcija i
ultravioletnog zracenja (Duellman i Trueb, 1994; Griffiths, 1996; Licht i Grant,
1997). Od ukupnog broja poloZenih jaja, skoro 50% (38-62%) embriona ne
nastavlja razvoj zbog genetskog problema u razvicu izazvanog anomalijom
hromozoma 1 (Wallace, 1987; D’Amen i sar., 2006). Iz jaja se posle 2 do 3
nedelje izvaljuje larva koja je u proseku 12mm duga i koja je slobodnoziveca u
vodi. Larveno razvi¢e traje nekoliko meseci (obi¢no do kraja leta ili poCetka
jeseni) kada procesima metamorfoze larva prelazi u juvenilnu jedinku, priblizno
70 mm dugu (Griffiths, 1996). Juvenilne jedinke po metamorfozi napustaju
vodenu sredinu. Metodom skeletohronologije procenjeno je da polnu zrelost
stiCu, u proseku, sa 3 godine i muzjaci i Zenke (Cvetkovi¢ i sar. 1996,
Cogalniceanu i Miaud, 2002, 2003; Uzum i Olgun, 2009).



Filogenetski odnosi i karakteristike analiziranih vrsta

a) b)

T. marmoratus

T marmoratus

T cristatus — 1 cristatus

—— T dobrogicus L T macedonicus

T dobrogicus

—— T macedonicus

T arnizeni

1. arntzeni

Slika 1.2.2. Filogenetski odnosi analiziranih vrsta velikih mrmoljaka sa vrstom T.
marmoratus kao vangrupnim taksonom prema Espregueira Themudo i sar.
2009.: a) bazirano na sekvencama dva mitohondrijska i pet nuklearnih gena,

modifikovano i b) bazirano na pet nuklearnih gena, modofikovano.

Karakteristicno za fenotipsku evoluciju velikih mrmoljaka je da
interspecijske razlike pokazuju oblik kline sa vrstom T. dobrogicus i vrstama T.
karelinii i T. arntzeni na suprotnim polovima, pri ¢emu je vrsta T. cristatus bliza
vrsti T. dobrogicus, dok su bliske vrste T. carnifex i T. macedonicus blize vrstama
T. karelinii i T. arntzeni. Svi ovi rezultati ukazuju na postojanje paralelne evolucije
u brojnim fenotipskim odlikama koje su u vezi sa specificnim zahtevima svake

vrste vezano za zivotnu sredinu (slika 1.2.3.).



VT

telo 1 noge
srednje veli¢ine

T. cristatus

dugacko telo sa
zdepastim nogama

T. macedonicus

1zduzeno telo sa

T’ dobrogicus :
dugackim nogama

veliko telo sa
dugackim nogama

T. arntzeni

TVS BP

trajne bare

srednje veli¢ine 15
male 14
efemerne bare
velt iliiiinbeare K11
male 13

efemerne bare

Slika 1.2.3. Filogenetski odnosi analiziranih vrsta velikih mrmoljaka na osnovu

filogenetskog stabla za rod Triturus dobijenog analizama DNK sekvenci iz dva

mitohondrijska i pet nuklearnih gena (iz Espregueira Themudo i sar., 2009) sa

pregledom njihovih morfoloskih i ekoloSkih karakteristika: VT — veliCina tela

(Arntzen i Wallis, 1999); BM — broj meseci provedenih u vodi godiSnje (Arntzen,
2003); TVS — tip vodenog stanista (Arntzen, 2003); BP — broj prsljena (Lanza i

sar. , 2010).

1.3. Evolucioni aspekti zivotnih istorija

Polazeéi sa stanovista da ekoloski faktori

delovanja

utiCu na pravac i intezitet

selekcije, proizilazi da se odlike Zivotne istorije organizma mogu

posmatrati kao skup ko-adaptivnih osobina koje je prirodna selekcija «stvorilay

kao odgovor na ekoloske odlike zivotne sredine (Stearns, 1976).

Niz fenotipskih odgovora na sredinske uslove mozZe Cesto predstavljati

adaptaciju koja je evoluirala pod delovanjem prirodne selekcije. To ne znadi

nuzno da su svi odgovori na sredinske uslove adaptivni, veC samo oni Koji

povecavaju sposobnost jedinke da se reprodukuje i prezivi pod tim uslovima



(Newman 1992). Ti uzroci koji dovode do variranja osobina zivotnih istorija mogu
biti sredinski faktori, kao S$to su temperatura, koliCina padavina, prisustvo
predatora, kompeticija, kao i geneticki faktori (npr. Sorci i sar., 1996, Miaud i sar.,
2000). Takode, odlike Zivotnih istorija su varijabilne na viSe nivoa: izmedu vrsta,
izmedu konspecijskih populacija, kao i unutar populacija (Roff, 2005). Odlike
Zivotne istorije ne predstavljaju nuzno ,reSenja“ na trenutne ekoloske uslove, veé
mogu i da predstavljaju naslede od predackih populacija ili taksona (Coddington,
1988). Takode, na osobine zivotne istorije utiCe samo razvi¢e , odnosno, odlike
Zivotnih istorija jesu deo ontogenije i procesi razvi¢a mogu integrisati ili razdvojiti
stadijume zZivotnog ciklusa (Zelditch i sar., 2003; Garfield i Wray, 2009).

Razlike u ranom razviéu mogu postojati i izmedu srodnih vrsta (Garfield i
Wray, 2009). Nastajanje takvih razlika mozZe se tumaciti preko razli€itih
adaptacija koje su nastale promenama odlika Zivotne istorije, npr. modifikacije u
ishrani embriona, promene u mogucénosti Sirenja larvi i njihovi odbrambeni
mehanizmi ili promenama u embrionalnom okruzenju (Garfield i Wray, 2009).

Analizama demografskih karakteristika, genetiCke varijabilnosti i
evolucione istorije, mogucée je istraziti evolucione procese i mehanizme Koji
dovode do varijabilnosti Zivotnih istorija. Osnovne odlike Zivotnih istorija (npr.
stopa rasta, veli€ina tela, uzrasno-specificna reprodukcija, uzrasno-specifi¢ni
mortalitet) predstavljaju demografske karakteristike na osnovu kojih je moguce
proceniti uticaj prirodne selekcije na odlike zivotne istorije. Sa druge strane,
kvantitativno-genetickim istrazivanjima utvrduje se varijabilnost na nivou genotipa
koja nastaje kao odgovor na delovanje prirodne selekcije, tj., mehanizmi njenog
odrzavanja i ispoljavanja (npr. Stearns, 1983a; Stearns i sar., 1991).

Analizom evolucione istorije, utvrduje se filogenetski efekat, tj. zajedniCke
odlike Zivotne istorije, nasledene od =zajedniCkog pretka. Na primer, u
najjednostavnijem obliku, filogenetski efekat ogleda se u tome Sto su neke odlike
zivotnih istorija fiksirane na visem taksonomskom nivou (npr. sve ptice reda
Procellariformes imaju leglo od samo jednog jajeta) (Stearns 1983b, 1984;
Winemiller i Rose, 1992).
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Konacno, da bi se razumeo “obrazac” variranja odlika Zivotnih istorija, bilo
izmedu vrsta ili na populacionom nivou, potrebne su nam informacije o
filogenetskom efektu, fenotipskoj varijabilnosti, genskoj varijabilnosti, uzajamnim

ograni¢enjima odlika (,trade-offs®), i selekcionim pritiscima (Slika 1.3.1).

demografija
FENOTIP:
kvantit. genetika
"trade-off" norma reakcije
konstrukcija i genetika X sredina :
efokat prirodna
selekcija
GENOTIP
fiksiran deo: varijabilni deo: —
filogenetski efekat genetika

Slika 1.3.1. Shema evolucione kauzalnosti (po Stearns, 1992)

Jedna od najmarkatnijih karakteristika Zivotne istorije vodozemaca je
metamorfoza, odnosno slozen zivotni ciklus (Slika 1.3.2.). Generalno,
vodozemce karakteriSe da u svom zivotnom ciklusu imaju dva ekoloski razliCita
razvojna stadijuma. Larve su ekoloski razliCite u odnosu na metamorfozirane
jedinke (juvenilne jedinke i adulte), zive u drugacijim stanistima, koriste drugacije
resurse, izlozene su drugacijim kompetitivnim interakcijama i imaju drugacije
predatore (Istock, 1967). U takvom zivotnom ciklusu, juvenilni stadijum se dostize
metamorfozom slobodnozivecih larvi.

Kod mnogih organizama sa larvenim stupnjem, metamorfoza ukljucuje

pravu ,revoluciju“ u morfologiji, ekologiji i ponasanju. Takvi ,kompleksni Zivotni
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ciklusi“ (Istock, 1967) su posebno poznati kod vodozemaca i nekih grupa
kolousta i riba (Hall i Wake, 1999), kao i kod mnogih beski¢menjackih grupa
(Gilbert i Frieden, 1981). Kljuéne komponente kompleksnih zivotnih ciklusa su
vreme metamorfoze, veliCina larve pri metamorfozi i veli€ina metamorfoziranih
jedinki (Pechenik, 2001).

Potencijalne prednosti postojanja larvenog stupnja u zivotnom ciklusu su
razli€ite, npr. (1) smanjenje kompeticije izmedu roditelja i larvi za prostor i hranu;
(2) razvi¢e u sredinama koje su potencijalno sigurnije i imaju viSe hrane; (3)
mogucnost da se proSiri areal rasprostranjenja kod grupa koje imaju sedentarne
adultne jedinke (Pechenik, 1999).

fertilization T :
—_—— —
a)  Adult Embryo b) Adut ————p | Embryo j
SIMPLE LIFE CYCLE Juvenile COMPLEX LIFE CYCLE I
metamorphosis '

Slika 1.3.2. Shematski prikaz dva razli€ita zivotna ciklusa. Puna linija predstavlja
,zasti¢eni stadijum®, dok isprekidana linija predstavlja slobodno-ziveéi stadijum
(iz Pechenik, 2001).

Opsti  ,obrazac” Zivotnog ciklusa vodozemaca ukljuCuje oviparnu
reprodukciju sa postojanjem larvi i transformaciju larvi u juvenilnu jedinku
procesima metamorfoze i potom dostizanje polne zrelosti ¢ime ona prelazi u
adultnu jedinku. Metamorfoza podrazumeva Citav niz promena u morfologiji i
fiziologiji. Tako, tokom metamorfoze dolazi do regresije morfoloskih celina i
funkcija znac€ajnih samo za larve kao i transformacije nekih larvenih struktura u
oblike ,korisne® juvenilnim i adultnim jedinkama. Promene koje se deSavaju
tokom metamorfoze kod repatih vodozemaca su: zadebljanje integumenta i

formiranje koznih Zlezda i promene u koznim pigmentima, osifikacija skeleta,
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resorpcija repnog nabora i zadebljavanje repnog miSi¢a, resorpcija spoljasnjih
S8krga i zatvaranje Skrznih otvora (Duellman i Trueb, 1994). Ove, promene
zapoCinju na stupnju larve i odigravaju se naglo, u relativno kratkom
vremenskom periodu i pod uticajem su hormona. Kod bezrepih vodozemaca
dolazi do resorpcije repa i dela skeletnog sistema, promene u digestivhom traktu,
rasta zadnijih i prednjih nogu i resorpcije Skrga i dodatnih struktura vezanih za
njih. Za obe grupe vodozemaca vazi da metamorfozom dolazi i do promene
stanista, akvatiCne u terestricu.

Duzina larvene faze, tj. vreme metamorfoze je bitna karakteristika koja je
u velikoj meri pod uticajem sredinskih faktora (biotiCkih i abioti¢kih karakteristika
vodenog stanisSta u kome zive larve) (Denver, 1997; Laurila i sar., 2002; Orizaola
i Brafna, 2005; Cohen i sar., 2006). Fenotipska plasticnost duzine trajanja larvene
faze je izrazena u veco;j ili manjoj meri. Razlike postoje izmedu vrsta - tako larve
nekih bezrepih vodozemaca prezimljavaju i ne transformisu se do narednog leta,
dok kod nekih proces metamorfoze po¢ne odmah nakon nekoliko dana.
RazliCitost postoji i unutar grupa pa ¢ak i unutar populacija (kod repatih
vodozemaca neke larve zadrzavaju larvene kararakteristike i ne zavrSavaju
proces metamorfoze - fakultativha pedomorfoza (Kalezi¢ i sar., 1994).

Takode, bitno je i uzajamno ograni¢enje izmedu vremena metamorfoze i
veliCine larve pri metamorfozi (Wilbur i Collins, 1973). Postoji nekoliko
objasnjenja kako veli€ina larve i vreme metamorfoze utiCu na adaptivnu vrednost
juvenilnih jedinki. Produzen larvalni period moze povecati predatorski pritisak ili
da ih izloZi nepovoljnim uslovima u sredini u kojoj Zive (npr. prevremeno
isusivanje bara, naglo zahladenje, itd.). Ukoliko nema nikakvog pritiska, larva ¢e
Jfavorizovati“ duze larveno razvice da bi metamorfozirala sa veCom veli¢inom tela
Sto pruza mnoge prednosti (lakSe i brze beze od predatora; lakSe love plen,
ranije polno sazrevanje i veci fekunditet). S druge strane, ukoliko su nepovoljni
sredinski uslovi u kojima zive larve, adaptivnha vrednost ¢e se povecati ako se
metamorfozira ranije (Newman, 1992).

Vodozemci sa slozenim Zivotnim ciklusom koriste dve ekoloSke niSe. Za

brz larveni rast oni iskoriS§¢avaju prednost vece primarne produkcije u vodenim
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stanistima. Pri tome, vreme metamorfoze predstavlja «adaptivni balans» izmedu
brzog rasta u tim staniStima i rizika od mortaliteta ukoliko dode do isuSivanja
bara. Takode, dve vrste mogu da smanje zonu preklapanja niSa pomeranjem
odredenih dogadaja zivotnih istorija (Wilbur, 1980).

Veli¢ina tela jedinki nove generacije je u evolucionom i ekoloSkom
pogledu jedna od klju¢nih odlika Zivotnih istorija jer koli¢ina energije koja je
ulozena u produkciju novih jedinki, kao i njihova veliCina potomaka utiCu na
adaptivhu vrednost majke i potomaka (Bernardo, 1996). Takode, veli€ina
potomaka je odlika na koju deluje selekcija i u roditeljskoj i u potomackoj
generaciji. Ta selekcija Cesto varira u pravcu izmedu generacija (roditelji i
potomci), kao i izmedu zivotnih sredina. Veli€ina jaja je vazna adaptivna
karakteristika i predstavlja direktno ulaganje majke u reprodukciju (Duellman i
Trueb, 1994). Od veli€ine jaja zavisi preZivljavanje potomaka, odnosno njihova
stopa rasta i razvica, veli€ina i oblik tela (Kaplan i King, 1997). Razni sredinski i
genski faktori utiCu na veli€inu jaja (Berven, 1982). Takode, veli€ina jaja zavisi i
od ucestalosti reprodukcije. Kod vrsta koje se reprodukuju viSe puta tokom
godine imaju sitnija jaja u odnosu na vrste koje polazu jaja jednom godiSnje.
Larve koje se izlegu iz vecih jaja imaju veéu adaptivnhu vrednost u odnosu na
larve iz manjih jaja jer imaju vece poCetne duzine tela, veéu stopu rasta i sa tim u
vezi vecu stopu prezivljavanja i raniju metamorfoziraju (Kaplan, 1980; Berven i
Chadra, 1988; Kalezic i sar., 1994; Loman 2002).

Ukupan broj jaja koji jedinka mozZe da stvori je u direktnoj vezi sa
veliCinom jaja. Fekunditet je direktno zavisan od veliine i oblika tela Zenke
(Kaplan i Salthe, 1979; Kalezi¢ i sar., 1992; Duellman i Trueb, 1994). Posto je
prostor za skladiStenje jaja u telu Zenke ograniCen, postoji uzajamno
ograniCavanje izmedu broja jaja i njihove veli€ine, tj. ako je broj jaja vedi, njihova
veliCina ¢e biti manja. Broj jaja i njihova veliina variraju u zavisnosti od
sredinskih uslova. Zenke u populacijama koje nastanjuju hladnija stanista (velika
nadmorska visina ili geografska Sirina) su obi¢no ve¢e u odnosu na zenke
konspecijskih populacija na nizim nadmorskim visinama pa mogu da imaju vedi

fekunditet ili veca jaja (Berven, 1982; Kalezi¢ i sar., 1992; Ryser, 1996; Miaude i
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sar., 1999). To se odnosi na neke vrste evropskih mrmoljaka (M. alpestris i L.
vulgaris), zatim kod jedne vrste velikih mrmoljaka (T. carnifex, Ficetola i sar.
2010), ali ne i za neke druge vrste velikih mrmoljaka (T. macedonicus)

(Krizmanic i sar. 2005).

1.4. Ciljevi studije

Jedno od klju€nih pitanja teorije Zivotne istorije je utvrdivanje faktora, kao i
procesa i mehanizma koji dovode do variranja osobina Zivotne istorije. Kako
grupa velikih mrmoljaka (Triturus cristatus superspecies) ima monofiletsko
poreklo, moze se pretpostaviti da su te vrste nasledile isti obrazac razvica i iste
odlike Zivotne istorije od zajedni¢kog pretka (npr. Felsenstein, 1985). Uz ogradu,
kao Sto je ranije istaknuto, filogenetska ograni¢enja mogu znacajno uticati na
evoluciju Zivotne istorije.

Vec¢ je pomenuto da se srodne vrste mogu razlikovati i u ranom razvicu.
Ove razlike su najCeSce uslovljene promenama odlika zivotne istorije:
modifikacije u ishrani embriona, promene u mogucnosti Sirenja larvi i njihovi
odbrambeni mehanizmi ili promenama u embrionalnom okruzenju (Garfield i
Wray, 2009). Vazno je istaci da ve¢e promene u odlikama zivotne istorije mogu
da predstavljaju kljuéne promene koje dovode do razdvajanja vrsta (Givnish i
Sytsma, 1997).

Do danas, mali je broj radova koji se bavi bas§ ovom problematikom t;.
razlikama izmedu srodnih vrsta velikih mrmoljaka u ranim karakteristikama
Zivotnih istorija (Kalezi€ i sar., 1994; Griffiths, 1996; Arntzen, 2003; Litvinchuk i
sar., 2007).

U okviru ove teze istrazivane su odlike ranih zivotnih istorija Cetiri vrste
velikih  mrmoljaka (Triturus macedonicus, T. arntzeni, T. cristatus i T.

dobrogicus). Ciljevi ove teze su sledeci:
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e utvrdivanje razlika izmedu vrsta u karakteristikama jaja u pogledu
velidine;

e utvrdivanje razlika u odlikama zZivotnih istorija tokom embrionalnog
perioda izmedu vrsta: u stopi embrionalnog razvi¢a i korelacijama
izmedu odlika zivotnih istorija tokom embrionalnog razvica;

e utvrdivanje razlika u odlikama zivotnih istorija tokom larvenog
perioda izmedu vrsta: stope rasta larvi, vreme metamorfoze i
veli€ine larvi pri metamorfozi,

e poredenje promena oblika tela tokom ontogenije i poredenje
ontogenetskih putanja analiziranih vrsta.

¢ filogenija osobina zZivotne istorije velikih mrmoljaka

Varijabilnost navedenih osobina Zivotne istorije, kao i ontogenija oblika
tela, mozZe ukazati na evolucione procese, znacaj filogenetskih ogranicenja i
ograni¢enja uslovljenih programima razvi¢a, kao i na mehanizme koji su doveli
do divergencije i adaptivne radijacije u okviru ove grupe repatih vodozemaca
(Wake, 2009). Rezultati ovih istrazivanja ¢e dati detaljniji uvid u interspecijske
razlike odlika Zivotnih istorija ove grupe i vode boljem poznavanju biologije ovih
vrsta. Takode, rezultati ovakvih istrazivanja zajedno sa istrazivanjima iz ostalih

oblasti daju znac€ajan doprinos zastiti i oCuvanju grupe velikih mrmoljaka.
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2. MATERIJAL | METODE

2.1. Pregled analiziranih uzoraka populacija mrmoljaka

U cilju istrazivanja razlika u odlikama Zivotnih istorija, kao i u analizama
promene oblika tela, prikuplijeni su uzorci muZjaka i Zenki Cetiri vrste velikih
mrmoljaka (Triturus cristatus superspecies) prisutnih na teritoriji Srbije i Crne

Gore. Analizirane vrste su:

e Triturus cristatus (Laurenti, 1768) — Veliki mrmoljak

e Triturus dobrogicus (Kiritzescu, 1903) — Podunavski mrmoljak

e Triturus macedonicus (Karaman, 1922) — Makedonski glavati
mrmoljak

e Triturus arntzeni (Litvinchuk, Borkin, Dzukic i Kalezi¢, 1999) — Arncenov

dugonogi mrmoljak

Slika 2.1.1. Analizirane vrste velikih mrmoljaka
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Jedinke su prikupljene na samom pocetku perioda reprodukcije i polaganja
jaja. Zenke su imale vidno uveéan abdomen, a muzjaci jasno izrazene dorzalne
kreste. Jedinke vrste T. cristatus su prikupliene 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 Triturus
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 Doniji Ljubotinj (42° 23’ N, 19° 07’ E, 225m). Jedinke vrste Triturus
arntzeni su sakupliene u aprilu 2008. godine u okolini Pirota, na lokalitetu
Borovsko polje (42° 58’ N, 22° 43’ E, 890m, 8 Zenki).
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Slika 2.1.2. Pregled geografskog poloZaja lokaliteta analiziranih populacija
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2.2. Dizajn eksperimenta

Brojni ekolo$ki faktori (npr. temperatura, nadmorska visina, troficki resursi,
prisustvo predatora) utiCu na stopu rasta larvi kao i na duZinu trajanja larvene
faze (Miaud i Merila, 2001; Orizaola i Brana, 2005), a i duzina embrionskog
razvica je u direktnoj vezi sa spoljasnjom temperaturom (D’Amen i sar., 2007).
Analizirane vrste vrste velikih mrmoljaka pokazuju razlike u optimalnim ekoloSkim
parametrima, ukljuCuju¢i temperaturu (Litvinchuk i sar., 2007). Vrste T.
dobrogicus i T. cristatus se mogu okarakterisati kao mezofilne u odnosu na
termofilnije vrste (T. macedonicus i T. arntzeni). Zbog razli€itih optimalnih
temperatura koje su karakteristicne 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. arntzeni gajene na 18-19 °C.

Zenke koje su prikupliene na terenu prebadene su u roku od 24h u
laboratoriju Instituta za bioloSka istrazivanja ,SiniSa Stankovic®. Donete Zenke su
smestane pojedinacno u akvarijume zapremine 12 litara sa 6 litara dehlorisane
vode. Voda im je menjana svakih 7 do 10 dana. U akvarijume su postavljene po
dve providne PVC trake dimenzija 20 x 2 cm sa perastim zarezima po bo¢nim
ivicama. Ove trake postavljene su kao podloga za polaganje jaja. Prednost takvih
traka u odnosu na prirodnu vegetaciju na koju Zzenke mrmoljaka inace u prirodu
polazu jaja, je u tome Sto se lako moze primetiti poloZzeno jaje i skinuti bez
oSteéenja. Zivotinje su hranjene svaki drugi dan crvima muva i Tubifex crvi¢ima.
Svakodnevno je pra¢eno da li ima polozenih jaja. Tek polozena jaja su skidana
sa PVC traka i prebacivana u Petri kutije, preénika 5cm koje su napunjene sa
dehlorisanom vodom. Voda u Petri kutijama je menjana svaki drugi dan. U Petri
kutije je stavljano najviSse deset jaja po kutiji zbog moguceg medusobnog
indukovanja i koordinacije razviéa hemijskom komunikacijom izmedu embriona i
zbog moguceg Sirenja gljiviCnih infekcija. Tokom embrionalnog razvi¢a, jaja i

embrioni koji nisu nastavili sa razvicem redovno su uklanjani. Po izvaljivanju,
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larve su smestane u plasticne ¢asice zapremine 100ml sa dehlorisanom vodom.
Voda je menjana svaki drugi dan. Posto gustina populacije utiCe na veli€inu larvi
kod vodozemaca (Berven i Chadra, 1988; Kohmatsu i sar., 2001) broj larvi u
CaSicama, a kasnije kutijama je bio od jedne do maksimalnih tri i taj broj je
odrzavan konstantno tokom ¢itavog eksperimenta. Po otvaranju usnog otvora, {j.
po pocCetku aktivne ishrane (3-5 dana nakon izvaljivanja) larve su hranjene
raCi¢ima roda Artemia. Starije, odnosno krupnije larve hranjene su sa Tubifex
crvicima. Po dostizanju starosti od 30 dana od izvaljivanja, larve su su
prebacivane u plasti¢ne kutije zapremine 1 litar u kojima su nastavljale razvice
sve do metamorfoze. Za metamorfozirane jedinke uzimane su jedinke kod kojih

su spoljasnje Skrge potpuno resorbovane i Skrzni otvori potpuno zatvoreni.

Slika 2.2.1. Dizajn eksperimenta
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2.3. Analize

2.3.1. Karakteristike jaja

Za utvrdivanje varijabilnosti i eventualnih razlika u karakteristikama jaja
izmedu analiziranih vrsta, kao i za analizu varijabilnosti u karakteristikama jaja
izmedu populacija i Zenki unutar vrsta, koriS¢en je i dodatni uzorak (Tabela
2.3.1.). VeliCine jaja velikih mrmoljaka su merena odmah po polaganju.
Zalepljena jaja su skupljana svakog dana i fotografisana fotoaparatom marke
Nikon Coolpix 4500 sa razmernikom od 10mm. Radi utvrdivanja razlika u veli€ini
jaja izmedu vrsta, sa fotografija su mereni precCnik vitelusa i duzina i Sirina
galertnog omota¢a uz upotrebu programa za kompjutersku grafiCku analizu
UTHSCSA ImageTool 3.0. (http://ddsdx.uthscsa.edu/dig/itdesc.html). Tim
merama su izraCunati zapremina vitelusa, zapremina galertnog omotaca i
odreden je odnos izmedu vitelusa i galerte. Zapremina vitelusa je dobijena
pomocu formule V = 4/31r°, gde je r preénik vitelusa. Zapremina galerte je
dobijena  koriS¢enjem  formule za  zapreminu  elipsoidnih  oblika:
V=4/31m(R4/2)(R2/2) (R2/2), pri ¢emu je R1 duzina galerte, a R2 $irina galerte.
Njihove zapremine su dobijene u mm?®. Merena je i veliéina Zenki koje su
polagale jaja, digitalnim pomi¢nim merilom sa tacnos¢u od 0.01mm. Kao mera
veliCine zenki, koriS¢ena je standardna duzina tela merena od vrha njuske do

zadnje ivice kloake (SVL) u milimetrima.

StatistiCke analize

Sve statistiCke analize su radene u programu SAS (verzija 9.1.3., Institut
2006). Da bi se postigla normalnost raspodele merenih veli¢ina u uzorku, sve
mere su logaritmovane (Fernandez, 1992). Dvofaktorska analiza varijansi je
radena da bi se utvrdile moguce razlike izmedu vrsta , kao i izmedu zenki unutar
vrsta. Takode, radena je i analiza varijansi kao i post-hoc testovi da bi se utvrdile

razlike izmedu svake vrste u pomenutim karakteristikima jaja. Posto je veliCina
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jaja korelisana sa veli¢inom Zenki (Kaplan i Salthe, 1979), njihov relativan odnos
analiziran je primenom Il tipa regresije, modelom standardizovanih osa (Warton i
sar., 2006). U ovoj analizi, obe promenljive se posmatraju kao zavisno
promenljive, ukljuCujuc¢i i greSku merenja za svaku promenljivu. Zbog ovih
osobenosti, model standardizovanih osa (Il tip regresije) preporuCuje se u
analizama alometrijskih odnosa i analizama medusobnih odnosa morfometrijskih
karakteristika, kao Sto je u ovom sluCaju odnos veliCine jaja i veliCine zenki.
Relativni odnos izmedu veli€ine vitelusa i veli€ine tela Zenki utvrden je regresijom
srednje vrednosti preCnika vitelusa za svaku Zenku u odnosu na duZinu te Zenke.
Razlike u relativnim odnosima veli€ine vitelusa i veli¢ine Zenki izmedu vrsta
(razlike u nagibu i visini regresionih linija) analizirane su primenom SMATR
programa, verzija 2.0. (Falster i sar., 2006). Primenom ovog algoritma moguce je
analizirati medusobne odnose regresionih prava kao i relativan polozaj vrsta koje

se porede u odnosu na veli€inu vitelusa, odnosno veli€inu zenke.

Tabela 2.3.1. Pregled vrsta i populacija koje su koriS¢ene za analizu varijabilnosti

u karakteristikama jaja.

Vrsta Lokalitet Koordinate Nad.visina Vreme uzorkovanja Br. Zenki
Ceklin 42°21N 18°58 E 315m Mart, 2007 4
T. macedonicus Rid 42°23'N 19°03' E 300m Mart, 2007 1
Progonovi¢i 42°25 N 19°04'E 443m Mart, 2007 2
, Miro€ 44° 29°'N 22° 20'E 440m April, 2007 8
T. cristatus . ers ,
Vrsacki breg 45°07'N 21° 27 E 300m April, 2006 4
, Kikinda 45°49°'N 20° 27 E 73m Mart, 2006 5
T. dobrogicus , ,
Opovo 45°03'N 20° 25 E 67m Mart, 2005 5
T. arntzeni Pirot 43°09°'N 22° 35 E 367m April, 2005 5
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2.3.2. Embrionsko razvice

Razvice embriona velikih mrmoljaka praceno je u eksperimentalnim
uslovima. Brazdanje oplodene jajne celije pocCinje neposredno po polaganju.
Dalje embrionsko razvice praceno je u odredenim vremenskim intervalima: na 7,
11 i 15 danu starosti embriona od trenutka polaganja jaja (S7, S11 i S15),
Embrioni su pregledani pod binokularnom lupom i beleZen je stadijum razvica
svakog embriona. Stadijumi razvica embriona utvrdivani su uz pomoc kljuca za
odredivanje embrionskih stadijuma za planinskog mrmoljka (Mesotriton alpestris)
(Knight, 1938). Zbog moguce medusobne hemijske interakcije izmedu embriona
(Hall, 1999 i 2003), odnosno, medusobne koordinacije razvica, u daljim
analizama uziman je stadijum koji se naj¢esce javlja u okviru inicijalne grupe od
10 jaja u svakoj Petri kutiji (medijana stadijuma razvi¢a embriona za svaku Petri
kutiju za svaki vremenski interval). Uginuli embrioni su redovno uklanjani. Osim
osobina ranog razvi¢a pracene su i druge odlike zivotne istorije.

Analizirane su sledece odlike:

1. DO (day of oviposition) — dan kada je poloZeno jaje u odnosu na ceo
period ovipozicije;

2. NE (number of eggs) — broj polozenih jaja po kohorti;

3. RV (vitellus diameter) — prosec€an prec¢nik vitelusa;

4. VG (volume of gallerta) — prose¢na zapremina galertnog omotaca koja je
izraCunata kao razlika izmedu zapremine celog jajeta i zapremine vitelusa;

5. NH (number of hatched larave) — broj izvaljenih larvi od ukupnog broja
poloZenih jaja;

6. TL (total lenght of hatched larvae) — totalna duzina izvaljenih larvi;

7. EP (duration of embrionic period) — duzina trajanja embrionskog perioda
embriona;

8. SR (survival rate of embrios) — stopa preZivljavanja tokom embrionskog

perioda.
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Sve ove osobine raCunate su za svaki kohort posebno, odnosno, poloZzena
jaja od jedne Zenke tokom jednog dana su uzimana za kohortu i srednje

vrednosti analiziranih osobina izraCunate su posebno za svaku kohortu.

Statisticke analize

Procena mortaliteta tokom embrionalnog perioda, izraCunata je preko
stopa prezivljavanja na osnovu proporcije prezivelih embriona izmedu dva
vremenska intervala. Interval poverenja stope preZivljavanja je izraCunat na

osnovu formule:

n
gde je g = 1-SR, SR je stopa prezivljavanja, a n je broj jaja na pocCetku
eksperimenta.

Stope prezivljavanja su smatrane znacajno razli€itim kada im se intervali
poverenja ne preklapaju (Geller, 1983; Miaud, 1994).

Da bi se utrdio odnos izmedu analiziranih odlika Zivotne istorije kao i
karakteristika ranog razvica, izraCunat je Pirsonov koeficijent korelacije ovih
osobina za svaku vrstu. Medusobni odnosi osobina Zivotne istorije i razvica
analizirani su preko njihovih medusobnih korelacija, formiranjem korelacionih
matrica. Primenom Mantel testa moguce je utvrdivanje stepena podudarnosti
izmedu odgovaraju¢ih matrica. Matrini koeficijent korelacije predstavlja
koeficijent korelacije (Pirsonov koeficijent korelacije) izmedu odgovarajucih
elemenata dve matrice (Rolhf 2001). Vrednosti ovog koeficijenta kre¢u se izmedu
-1 i +1. Visoke negativne ili pozitivhe korelacije ukazuju na visok stepen
podudarnosti matrica koje se porede. StatistiCka znaCajnost matricnog
koeficijenta korelacije testira se primenom Mantel testa. U ovom testu se,
polazec¢i od pretpostavke (nulte hipoteze) da izmedu poredenih matrica nema
slicnosti, generiSe veliki broj permutovanih matrica. Matricni koeficijent korelacija
se izraCunava izmedu jedne originalne i niza permutovanih matrica u kojima su
elementi matrice permutovani po principu slu¢ajnosti. Na taj nacin dobija se niz

vrednosti matri¢nih korelacija. Ukoliko vrednost matricnog koeficijenta korelacije
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izraCunatog za dve matrice koje se porede, u 95 % slucajeva prelazi vrednosti
koeficijanata dobijenih permutovanjem jedne od matrica, nulta hipoteza se
odbacuje. Za analizu podudarnosti u karakteristikama embrionskog razvi¢a i rane
Zivotne istorije, polazeci od nulte hipoteze da izmedu matrica dveju vrsta koje se
porede nema slinosti, slu¢ajnim generisanjem novih matrica, sa 10000
ponavljanja testirano je da li su polazne matrice medusobno sli¢nije u poredenju
sa slu€ajno generisanim matricama.

Pouzdanost dobijenih rezultata, kao i ponovljivost tih korelacionih matrica
je dobijeno primenom metode ponovnog uzorkovanja sa ponavljanjem
(,Bootstraping”“ metod) (Cheverud i sar., 1989; Marroig i Cheverud, 2001). Metod
se sastoji iz sledecCeq: za svaku vrstu sa veli€inom uzorka n, n puta je napravljen
novi uzorak sa promenjenim vrednostima u odnosu na originalni set podataka.
Ovakva procedura je ponovljena 500 puta (Efron i Tibshirani, 1993) i napravljeno
je 500 novih uzoraka podataka za svaku vrstu koriste¢i Poptools 2.62 (Hood,
2004). Za svih 500 novih setova podataka izraCunate su korelacione matrice i
poredene su sa korelacionom matricom dobijenom na osnovu originalnog seta
podataka. Ponovljivost korelacionih matrica je koriS¢ena za procenu teorijskog
maksimuma korelacije matrica (Rmax), kao i za dobijanje proseCne korelacije
matrica (Raqj) izmedu dve analizirane matrice (Marroig i Cheverud, 2001).
Vrednost Rmax je izradunata pomocéu formule (tats)’®, gde su ta i ts srednje
vrednosti matrice dobijene na osnovu korelacionih matrica A i B. Prosecna
korelacija matrica (Rag;j) je izraCunata kao kolicnik dobijene korelacije izmedu dve
matrice (Robs) i maksimalne korelacije matrica (Rmax)-

Razlike izmedu vrsta u brzini razvi¢a u odredenim vremenskim intervalima
analizirane su primenom neparametarskih statistickin metoda. Da bi se utvrdila
razlika izmedu vrsta u svakom vremenskom intervalu, primenjeni su Friedman
test i Kruskal-Wallis test, a razlike izmedu svakog para vrsta su testirane Mann-

Whitney testom. Ove analize su radene programom Statistika ver. 6.0.
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2.3.3. Stopa rasta larvi

Za utvrdivanje razlika u larvenom razvi¢u izmedu vrsta, koriS¢eni su
podaci dobijeni u laboratoriji Instituta za biologiju i ekologiju, Prirodno-
matemati¢kog fakulteta, Univerziteta u Kragujevcu. U ovom eksperimentu sve
Cetiri vrste velikih mrmoljaka su gajene u istim eksperimentalnim uslovima (eng.
common garden experiment). Za ovaj eksperiment, zenke T. macedonicus su
sakupljene na lokalitetu Burdevac (44° 15°N, 20° 01°E, 250m, 5 Zenki), vrsta T.
cristatus je sakupljena na lokalitetu Miro€ (44° 29°N, 22° 20°E, 440m, 6 Zenki),
vrsta T. dobrogicus je sakupljena u Opovu (45° 03'N, 20° 25°E, 67m, 6 Zenki), a
vrsta T. arntzeni na lokalitetu u blizini Pirota (April 2005, 43° 09’ N, 22° 35’ E, 367
m, 5 Zenki). Sve Zenke su sakupljene tokom ranog prolec¢a, u martu i aprilu 2005.
godine.

Radi utvrdivanja stope rasta larvi velikih mrmoljaka, larve su fotografisane
sa razmernikom od 10mm odmah po izvaljivanju i zatim svakih 15 dana sve do
metamorfoze. Vreme metamorfoze je odredivano kada su im se Skrge potpuno
resorbovale i 8krzni otvori zatvorili. Fotografije su uzimane fotoaparatom marke
Nikon Coolpix 4500. Merena je totalna duzina larvi programom za kompjutersku
graficku analizu UTHSCSA ImageTool 3.0.
(http://ddsdx.uthscsa.edu/dig/itdesc.html), kao i standardna duzina tek

metamorfoziranih jedinki digitalnim pomi¢nim merilom sa tacno$¢u od 0.01mm.
Takode je pracena i duzina trajanja larvenog perioda, tj. vreme od trenutka

izvaljivanja pa do trenutka potpune metamorfoze.

Statisticke analize

Da bi se procenila varijabilnost i utvrdile eventualne razlike izmedu vrsta u
navedenim karakteristikama, uradena je dvofaktorska analiza varijanse sa
vrstom i srednjom vrednoSc¢u duZzine larve za svaku analiziranu starost larve po
vrstama kao faktorima. Za prosecnu veli€inu larve uzimana je srednja vrednost
larvi odredene starosti (tek izvaljene larve, na svakih 15 dana do metamorfoze,

metamorfozirane jedinke) koje su se izvalile u istom danu i koje je polozila ista
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Zenka. Takode, uradena je i kontrast analiza (post-hoc testovi) iz analize varijansi
da bi se dobile razlike izmedu svake vrste.

Za utvrdivanje razlika izmedu vrsta u duzini trajanja larvenog perioda,
uradena je analiza varijansi sa vremenom od trenutka izvaljivanja larve do njene
metamorfoze kao faktorom.

Sve statisticke analize su radene u programu SAS (verzija 9.1.3., Institut
2006).

2.3.4. Ontogenija oblika tela

Radi pracenja i analiziranja promene oblika tela tokom ontogenije velikih
mrmoljaka, larve su fotografisane u staklenim komorama sa sistemom ogledala
da bi se dobio lateralni izgled larve. Fotografisane su fotoaparatom marke Nikon
Coolpix 4500 sa razmernikom od 10mm. Za ontogenetske promene u veliCini i
obliku, koris¢eno je 5 razliCitih ontogenetskih stupnjeva u okviru 3 razvojna
perioda:

1. Larveni period — larve starosti 75, 90 i 105 dana;

2. Period metamorfoze — od 7 do 10 dana pre potpune metamorfoze i

3. Juvenilni period — 7 dana nakon potpune metamorfoze, tj. posle

potpune resorpcije Skrga i zatvaranja Skrznih otvora.

Larveni period zapocCinje izvaljivanjem iz jajeta, i tokom larvenog perioda
nastavlja se dalje razvice i diferencijacija. U studijama koje se bave razvicem kod
repatih vodozemaca, stadijumi larvenog razvica odreduju se preko stepena
razvijenosti morfoloskih struktura, pre svega ekstremiteta (Gllicksohn, 1932). Za
studiju ontogenije oblika larvi, kao polazna tacka uzete su larve starosti 75 dana
jer su larvama tada potpuno formirani ekstremiteti, odnosno svi delovi
ekstremiteta, i prema klasifikaciji baziranoj na morfoloskoj diferencijaciji, ove
larve su potpuno formirane. Zbog razli€ite brojnosti larvi po kutijama (od 1 do 3),
larve su izabrane metodom slu€ajnog uzorka i izabrano je po 20 jedinki svake

vrste za svaki larveni stupan;.
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Statisticke analize

Za pracenje promene oblika tela larvi velikih mrmoljaka, primenjena je
metoda geometrijske morfometrije (Zelditch i sar., 2000; Mitteroecker i Gunz,
2009). U geometrijskoj morfometriji, konfiguracija specificnih tataka opisuje oblik
neke strukture. Specificne tacke su jasno definisane anatomske tacke koje je
moguce utvrditi sa velikom taénoScu i ponovljivos¢u. Na osnovu anatomskih i
geometrijskih kriterijuma, Bookstein (1991) daje pregled i specifikaciju
specificnih tacaka, pri ¢emu izdvaja tri osnovna tipa specificnih tacaka. Prvom
tipu pripadaju specificne tacke koje su definisane mestima susticanja razli€itih
delova morfoloskih celina (na primer, mesto susticanja dva ili vise skeletnih
elementa u glavenom skeletu, ili mesto susticanja dva ili viSe nerava u okviru
nervature krila insekata). Ovom tipu taCaka pripadaju i jasno definisani centri
nekih anatomskih struktura, kao $to su centar zenice oka ki€menjaka. Drugom
tipu pripadaju specificne tacke koje predstavljaju mesta najveceg zakrivljenja
(udubljenja, ispupCenja) odredene anatomske strukture (npr. vrh zuba ili
nastavka nekog skeletnog elementa). Trecem tipu pripadaju tacke koje takode
definiSsu ekstremne taCke, ali se mogu odrediti samo u odnosu na Ccitavu
strukturu, odnosno objekat koji se analizira. Da bi se opisao oblik larvi i
juvenilaca, koris¢ena je kombinacija od 7 specifi¢nih tacaka od ¢ega najveci broj
pripada drugom tipu prema bukstajnovoj klasifikaciji. Medutim, konstelacija ovih
taCaka ne odrazava oblik tela larvi i juvenilnih jedinki. Zbog toga, primenjena je
analiza konstalacija specificnih tataka u kombinaciji sa takozvanim polu-
specificnim tatkama. Polu-specificne tacke su tacke koje opisuju oblik neke
strukture izmedu dve specificne tacke. Ove taCke ne pripadaju grupi jasno
definisanih tataka. Za njihovo definisanje neophodno je formiranje pomocne
mreze i koja je standardna za dati uzorak. U ovom slucaju, oblik lednog i repnog
nabora kod larvi, odnosno oblik repa kod juvenilnih jedinki, opisan je sa 8 polu-
specificnih taCaka. Kod juvenilnih jedinki, tacke koje opisuju oblik repa se
razlikuju u odnosu na one kod larvi zbog resorbcije dorzalnog repnog peraja

(njihove pozicije su date na slici 2.3.4.1.).
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Polu-specificne tacke su definisane pomoc¢u programa MakeFan6 tako $to
se na sliku stavi ,Ce$alj“ od odabranog broja linija koji po€inje i zavrSava se
nekom homologom tatkom. Tako se obezbeduje uniformnost u smestanju polu-
specifiCnih taCaka na svim analiziranim jedinkama.

Putem programa TpsDig (Rohlf, 2005) digitalizovano je svih 15

dvodimenzionalnih tadaka.

b)

I cm

Slika 2.3.4.1. Izbor taCaka i polu-specificnih taCaka na lateralnom izgledu a) larvi
od 75, 90 i 105 dana starosti i larvama u procesu metamorfoze i b) juvenilnih
jedinki po metamorfozi: 1. vrh njuske; 2. centar oka; 3. visina glave u nivou oka;
4. pocCetak dorzalnog repnog nabora; 5-12. polu-specificne tacke koje
predstavljaju oblik dorzalnog repnog nabora kod larvi i repa kod juvenilnih
jedinki; 13. vrh repa; 14. polozaj zadnjeg ekstremiteta i 15. polozaj prednjeg

ekstremiteta.
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Varijable oblika su izdvojene primenom generalizovane Prokrustove
analize, (eng. Generalized Procrustes Analysis, GPA). Ova analiza (GPA) je
najceSce primenjivana procedura u savremenim studijama geometrijske
morfometrije.  Prokrustovom analizom (Prokrustovom superimpozicijom,
poravnavanjem) se skaliranjem, translacijom i rotacijom konfiguracija specificnih
taCaka eliminiSu sve razlike uslovljene veli¢inom, polozajem i orijentacijom. Time
se zadrzavaju samo informacije koje su direktno vezane za razlike u obliku (Rohlf
i Slice, 1990; Bookstein, 1991). Superimpozicija polu-specificnih tacaka vrsi se
po drugom algoritmu (Bookstein, 1997), i obavljena je u programu SemilLand6.
Programi MakeFan6 i SemiLand6 pripadaju seriji IMP prgrama (Sheets, 2003).
Polu-specificne tatke nemaju iste stepene slobode kao prave tacke i sluze za
opisivanje kriva (Bookstein, 1997).

U geometrijskoj morfometriji veli€ina centroida predstavlja meru veliCine
nekog objekta opisanog konfiguracijom specificnih tacaka. Veli€ina
centroida (eng. centroid size, CS) predstavlja kvadratni koren sume kvadriranih
rastojanja svake taCke od teziSta date konfiguracije taCaka. Veli€ina centroida
koriS¢ena je kao mera veliCine i razlike u veli€ini izmedu vrsta testirane su
analizom varijanse, sa veli€inom centroida kao zavisno promenljivom i vrstom
kao faktorom.

Primena metoda geometrijske merfometrije omogucava vizualizaciju
promena u obliku, odnosno razlika u obliku. Matemati¢ka osnova za vizualizaciju
promena oblika izmedu dve odgovarajuée konfiguracije specificnih taaka
proizilazi iz fizicke metafore transformacija idealno tanke, beskonacne metalne
ploCe (engl. ,thin plate spline®), ili kako se naj¢eS¢e oznaCava skracenicom TPS
(Bookstein 1991). Oblik i nacin deformacija tanke metalne ploCe zavise od
postojecih razlika u konfiguracijama specificnih taCaka. Energija neophodna za
deformaciju predstavlja osnovu za izraCunavanje varijabli oblika (engl. bending
energy). Visoke vrednosti energije deformacije oznacavaju lokalizovane promene
oblika izmedu blisko postavljenih taCaka, koje izazivaju lokalna zakrivljenja i
deformaciju mreze, dok su niske vrednosti energije deformacije vezane za

promene oblika koje su uslovljene promenama poloZaja veceg broja koordinata
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koje dovode do promena vecih razmera. Energija deformacije opisuje stepen
lokalizovanosti promena. Energija deformacija beskonacno tanke metalne ploce
daje matematiCku podlogu koja omogucava izracunavanje varijabli oblika koje se
mogu dalje koristiti u statistiCkim analizama.

Razlikuju se dve komponente varijabli oblika oznacene kao neuniformna i
uniformna komponenta. Potpuni set varijabli oblika ¢ine obe komponente, tj.
parcijalne deformacije oblika (engl. partial warps), kao i uniformne promene
oblika duz osa X i Y (UniX i UniY). Za analiziranje promene oblika, koriS¢ene su
sve varijable oblika, i uniformne i neuniformne komponente.

Da bi se utvrdila ontogenija oblika tela tokom larvenog perioda, analiziran
je odnos izmedu promene oblika i starosti larve, odnosno njihove veliCine.
PoCetna hipoteza je da se vrstama ne razlikuju ontogenetske putanje u
promenama oblika tela. Podaci za sva tri larvena stupnja (75, 90 i 105 dana stare
larve) su grupisani. Multivarijantnom analizom kovarijanse (MANCOVA) se
testirala podudarnost nagiba svih varijabli oblika pri ¢emu je veli€¢ina (CS) bila
kovarijanta i pri Cemu statistiCka znacCajnost interakcije izmedu veliCine i vrste
ukazuje na postojanje razlika u specificnim alometrijskim nagibima za analizirane
vrste.

Da bi se utvrdile razlike izmedu vrsta u obliku larvi za svaki larveni
stupanj, uradena je kanonijska diskriminantna analiza kao i vizuelizacija promena
oblika izmedu vrsta u programu CVAgen6 (IMP serija; Sheets, 2003).

Za analizu stope promena tokom larvenog razvica koriS¢ene su
Prokrustasove distance svake jedinke u odnosu na tri najmanje jedinke za svaku
vrstu kao pokazatelj koli¢ine promene oblika tokom razvica (Zelditch i sar., 2000;
Ivanovi¢ i sar., 2007). Stope promene oblika za svaku vrstu su dobijene
regresijom izraCunatih Prokrustasovih distanci u odnosu na meru veliine (CS)
koristeCi program Regress6k (IMP; Sheets, 2003). Poredenje tako dobijenih
stopa promena izmedu vrsta je radeno primenom |l tipa regresije, modelom
standardizovanih osa (Warton i sar., 2006) u programu SMATR, verzija 2.0.
(Falster i sar., 2006).
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Za odredivanje unutargrupne varijanse u promeni oblika tela larvi, merene
su varijansa i standardna greSka za tu varijansu za svaki stupanj larvenog
razvica. Vrednosti su dobijene upotrebom programa DisparityBox (IMP; Sheets,
2003) sa 900 ponavljanja.

Sve statistiCke analize su radene u programima Statistika (verzija 6.0.) i
SAS (verzija 9.1.3., Institut 2006).
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3. REZULTATI | DISKUSIJA
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Veli€ina jaja i fekunditet kod vodozemaca se razlikuju izmedu taksona
(Kaplan i Salthe, 1979), izmedu razli€itih populacija iste vrste (npr. Kalezi¢ i sar.,
1994), kao i izmedu zenki iste populacije (npr. Rafinska, 1991). Da bi se utvrdio
stepen varijabilnosti i uticaj navedenih faktora na varijabilnost i eventualne razlike
u veliCini jaja uradena je dvofaktorska analiza varijanse sa populacijama i
Zenkama unutar populacija kao faktorima, za svaku od analiziranih karakteristika
jaja. Kao Sto je ve¢ navedeno, analizirane su zapremina vitelusa i odnos
zapremina vitelusa i galertnog omota¢a. Dobijeni rezultati su predstavijeni u
tabeli 3.1.1. Da bi se utvrdio odnos varijabilnosti izmedu populacija unutar vrsta u
odnosu na varijabilnost i razlike u srednjim vrednostima izmedu vrsta, uradena je
i dvofaktroska analiza varijanse sa vrstama i populacijama kao faktorima (tabela
3.1.1). PosSto su dobijene razlike izmedu vrsta mnogo vece nego izmedu
populacija, dalje analize karakteristika jaja su radene na grupisanim podacima za
svaku vrstu. Za vrstu T. arntzeni su bili dostupni podaci samo za jednu populaciju
pa je pretpostavljeno da u okviru ove vrste postoji isti obrazac unutarspecijskog
variranja karakteristika jaja izmedu populacija i zenki kao i kod preostale tri vrste
velikih mrmoljaka.

Za zapreminu vitelusa je dobijeno da se vrste medusobno statisticki
razlikuju (ANOVA, kontrast analiza, p < 0.0001) osim izmedu T. macedonicus i T.
arntzeni. Najmanje zapremine vitelusa imala je vrsta T. dobrogicus (SV) srednja
vrednost je bila 1.926mm?® i SD (standardna devijacija) 0.423mm?°), zatim T.
cristatus (SV = 3.502 mm® i SD = 0.782 mm?®) i sa najveéim zapreminama
vitelusa vrste T. arntzeni (SV = 5.002 mm?, SD = 1.023 mm®) i T. macedonicus
(SV = 5.022 mm® i SD = 0.998 mm?®). Za odnos izmedu zapremina galertnog
omotaCa i vitelusa dobijeno je da se vrste medusobno statisticki razlikuju
(ANOVA, kontrast analiza, p < 0.0001). Najmanji odnos zapremine galertinog
omotaca i vitelusa imala je vrsta T. macedonicus (SV = 2.829 i SD = 0.648),
zatim T. arntzeni (SV = 3.508 i SD = 0.796) i T. cristatus (SV = 4.132 i SD =
1.150), dok je najveci odnos imala vrsta T. dobrogicus (SV = 4.753 i SD = 1.430)
(Prilog 1.).
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Tabela 3.1.1. Rezultati dvofaktorske analize varijansi za zapreminu vitelusa i

odnosa zapremina galertnog omotaCa i vitelusa za analizirane vrste velikih

mrmoljaka.
Varijabla Vrsta Faktor d.f. MS F Jo)
Zapremina vitelusa
T. macedonicus Populacija 2 0.8554 157.27 ***
Zenka (populacija) 4 0.3453 63.49 e
T. cristatus Populacija 1 0.0376 6.93 >
Zenka (populacija) 10 0.1388 25.62 e
T. dobrogicus Populacija 1 1.7272 191.9 e
Zenka (populacija) 9 0.3198 35.53 e
Grupisani
podaci Vrsta 13.5647 1545.67 ***
Populacija (vrsta) 4 2.842 323.84 ***
Galertni omotac/vitelus
T. macedonicus Populacija 2 0.6065 85.62 e
Zenka (populacija) 4 0.4126 58.25 e
T. cristatus Populacija 1 0.0968 8.68 >
Zenka (populacija) 10 0.0922 8.27 b
T. dobrogicus Populacija 1 0.0078 0.63 nz
Zenka (populacija) 9 0.2692 21.64 e
Grupisani
podaci Vrsta 2 7.625 973.34 ***
Populacija (vrsta) 4 0.417 36.83 b

nz - nije znacajno, p > 0.05; ** p < 0.01; *** p < 0.001.
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Dobijen je i statisticki znaCajan odnos primenom modela standardizovanih
osa izmedu veligine Zenke i zapremine vitelusa (r* = 0.295, p = 0.0023) &to
ukazuje da vecCe Zenke polazu i jaja sa veéim vitelusom. Pri tome nije dobijena
statistiCka znacajnost za odnos izmedu veliCine Zenke i odnosa zapremina
galertnog omotada i vitelusa (r* = 0.035, p = 0.335). Model standardizovanih osa
je pokazao da analizirane vrste imaju isti nagib prave koja opisuje alometrijski
odnos veli€ine jaja u odnosu na veli€inu Zzenke. Jedino se vrste razlikuju u visini
nagiba, tj. u veli€ini jaja (Tabela 3.1.2.). U odnosu na veli€inu Zenke, vrsta T.
dobrogicus ima najmanja jaja u poredenju sa ostalim vrstama (p < 0.0001; u
odnosu na T. cristatus p = 0.0217). Jaja vrste T. cristatus su takode bila manja u

poredenju sa vrstama T. arntzeni (p = 0.0003) i T. macedonicus (p = 0.0157).

Tabela 3.1.2. Rezultati regresije izmedu zapremine vitelusa i veli€ine Zenki za
sve analizirane vrste velikih mrmoljaka. Nagib, Ho: homogeni nagibi (p); Visina
(odsec€ak) Ho: nema razlike u visini nagiba (p); Polozaj duz nagiba (polozaj na X)

Ho: nema razlika u poloZaju u odnosu na X osu (p).

Odsec¢ak Nagib Visina Polozaj duz

XiY Vrsta n P p Nagib _
(Y) (p) (p)  nagiba (p)
~ T.macedonicus 7 0.160 0.373 2.26 -3.50
Zapremina
T. cristatus 12 0.048 0.495 2.02 -3.19
vitelusa i nz i e
T. dobrogicus 5 0.065 0.679 -1.10 2.22
SVL Zenki
T. arntzeni 5 0.047 0.727 -4.46 8.83

nz, - nije znacajno, p > 0.05; *** p < 0.001.
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Species-specificni odnosi velicine vitelusa i galertnog omotaca kod velikih

mrmoljaka

|z dobijenih rezultata proizilazi da je veli€ina jaja kod velikih mrmoljaka
odlika Zivotne istorije koja je specificna za svaku vrstu. lako postoje razlike u
karakteristikama jaja izmedu populacija kao i izmedu Zenki unutar populacija,
utvrdeno je da najvece razlike postoje izmedu vrsta. Tako vrsta T. dobrogicus
ima najmanji vitelus, a najve¢i odnos zapremina galertnog omotaca i vitelusa,
vrste T. arntzeni i T. macedonicus imaju suprotan odnos za ove osobine. Kod
njih je u odnosu na T. dobrogicus i T. cristatus vitelus najveci, a odnos
galerta/vitelus najmaniji. Po veli€ini vitelusa i odnosu galerta/vitelus, vrsta T.
cristatus nalazi se izmedu T. dobrogicus, sa jedne strane i T. arntzeni i T.

macedonicus sa druge strane (Tabela 3.1.3.).

Tabela 3.1.3. Deskriptivna statistika mera jaja za Cetiri vrste analiziranih velikih
mrmoljaka. N — broj jaja, SV — srednja vrednost, SD — standardna devijacija, CV

— koeficijent varijacije.

Vrsta N Duzina galerte Sirina galerte Preénik vitelusa
SV SD CV% SV SD CV% SV SD CV%

T. macedonicus 1336 4.252 0415 9.76 2484 0.187 7.53 2116 0.139 6.57
T. cristatus 371 4112 0.403 9.80 2531 0.209 8.26 1.874 0.137 7.31
T. dobrogicus 876 3.585 0.498 13.89 2276 0.271 11.91 1.604 0.209 13.03

T. arntzeni 450 4.623 0.323 6.99 2.642 0.188 7.12 2113 0.142 6.72

Veli€ina vitelusa predstavlja materinsko reproduktivno ulaganje (Duellman
i Trueb, 1994) i korelisana je sa veli€inom zZenke. Analizirane vrste imaju isti
alometrijski nagib za veliCinu vitelusa i veliinu tela Zzenke. Medutim, ovakva

podudarnost nije dobijena za odnos veliCine tela i odnosa veliine galertnog
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omotacCa i vitelusa. Jedan od faktora koji moze da objasni razlike u odnosu
zapremina galertnog omotaca i vitelusa, kao veli€¢ine koja nije korelisana sa
veliCinom zZenke, je i ekoloski faktor, tacnije tip stanista u kojima ove vrste zZive.
Triturus dobrogicus naseljava veCa otvorena vodena staniSta, pa Cak i
sporoteku¢e vode u ravniCarskim delovima i provodi i do 6 meseci u vodi
(Arntzen i Wallis, 1999). Neke od funkcija galertnog omotaca su da Stite embrion
od isuSivanja, UVB zracenja, mehani¢kih povreda (Duellman i Trueb, 1994).
Tako jedinke podunavskog mrmoljka ne moraju da ulazu u stvaranje veceg
omotaca jer takvim staniStima ne preti isuSivanje. Za razliku od podunavskog
mrmoljka, vrste T. arntzeni i T. macedonicus naseljavaju manje efemerne bare
na viSim nadmorskim visinama i za njih je bitno da naprave veéi omotaC da bi
embrion imao veCu Sansu za opstanak i zbog isuSivanja bara, kao i zbog
povec¢anog UVB zraCenja na ve¢im nadmorskim visinama (Adams i sar., 2001;
Palen i sar., 2005). Vreme koje oni provedu u vodi godiSnje je od 3 do 4 meseca.
Vrsta T. cristatus je i po tipu stanista i vremenu koje provede u vodi izmedu ovih
pomenutih vrsta (Arntzen i Wallis, 1999) (slika 1.2.3.).

Iz ovih rezultata se moZe zakljuCiti da karakteristike jaja, kao jedna od
odlika Zivotne istorije, prate opstu pravilnost klinalnog ,rasporeda” vrednosti
fenotipskih odlika kod velikih mrmoljaka (na jednom kraju kline se nalazi vrsta T.
dobrogicus, na drugom, vrste T. arntzeni i T. macedonicus, a izmedu je vrsta T.
cristatus). Pretpostavka je da su adaptivhe promene podunavskog mrmoljka
vezane za tip staniSta nastale za vreme evolucije velikih mrmoljaka (Crnobrnja-
Isailovi¢ i sar., 1997; Arntzen i sar., 2007) i da su promene u karakteristikama

jaja iSle paralelno sa promenama u morfologiji i ekologiji ovih vrsta.
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T. cristatus
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T. macedonicus
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K
- Precnik vitelusa (1mm)

I Preenik jaja(1mm)

|—— Vreme provedeno u vodi (1 mesec)

Slika 3.1.1. Morfotipovi, prose¢ne mere jaja i vreme provedeno u vodi godi$nje

za analizirane vrste velikih mrmoljaka.



3.2. POGLAVLJE II: Embrionsko razvice

Rezultati publikovani u:

Cvijanovié¢ M, Ivanovi¢ A, TomaSevi¢-Kolarov N, DZuki¢ G, Kalezi¢ ML (2009)
Early ontogeny shows the same interspecific variation as natural history
parameters in the crested newt (Triturus cristatus superspecies) (Caudata,

Salamandridae). Contributions to Zoology, 78: 43-50.
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Embrionsko razvice velikih mrmoljaka je do sada nedovoljno istrazivano
(Griffiths i Wijer, 1994; D’Amen i sar., 2007; Litvinchuk i sar., 2007), pogotovo
kada se radi o komparativhoj embriologiji, tj. o razlikama izmedu vrsta u
stadijumima i brzini razvi¢a. U ovoj disertaciji su poredena embrionska razvica
Cetiri vrste velikih mrmoljaka, kao i nacCini korelacija odlika Zivotne istorije izmedu
analiziranih vrsta. Da bi se utvrdile i kvantifikovale karakteristike rane Zivotne
istorije analizirano je osam karakteristika Zivotne istorije i ranog embrionskog

razvicéa.

prezivljavanje

120

100

80 -

——Td.
—-Tc.
X 60 m
T.a.
40 1
20 1 —a

0 T T T T
br.jaja br.7dan br.11dan br.15dan br.izvalienih

Slika 3.2.1. Prezivljavanje embriona analiziranih vrsta od trenutka polaganja jaja

do izvaljivanja larvi.

Jedna od kljuénih karakteristika Zivotne istorije je stopa prezivljavanja.
Stopa prezivljavanja pracena je od trenutka polaganja jaja do izvaljivanja. Postoji
velika razlika izmedu broja poloZenih jaja i broja embriona koji su dostigli
stadijum neurule, tj. embrioni stari 7 dana. Medutim, najveéi mortalitet embriona

je zabelezen kod embriona starosti izmedu 11 i 15 dana (na preseku izmedu S11
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i S15) kod svih analiziranih vrsta. Visok mortalitet u ovom stadijumu je rezultat
delovanja tzv. balansnog letalnog sistemam, tj. homomorfizma heteromorfnog
hromozoma (Sims i sar., 1984). Dobijena stopa mortaliteta u tom periodu je bila
oko 50% kod svih vrsta velikih mroljaka, Sto se slaze i sa do sada vec
objavljenim podacima (D’Amen i sar., 2006). Nije pronadena razlika u stopama
prezivljavanja izmedu vrsta T. dobrogicus, T. cristatus i T. arntzeni, dok je vrsta
T. macedonicus imala mnogo vecu stopu prezivljavanja u odnosu na ostale vrste
(Slika 3.2.1.). Vrednosti stopa prezivljavanja izmedu svakog vremenskog preseka

kao i ukupna stopa preZivljavanja za sve vrste date su u tabeli 3.2.1.

Tabela 3.2.1. Stope prezivljavanja (SR) i intervali poverenja stopa prezivljavanja
(Cl) embriona analiziranih vrsta velikih mrmoljaka izmedu svakog vremenskog

intervala.

Stopa T.

prezivljavanja macedonicus T. arntzeni T. dobrogicus T. cristatus
SR Cl SR Cl SR Cl SR Cl

na 7. danu 0.79 0.76-0.82 0.61 0.55-0.67 0.39 0.35-0.43 0.47 0.39-0.55

izmedu 7.1 11. dana 0.98 0.97-0.99 0.86 0.81-0.91 0.95 0.93-0.98 0.94 0.88-0.99

izmedu 11. i 15.

dana 0.49 0.46-0.53 0.42 0.34-0.50 0.54 0.48-0.60 0.58 0.45-0.70

izmedu 15. dana i

izvaljivanja 0.97 0.95-0.99 1 / 0.9 0.85-0.95 0.7 0.55-0.85

ukupna stopa

prezivljavanja 0.37 0.15-0.21 0.22 0.17-0.27 0.18 0.15-0.21 0.18 0.12-0.25

Razlike u brzini embrionskog razvi¢a izmedu vrsta (Slika 3.2.2.) testirane
su Kruskal-Wallis neparametarskim testom. Odnosno, poredeni su stupnjevi u
razvicu dostignuti u odredenim vremenskim presecima (na sedmom [S7],
jedanestom [S11] i petnaestom danu [S15] embrionskog razvi¢a). Znacajne
razlike u brzini razvi¢a izmedu vrsta su nadene na svim vremenskim presecima
(na 7. danu: H = 131.05, p < 0.0001; na 11 danu: H = 97.34, p < 0.0001; i na 15.

danu: H = 81.52, p < 0.0001). Poredeni su i embrionalni stadijumi izmedu svake
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vrste na svakom vremenskom preseku Mann-Whitney testom. Rezultati pokazuju
da se na ranijim stadijumima (na 7. danu) sve vrste medusobno razlikuju, dok se
u kasnijem razviéu jedino vrsta T. dobrogicus razlikuje u odnosu na preostale tri
analizirane vrste velikih mrmoljaka. Rezultati poredenja vrsta su predstavljeni u
tabeli 3.2.2.

Tabela 3.2.2. Poredenje embrionskih stadijuma na svim vremenskim presecima
(S7, S11 i S15) izmedu vrsta. StatistiCki znaCajne razlike izmedu vrsta su

predstavljene debljim linijama.

Poredene vrste S7 S11 S15
U P u P u P
. macedonicus - T. arntzeni 686.5 0.0001 1744.0 0.4400 1212.0 0.8600
. macedonicus - T. dobrogicus  365.5 0.0001 421.5 0.0001 969.0 0.0001
. macedonicus - T. cristatus 345.5 0.0001 587.0 0.1800 587.0 0.1800
. arntzeni - T. dobrogicus 2.5 0.0001 160.0 0.0001 205.5 0.0001
. arntzeni - T. cristatus 10.0 0.0001 281.0 0.7600 123.5 0.2400
. dobrogicus - T. cristatus 261.5 0.0465 110.5 0.0001 157.0 0.0001

Srednje vrednosti, standardne devijacije i koeficijenti variranja ranih odlika
Zivotne istorije velikih mrmoljaka su dati u tabeli 3.2.3. Utvrden je obrazac
korelacija izmedu istrazivanih odlika Zivotne istorije, kao i odredenih embrionskih
stadijuma (ukupno jedanaest karakteristika) na svakom vremenskom preseku
tokom embrionskog razvi¢a. lzraCunati su koeficijenti korelacija izmedu svih
osobina, odnosno, formirane su korelacione matrice (11 x 11) za svaku vrstu

ponaosob (Tabela 3.2.4.).
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Slika 3.2.2. Stadijumi razvi¢a svih analiziranih vrsta velikih mrmoljaka na tri

razliCita vremenska preseka tokom embrionskog razvi¢a.

lako je korelaciona matrica za vrstu T. cristatus izraCunata na osnovu
manjeg broja kohorti (samo 19 kohorti), utvrdeno je da su matrice ponovljive i
pouzdane kod sve Cetiri analizirane vrste (Tabela 3.2.5.). Interesantno je, da nije
dobijena korelacija izmedu vremena kada su jaja polagana za vreme ovipozicije i
broja polozenih jaja osim kod vrste T. dobrogicus gde je ta korelacija pozitivna.
Takode, nije dobijena ni korelacija izmedu broja polozenih jaja i veliCine vitelusa
ni kod jedne analizirane vrste. Zna€ajna negativna korelacija je dobijena izmedu
veli€ine vitelusa i trajanja embrionskog perioda samo kod vrste T. macedonicus.
Kod svih vrsta osim kod T. cristatus je dobijena znacajna pozitivna korelacija

izmedu veli€ine tek izvaljenih larvi i duZine trajanja embrionskog perioda.
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Tabela 3.2.3. Srednje vrednosti (SV), standardne devijacije (SD) i koeficijenti variranja (CV) za analizirane rane odlike

zivotne istorije velikih mrmoljaka za ukupan broj jaja odnosno larvi (N).

T. macedonicus T. arntzeni T. dobrogicus T. cristatus
Odlika zivotne CVv Cv CVv Cv
istorije N SV +SD % N SV +SD % N SV +SD % N SV +SD %
Precnik vitelusa (mm) 857 1.95+0.38 19.31 293 1.87+0.12 6.25 657 1.55+0.07 4.7 143 1.87+0.15 7.83
Zapremina galerte
(mm?) 857 9.87+1.76 17.8 293 7.53+2.39 31.73 657 6.59+1.86 28.2 143 11.51x4.47 38.8
TL izvaljenih larvi
(mm) 319 11.36+0.64 5.67 65 9.70+0.29 3.03 126 9.25+0.57 6.12 26 9.97x0.71 71
Embrionalni period
(dani) 319 20.01+1.51 7.55 65 16.96+1.36 8.04 126 26.10+1.44 5.51 26 21.80+2.18 10.0.
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Tabela 3.2.4. Pirsonovi koeficijenti korelacija izmedu 11 analiziranih odlika

Zivotne istorije i embrionalnog razvi¢a velikih mrmoljaka: a) T. macedonicus, 91

kohorta (gornja dijagonala); T. arntzeni, 34 kohorte, (donja dijagonala); b) T.

cristatus, 19 kohorti, (gornja dijagonala); T. dobrogicus, 76 kohorti, (donja

dijagonala). StatistiCki znacajni koeficijenti korelacije (p < 0.05) su predstavljeni

debljim brojevima. Skracenice su objasnjene u delu Materijal i metode.

a)
DO NE RV VG 57 S11 S15 NH TL EP V
DO -0.13 -0.38 0.54 0.54 0.18 0.24 0.07 -0.04 -0.36 0.22
NE -0.17 0.12 0.15 0.09 -0.07 0.07 0.74 0.00 -0.10 -0.27
RV 042 -0.18 -0.12 014 -0.02 0.02 -0.02 0.01 -0.19 -0.20
VG -0.55 0.43 0.03 0.53 0.03 0.01 021 -0.02 -0.39 0.03
S7 017 018 0.53 0.28 0.38 0.36 0.35 0.03 -0.44 0.24
S11 0.21 -0.16 0.34 0.11 0.52 0.67 0.20 0.00 -0.32 0.17
S15 0.70 0.04 0.34 -0.32 0.09 0.08 0.18 0.07 -0.33 0.14
NH 0.11 0.61 -0.06 0.00 0.40 0.28 0.23 -0.06 -0.19 0.23
TL  -0.46 -0.17 -0.41 0.15 -0.29 0.24 -0.32 -0.22 0.61 -0.03
EP -0.70 0.02 -0.64 0.31 -0.62 -0.20 -0.53 -0.34 0.66 -0.11
\Y 0.30 -0.46 -0.19 -0.57 -0.49 0.26 0.07 0.05 0.21 0.13
b)
DO NE RV VG §7 S11 S15 NH TL EP V
DO -0.50 0.21 -0.04 0.13 047 0.28 -0.63 0.38 -0.02 -0.33
NE 0.62 -0.33 0.37 0.38 -0.01 0.03 059 -052 -0.69 -0.29
RV 0.14 -0.24 0.17 029 0.11 043 -0.44 052 -0.08 -0.01
VG 042 042 -0.07 011 -013 037 0.14 -0.08 -0.34 -0.36
S7 -0.22 -0.38 0.27 -0.38 0.82 0.78 0.19 0.22 -0.88 0.10
S11 -0.50 -0.32 0.24 -0.14 0.24 0.76 0.12 0.50 -0.56 0.27
S15 036 0.07 0.28 0.09 0.23 0.21 022 062 -0.60 0.33
NH -0.11 0.53 -0.50 0.33 -0.34 0.05 -0.32 0.06 -0.25 0.52
TL  -0.08 -0.28 0.32 -0.38 0.02 -0.08 -0.13 -0.24 0.14 0.54
EP -0.31 -0.40 025 -0.36 0.05 0.09 -0.27 -0.09 0.77 0.20
V -0.63 -0.37 -0.38 -0.02 0.04 032 -0.40 048 -0.10 0.19
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KoriS¢enjem Mantel testa za analizu korelacionih matrica izmedu vrsta,
dobijeno je da se korelacije odlika zivotne istorije T. cristatus ne razlikuju od
obrasca variranja tih odlika kod T. dobrogicus (R = 0.597, p < 0.05), ali se
razlikuje u odnosu na preostale dve vrste. Korelacija odlika vrste T. dobrogicus
podudara se sa korelacijama odlika T. macedonicus (R = 0.688, p < 0.05), dok
poredenjem matrica uzmedu T. dobrogicus i T. arntzeni nije dobijena statistiCka
znacajnost (R = 0.266, p > 0.05), odnosno ne postoji podudarnost u obrascima
korelacija analiziranih osobina te dve vrste. Obrazac korelacija kod Triturus
arntzeni ne razlikuje se od obrazca korelacija jedanaest analiziranih odlika T.
macedonicus R = 0.450, p < 0.05), dok se od preostalih analiziranih vrsta
razlikuje. NacCini korelacija odlika Zivotnih istorija i embrionskih stadijuma su

graficki predstavljeni na slici 3.2.3.

Tabela 3.2.5. Rezultati poredenja korelacionih matrica izmedu vrsta. Rgps —
dobijeni koeficijent korelacije izmedu matrica; Rmax — maksimalni koeficijent
korelacije izmedu dve matrice; Rag — korigovan koeficijent korelacije izmedu dve
matrice. Pouzdanost je testirana Mantel testom sa 10000 ponavljanja. Polazna
hipoteza je da ne postoji slicnost izmedu matrica koje se porede. Vrednosti sa

zvezdicama ukazuju na sliénost matrice (p < 0.05).

Poredene vrste Robs Rmax Ragj

T. macedonicus - T. arntzeni 0.465* 0.889 0.522

T. macedonicus - T. dobrogicus  0.304* 0.892 0.341

T. macedonicus - T. cristatus 0.52* 0.804 0.646
T. arntzeni - T. dobrogicus 0.189 0.851 0.222
T. arntzeni - T. cristatus 0.398* 0.767 0.519
T. dobrogicus - T. cristatus 0.327* 0.77 0.424
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Slika 3.2.3. Shematski prikaz korelacionih matrica istrazivanih odlika zivotne
istorije i embrionalnog razviéa za svaku analiziranu vrstu. Pune linije
predstavljaju pozitivnhe korelacije, dok isprekidane linije predstavljaju negativne

korelacije.
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Razliciti obrasci medusobnih odnosa osobina rane Zivotne istorije i

embrionskog razvié¢a velikih mrmoljaka

Od filogenetski srodnih vrsta ,oCekuje se” da imaju fenotipske sli¢nosti,
ukljuCujudi i slicnost u odlikama razvi¢a. Kada se razlike u morfologiji i odlikama
Zivotne istorije dogode u okviru monofiletskih grupa, onda je najverovatniji razlog
tih promena u razli€itim ekoloSkim zahtevima vrsta (Hansen i Martin, 1996;
Klingenberg, 2004; Revell i sar., 2008). Jedan od primera ovakvih grupa je i
grupa Triturus cristatus superspecies.

lako je embrionsko razvic¢e velikih mrmoljaka sli€no u pogledu razvojnih
stadijuma i stopi preZivljavanja, analizirane vrste se razlikuju u stopama razvica i
korelacijama ranih odlika Zivotne istorije i razvica. Vrsta koja se jasno odvaja od
ostalih je T. dobrogicus, posebno u poredenju sa vrstama T. macedonicus i T.
arntzeni, sa duzim embrionskim periodom i razli€itim vremenima pojavljivanja
odredenih morfoloSkih odlika. Razlike u vremenima pojavljivanja odredenih
razvojnih stadijuma, kao i u stopi razvi¢a, se smatraju za uzroCnike nastajanja
fenotipskih razlika izmedu srodnih vrsta tokom evolucije (Ridley, 2003). Mogucée
je zato da heterohroniCne promene tokom rane ontogenije dovode do odvajanja
vrste T. dobrogicus u odnosu na ostale vrste (lvanovi¢ i sar., 2007; 2008).
Postoje dva moguca objasnjenja za jasno izdvajanje podunavskog mrmoljka od
ostalih vrsta velikih mrmoljaka u pogledu osobina rane zivotne istorije i razvica.
Jedno je da selekcija za morfoloSke odlike adulta utiCe na razvojne mehanizme
tokom embrionskog perioda, iako se za njih zna da mogu biti konzervativni
(Richardson, 1999). Drugo objasSnjenje je vezano za ekoloSke potrebe svake
vrste, tj. evolutivne promene razvojnih mehanizama tokom embrionskog razvi¢a
su nastale zbog razliitih zahteva prema ekoloskim faktorima (Wray, 2000;
Chipman i sar., 2000). Tokom evolucije velikih mrmoljaka, glavha promena u
ekoloSkim zahtevima se desila kada je vrsta T. dobrogicus naselila plavne
ravnice na prostorima danasnjeg Dunava i njegovih pritoka. Tako nastale
razvojne promene dovode do razlika u morfologiji i odlikama Zivotne istorije u

odnosu na ostale vrste iz grupe velikih mrmoljaka $to je i verovatnije objasnjenje
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za dobijene razlike izmedu vrsta. Slicnost u razvicu kod ostalih vrsta velikih
mrmoljaka je verovatno u nasledu tih karakteristika od zajedniCkog pretka.
Evolucija velikih mrmoljaka je joS jedan primer gde su promene u ekologiji

verovatno dovele do paralelnih promena fenotipa izmedu vrsta (Sol i sar., 2005;
Herrel i sar., 2008).
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3.3. POGLAVLJE lil: Stopa rasta larvi

Rezultati publikovani

Furtula M, Todorovi¢ B, Simi¢

early life-history traits in crestec

ovi¢ A (2009) Interspecific differences in
('riturus cristatus superspecies, Caudata,
linsula. Journal of Natural History, 43:

2

Salamandridae) from the Bal
469-477.
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Stopa rasta larvi je odlika Zivotne istorije koja direktno utiCe na vreme
metamorfoze i veli€inu tek metamorfozirane jedinke. Stoga je ta odlika povezana
sa prezivljavanjem jedinki i samim tim uti¢e na adaptivnu vrednost jedinke (Rowe
i Ludwig, 1991). Jedan od ciljeva ove teze je istrazivanje razlika u stopama rasta
larvi medu vrstama velikih mrmoljaka. Veli€ina larvi (ukupna duzina, od vrha
njuske do kraja repa) merena je na svakih petnaest dana od izvaljivanja larvi.
Srednje vrednosti ukupne duzine larvi od izvaljivanja do devedesetog dana
starosti za sve Cetiri analizirane vrste prikazane su u tabeli 3.3.1. Ukupna duzina
tek izvaljenih larvi statistiCki se znac¢ajno razlikuje izmedu vrsta (F = 27.22, p <
0.0001), kao i izmedu kohorti (larvi izvaljenih iz jaja poloZenih od jedne Zenke
tokom jednog dana) unutar vrsta (F = 4.89, p < 0.0001). Tek izvaljene larve vrste
T. dobrogicus su najmanje u poredenju sa preostale tri vrste, a najvece dimenzije
tek izvaljenih larvi ima T. arntzeni. Larve vrsta T. cristatus i T. macedonicus su
slicnih dimenzija (ANOVA, kontrast analiza, p = 0.748). Kod larvi starih 15 dana
pronadene su statistiCki znacajne razlike i izmedu vrsta (F = 63.46, p < 0.0001) i
izmedu kohorti unutar vrsta (F = 12.55, p < 0.0001). Larve T. dobrogicus su opet
bile znaCajno manje u odnosu na ostale vrste (ANOVA, kontrast analiza, p <
0.0001), T. cristatus i T. macedonicus su se medusobno malo razlikovale
(ANOVA, kontrast analiza, p = 0.026), dok su larve T. arntzeni bile zna¢ajno vece
od T. dobrogicus larvi (ANOVA, kontrast analiza, p < 0.0001), ali se pri tome nisu
statistiCki znaCajno razlikovale u veli€ini od druge dve vrste. Na tridesetom danu
starosti larvi, larve su se razlikovale izmedu vrsta (F = 7.01, p < 0.0001) i izmedu
kohorti (F = 2.9, p < 0.0001). U ovom stadijumu, larve T. dobrogicus su bile
manje u odnosu na sve ostale larve: T. macedonicus (ANOVA, kontrast analiza,
p = 0.0002), T. cristatus (ANOVA, kontrast analiza, p = 0.0041) i T. arntzeni
(ANOVA, kontrast analiza, p < 0.0001). Kod larvi starosti 45 dana, dobijene su
razlike uzmedu vrsta (F = 3.74, p = 0.012), ali nisu dobijene razlike izmedu
kohorti (F = 1.07, p = 0.388). U poredenju izmedu vrsta, larve T. dobrogicus su
bile manje u odnosu na T. macedonicus (ANOVA, kontrast analiza, p = 0.0309) i
u odnosu na T. arntzeni (ANOVA, kontrast analiza, p = 0.0013). Kod larvi starosti

60 i 75 dana nisu dobijene razlike izmedu vrsta. Medutim kod 90 dana starih
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larvi, dobijena je razlika izmedu vrsta (F = 3.33, p = 0.0231), pri ¢emu su larve T.

dobrogicus bile ve¢e u odnosu na T. arntzeni (ANOVA, kontrast analiza, p =

0.0034).

Tabela 3.3.1. Srednje vrednosti (SV), standardne devijacije (SD) totalnih duzina

larvi razli€itih starosti za 4 vrste velikih mrmoljaka.

T. macedonicus T. cristatus T. dobrogicus T. arntzeni

N Sv.SD N SV SD N SV SD N Sv.SD
Izvaljene
larve 244 952 0.74 103 9.55 0.84 162 9.16 1.07 146 10.03 0.63
15 dana 215 16.05 1.12 93 15.73 0.91 120 14.25 1.41 138 15.93 1.00
30 dana 94 17.58 1.70 63 17.39 1.94 92 1644 222 113 17.66 2.16
45 dana 45 2226 2.94 30 21.72 4.00 61 20.63 4.09 87 2271 3.97
60 dana 29 2752 3.65 17 2872 717 39 2713 6.09 71 2749 4.23
75 dana 25 36.63 6.05 13 35.87 10.06 23 3446 9.51 54 32.00 6.1
90 dana 19 43.22 6.1 9 43.93 6.09 13 47.60 10.99 51 40.29 7.69

Navedeni rezultati ukazuju da su razlike izmedu vrsta

mnogo vece nego

izmedu kohorti unutar vrsta. Takode, razlike izmedu kohorti se veé gube kod larvi

starosti 45 dana, dok razlike izmedu vrsta ostaju. U prirodnim uslovima stopa

rasta larvi zavisi od dostupnosti hrane, temperature, gustine populacije i drugih
faktora (Berven i Chadra, 1988; Miaud i Merila, 2001; Orizaola i Brana, 2005).

Eksperimentalni uslovi pod kojima su odgajane ove Cetiri vrste bili su istovetni za

svaku vrstu, pa tako stopa rasta larvi je species-specificna odlika i svaka vrsta

ima svoj obrazac rasta larvi (Slika 3.3.1.).
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Slika 3.3.1. Stopa rasta larvi Cetiri analizirane vrste velikih mrmoljaka.

Dobijeno je da se duZina trajanja larvenog perioda znacajno razlikuje
izmedu vrsta (F = 10.49, p < 0.0001). Triturus dobrogicus je imao najduzi larveni
period u odnosu na ostale vrste. Ova vrsta se znacCajno razlikovala od drugih
analiziranih vrsta i u veli€ini tek metamorfoziranih jedinki (F = 6.8, p = 0.0012). U
medusobnom poredenju juvenilci ove vrste su bili veéi od juvenilaca T. cristatus
(p = 0.0276), T. macedonicus (p = 0.0025) i T. arntzeni (p = 0.0002). Juvenilci
vrste T. arntzeni su metamorfozirali sa najmanjom veli€inom (Tabela 3.3.2.). U
ovom eksperimentu ¢ak 3 larve vrste T. dobrogicus nisu metamorfozirale pre

perioda hibernacije.
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Tabela 3.3.2. Standardna duzina metamorfoziranih juvenilnih jedinki i trajanje

larvenog perioda sa standardnim devijacijama i opsegom za analizirane Triturus

vrste.
Duzina trajanja larvenog
Vrsta N SVL perioda
SVL SD Opseg SV SD Opseg
T. macedonicus 8 31.75 3.34 26.91-36.14 134.88 24.48 107-178
T. cristatus 4 34.00 3.87 29.88-37.63 141.75 15.17 119-150
T. dobrogicus 2 41.54 4.82 38.13-44.94 192.50 2.12 191-194
T. arntzeni 21 29.76  3.83 24.51-37.82 124.48 13.98 96-150

U prirodnim uslovima dobijene su sli¢ne vrednosti veli€ina juvenilnih
jedinki za sve vrste: od 32.7 do 35.8 mm za T. cristatus metamorfozirane
juvenilne jedinke (Arntzen, 2000), od 30 do 33 mm za juvenilne jedinke T.
macedonicus (Gozzo i sar.,, 1999) i 33 mm proseCna veliCina za
metamorfozirane juvenilne jedinke T. arntzeni (Baker, 1988). Jedino se dobijena
veli€ina juvenilnih jedinki T. dobrogicus razlikuje od prosec¢ne veli€ine za tu vrstu
od 35 mm (Cogalniceanu i Miaud, 2003).

Razlicite stope rasta larvi i duzine larvenog perioda kao adaptacije na

tipove stanista

Ovi dobijeni rezultati za veliCine metamorfoziranih jedinki velikih
mrmoljaka se ne slaZzu sa do sada objavljenim podacima. Dobijeni rezultati u ovoj
tezi ukazuju na razlike u veli¢inama izmedu larvi i tek metamorfoziranih juvenilnih
jedinki izmedu vrsta. GenetiCke adaptacije na razliCite tipove staniSta mogu da
objasne razlike u odlikama Zivotne istorije, ukljuCuju¢i vreme metamorfoze i
veli€inu jedinke po metamorfozi (Skelly i Freidenburg, 2000; Weitere i sar.,
2004). Larve vrste T. arntzeni metamorfoziraju prve i sa manjom veli¢inom tela u
odnosu na ostale vrste. Ova strategija im omogucava da brze napuste vodena

stanista i predu u terestriCnu sredinu pre nego Sto se vodena sredina isusi ili
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postane nepovoljna za razvoj larvi (usled poviSene temperature ili nedostatka
hrane). To je bitno u promenjivim uslovima gde ukoliko organizam ne stigne da
metamorfozira na vreme, smanjuje mu se adaptivha vrednost (Rowe i Ludwig,
1991; Lytle, 2001). Medutim, krace larveno vreme rezultira i u manjoj veliCini
jedinke pri metamorfozi, pa tako organizam mora da se opredeli izmedu ove dve
mogucnosti. Vrsta T. arntzeni naseljava efemerne bare na viSim nadmorskim
visinama. Medutim, vrsta T. dobrogicus naseljava otvorene vode i sporotekuce
reke i vreme provedeno u vodi je znatno duze u odnosu na vrstu T. arntzeni
(Arntzen, 2003). Larve vrsta T. macedonicus i T. cristatus, koje naseljavaju slicna
stanista, imaju sli¢nu veli€inu sa larvama vrste T. arntzen. S druge strane, larveni
period razvi¢a je znatno duzi kod vrste T. dobrogicus. Treba napomenuti da u
eksperimentu tri jedinke ove vrste T. dobrogicus nisu ni metamorfozirale do
perioda hibernacije, kao i da su samo dve jedinke imale poptunu metamorfozu.
Stoga su larve ove vrete imale znatno vecu veli€¢inu u odnosu na druge vrste.
Postojanje produzenog larvenog perioda kod ove vrste su zabelezili i Litvinchuk i
Borkin (2002).
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3.4. POGLAVLJE IV: Ontogenija oblika tela larvi

Rezultati publikovani u:
Ivanovi¢ A., Cvijanovié M., Kalezi¢ M. L. 2010. Ontogeny of body form and

metamorphosis: insights from the crested newts. Journal of Zoology, accepted

for publication
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Istrazivanje promena oblika i veliine tokom ontogenije je od posebnog
znacCaja za shvatanje procesa evolucione raznolikosti, tj. stope promena i opseg
variranja pomazu boljem shvatanju adaptacija i raznih razvojnih ograni€enja
(Maier, 1999).

Da bi se poredile razlike u veli€ini tela izmedu vrsta velikih mrmoljaka
tokom ontogenije, uradena je analiza varijanse za CS (meru veli€ine) i dobijeno
je da se analizirane vrste statistiCki znacajno razlikuju u veli€ini larvi na starosti
75,90 105 dana (Tabela 3.4.1.). Na svim uzrastima larvi, vrste T. macedonicus i
T. arntzeni su znacajno veée od T. cristatus i T. dobrogicus (ANOVA, kontrast
analiza, p < 0.05). Medutim, ovakve razlike nisu dobijene kod larvi koje su
zapocCele metamorfozu. Na ovom stupnju, samo su larve T. macedonicus bile
znacajno drugacije od larvi vrste T. dobrogicus. Kod juvenilnih jedinki nisu
nadene razlike izmedu vrsta u njihovom medusobnom poredenju veli€ina (p >
0.05).

Tabela 3.4.1. Srednje vrednosti (SV) i standardne devijacije (SD) za meru
veliine (CS) za Cetiri vrste velikih mrmoljaka tokom njihove ontogenije. Razlike u

veliCinama izmedu vrsta su testirane analizom varijanse (ANOVA).

T. arntzeni T.macedonicus T. cristatus T. dobrogicus ANOVA
N SVIISD N SViiSD N SVvViSD N SVIISD F df p

75 dana stare

larve 20 50.8+4.7 20 439464 20 3298+4.2 20 35744 5236 3 <.0001
90 dana stare

larve 20 55150 20 53.0+4.1 20 551456 20 41.745.8 43.69 3 <.0001
105 dana stare

larve 20 559+4.2 20 57155 20 559475 20 48.4+3.2 20.64 3 <.0001
metamorf. larve 19 59.7¢48 20 63649 10 58477 20 56.946.8 4.64 3 0.0053
juvenilne jedinke 15 59.9+5.1 15 64.3%4.3 9 593+4.7 16 63.6x6.9 282 3 0.0478

Pomenute vrste se statisticki znacajno razlikuju i u obliku larvi. Razlike su
dobijene i kod larvi starih 75, 90 i 105 dana (Tabela 3.4.2.). Kanonijska

diskriminantna analiza je pokazala jasno razdvajanje vrsta kod larvi starih 75
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dana. Prve dve ose opisuju 90.7% ukupnih razlika. U morfoloSkom prostoru
opisanom prvom i drugom kanonijskom osom, T. arntzeni i T. macedonicus su
grupisani zajedno dok se T. cristatus i T. dobrogicus jasno izdvajaju. Prva
kanonijska osa opisuje skoro 59% ukupnih razlika u obliku larvi izmedu vrsta.
Razlike u obliku koje izdvajaju T. dobrogicus u odnosu na T. arntzeni i T.
macedonicus leze u obliku tela i visini repnog nabora. Larve T. dobrogicus imaju
relativno krace telo i viSi repni nabor u poredenju sa T. arntzeni i T. macedonicus;
odnosno, T. arntzeni i T. macedonicus imaju duzu njusku i izduzenije telo.
Triturus cristatus se po obliku nalazi izmedu ovih vrsta. Druga osa opisuje 31.8%
razlika u obliku tela. Po ovoj osi se izdvajaju larve T. cristatus koje imaju duze

njuske (rastojanje izmedu vrha njuske i oka) (Slika 3.4.1.).
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Slika 3.4.1. Polozaj larvi starih 75 dana za Cetiri vrste velikih mrmoljaka u
prostoru opisanom prve dve kanonijske ose. Promene oblika larvi opisane

kanonijskim osama prikazane su deformacijama mreze.
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KoristeCi rezultate iz kanonijske diskriminantne analize, izraCunati su
procenti korektne identifikacije. Na osnovu ovih rezultata, 96.3% larvi starih 75
dana moze se prema obliku ta¢no klasifikovati u a priori odredene grupe (vrste).

Kod larvi starih 90 dana, kanonijska diskriminantna anliza izdvaja prve dve
ose koje opisuju 95.2% ukupnih razlika u obliku larvi izmedu analiziranih vrsta.
Polozaj jedinki u prostoru definisanom sa prve dve ose dat je na Slici 3.4.2. Po
prvoj osi se jasno izdvaja T. dobrogicus u odnosu na ostale vrste po duzem i
Sirem dorzalnom repnom naboru. Po drugoj osi se odvajaju T. cristatus, T.
arntzeni i T. dobrogicus. U odnosu na T. cristatus, T. arntzeni i T. dobrogicus su
slicniji po obliku repa (Slika 3.4.2.). Rezultati kanonijske analize opisuju 96.3%

taCne identifikacije larvi po vrstama.
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Slika 3.4.2. Polozaj larvi starih 90 dana za Cetiri vrste velikih mrmoljaka u
prostoru opisanom sa prve dve kanonijske ose. Promene oblika larvi opisane

kanonijskim osama prikazane su deformacijama mreze.
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Kod

larvi starih 105 dana prve dve ose dobijene diskriminathom

kanonijskom analizom opisuju 91.9% ukupnih razlika obliku kod analiziranih

vrsta. U prostoru definisanom sa prve dve kanonijske ose, T. arntzeni i T.

macedonicus jasno se odvajaju od ostalih vrsta, dok su T. dobrogicus i T.

cristatus grupisani zajedno. Na osnovu promena oblika opisanih prvom osom, T.

dobrogicus i T. cristatus imaju Siri i viSi repni nabor. Druga osa razdvaja T.

macedonicus i T. arntzeni po obliku repa (Slika 3.4.3.). Cak 97.5% larvi starih

105 dana je tano svrstano po vrstama u odnosu na njihov oblik tela.
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Slika 3.4.3. Polozaj larvi starih 105 dana za Cetiri

vrste velikih mrmoljaka u

prostoru opisanom prve dve kanonijske ose. Promene oblika larvi opisane

kanonijskim osama prikazane su deformacijama mreze.
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Tabela 3.4.2. Rezultati multivarijantne analize kovarijanse varijabli oblika sa

vrstom i varijablom veli€ine (CS) kao kovarijablama.

Wilks'
Starost Lambda F df1 df2 P
75 dana stare larve
CS 0.325974 3.74 26 47 <.0001
Vrsta 0.107035 2.01 78 14141 0.0002
CS x Vrsta 0.126449 1.81 78 14141 0.0012
90 dana stare larve
CS 0.408648 2.62 26 47 0.0020
Vrsta 0.176132 143 78 141.41 0.0339
CS x Vrsta 0.180747 1.40 78 141.41 0.0423
105 dana stare larve
CS 0.423792 246 26 47 0.0036
Vrsta 0.160662 1.53 78 141.41 0.0147
CS x Vrsta 0.168850 1.47 78 141.41 0.0233
metamorfozirane larve
CS 0.224283 479 26 36 <.0001
Vrsta 0.148694 124 78 108.52 0.1492
CS x Vrsta 0.165757 1.15 78 108.52 0.2537
juvenilci
CS 0.306014 1.92 26 22 0.0623
Vrsta 0.087304 1.08 78 66.656 0.3796
CS x Vrste 0.079368 1.14 78 66.656 0.2931

Za razliku od istrazivanih stupnjeva tokom larvenog perioda gde su
dobijene jasne razlike izmedu vrsta u obliku larvi, kod jedinki koje
metamorfoziraju i kod juvenilnih jedinki nisu dobijene razlike izmedu vrsta
(Tabela 3.4.2.).

Za odredivanje ontogenetskih putanja u promenama oblika tela podaci za
sva tri larvena stupnja su grupisani. Analizama specifiCnih alometrijskih nagiba
za svaku vrstu dobijena je statistiki znaCajna interakcija izmedu vrste i mere
veliCine (Wilks’Lambda = 0.325, F = 3.625, p < 0.0001). Tako dobijena statisticki
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znacajna interakcija ukazuje na postojanje razlika izmedu vrsta u specificnim
ontogenetskim putanjama oblika larvi.

Za procenu stope promena oblika za svaku vrstu ponaosob, izraCunata je
koli¢ina promena oblika (Prokrustova distanca) izmedu svake jedinke na svakom
od analiziranih stupnjeva u odnosu na tri najmlade, odnosno najmanje larve u
ukupnom uzorku. Zatim je istrazen odnos koli¢ine promena oblika (Prokrustovih
distanci) i poveéanja ukupne veli€ine larvi (parametar CS). Ova analiza pokazuje
opsti trend povecanja stope promena oblika sa povecanjem veliCine larvi tokom
larvenog perioda (r* = 0.075, p < 0.0001). Specifiéne regresione prave za svaku
vrstu se razlikuju, kao i procenjene stope promena oblika u svim medusobnim
poredenjima, osim izmedu T. cristatus i T. dobrogicus. Interesantno je, da kod
vrste T. macedonicus nije pronaden statisticki znaCajna povezanost izmedu

veliCine tela (CS) i stope promena oblika (Slika 3.4.4.).
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Slika 3.4.4. Odnos izmedu stope ukupnih promena (Prokrustove distance) i
veli€ine tela (CS) dobijen modelom Il tipa regresije (SMA). b — regresioni nagib,
r? - koeficijent odredivanja, i p — statistitka znagajnost su dati za sve analizirane

vrste.
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Kada je u pitanju varijansa oblika, sli¢an obrazac variranja je dobijen kod
svih analiziranih vrsta. Najmanja varijansa utvrdena je kod larvi starosti 75 dana,
dok je najveca varijansa dobijena kod larvi u toku metamorfoze (Slika 3.4.5.).
Poredenjem uzrasno specificnih kovarijacionih matrica dobijeno je da nacin
variranja oblika tela ostaje stabilan tokom larvenog perioda (Tabela 3.4.3.). Za
sva poredenja matrica izmedu svih ontogenetskih perioda, kao i izmedu istih
ontogenetskih perioda razliitih vrsta (Tabela 3.4.4.) dobijene su znacajne
zavisnosti (p < 0.001 u svim poredenjima). Jedino se nacin kovariranja menja

tokom metamorfoze.

Tabela 3.4.3. Rezultati poredenja uzrasno specifiCnih kovarijacionih matrica

izmedu ontogenetskih perioda. Sli€nost matrica je testirana na osnovu 10000

ponavljanja.
Vrsta 75/90 90/105 105/m
T. arntzeni 0.85 0.68 0.75
T. macedonicus 0.85 0.64 0.47
T. cristatus 0.85 0.86 0.55
T. dobrogicus 0.81 0.86 0.46

Tabela 3.4.4. Rezultati poredenja uzrasno specifiCnih kovarijacionih matrica
izmedu vrsta. Sli€nost matrica je testirana na osnovu 10000 ponavljanja. 76 — 75
dana stare larve; 90 — 90 dana stare larve; 105 — 105 dana stare larve; m — larve

tokom metamorfoze; j — juvenilne jedinke.

Poredene vrste 75 90 105 m j
T. arntzeni/ T. macedonicus 0.85 0.85 0.58 0.66 0.56
T. arntzeni / T. cristatus 0.89 0.91 0.67 0.73 0.80
T. arntzeni / T. dobrogicus 0.72 0.81 0.69 0.66 0.89
T. macedonicus / T. cristatus 083 087 080 0.78 0.47
T. macedonicus / T. dobrogicus 0.80 0.81 0.74 092 0.56
T. cristatus / T. dobrogicus 0.74 0.83 0.80 0.89 0.90
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Slika 3.4.5. Totalna varijansa oblika tela na razli€itim periodima tokom ontogenije

velikih mrmoljaka. m — larve tokom metamorfoze; j — juvenilne jedinke.

Species-specifican oblik larvi i ,,juvenilni filotipski period*

Kod organizama sa sloZzenim Zzivotnim ciklusom glavne evolutivhe
promene u obliku tela javljaju se tokom metamorfoze (Strauss i Altig, 1992).
Takode, glavne modifikacije tela nastaju na kraju larvenog razvica zbog
povecanja verovatnoée prezivljavanja u novoj sredini (Alberch i sar., 1979). Kada
su u pitanju veliki mrmoljci, pokazano je da u slu€aju glavenog skeleta, do
najvecih promena u obliku dolazi posle metamorfoze (lvanovi¢ i sar., 2007).
Rezultati ove teze ukazuju da se veliki mrmoljci razlikuju po obliku jos tokom
larvenog razvica, tj. barem od trenutka kada su larve potpuno formirane (starosti

75 dana kada je zapocela diferencijacija ekstremiteta). Ove vrste se razlikuju i u
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stopi promena oblika, a slicnosti izmedu vrsta se javljaju u toku metamorfoze kao
i kod juvenilnih jedinki.

Na osnovu razlika u morfologiji izmedu vrsta, T. dobrogicus i T. cristatus
su slicniji jedan drugom, narocCito u obliku larvi kao i u stopi ontogenetskih
promena. Ove vrste se razlikuju od vrsta T. arntzeni i T. macedonicus i po obliku
repnog nabora. Posto su rep i repni nabor bitni za larve i njihovo kretanje, razlike
u obliku larvi se mogu objasniti kao adaptacija na razliite vodene ekosisteme
(Van Buskirk, 2009) koje ove vrste nastanjuju (Slika 3.4.6.). Promene oblika tela
larvi velikih mrmoljaka tokom ontogenije je od posebnog znacaja jer ,variranje
stvara i menja razviée i tako obezbeduje osnovu za evolutivhu raznolikost
adultnih oblika“ (Hendrikse i sar., 2007).

Dinamika varijansi u obliku tela velikih mrmoljaka tokom ontogenija odvaja
dva perioda sa kanalisanim razvi¢em, tj. manjom varijansom promene oblika.
Prvi period je kada su larve stare 75 dana i kada su potpuno formirane i drugi
period kada je metamorfoza zavrSena i kada juvenilne jedinke nastanjuju novu
sredinu. Kod svih vrsta je najveCa varijansa promene oblika dobijena u toku
same metamorfoze. Uzrok tome mogu biti individualne razlike u vremenu
poCetka metamorfoze, odnosno hormonski zavisnim promenama koje se
deSavaju kod svake jedinke tokom tog procesa metamorfoze (Rose, 1999;
Heyland i sar., 2004). Takode, brza stopa razvica moze biti uzrok visoke
varijanse u obliku tokom ranijeg razvi¢a (Hallgrimson, 1999; Fisher — Rousseau i
sar., 2009). Ubrzano razvice i promene oblika, kao i variranje stope i vremena
promena tokom metamorfoze, mogu da povecaju varijansu u periodu
metamorfoze. Zanimljivo je da sli€an obrazac varijanse tokom ontogenije postoji
kod sve Cetiri analizirane vrste iako se one medusobno razlikuju po pravcu i stopi
promene oblika tela.

Sliénosti u obliku juvenilnih jedinki izmedu vrsta i niska varijansa njihovog
oblika tela ukazuju na postojanje ,juvenilnog filotipskog perioda“ u ontogeniji
velikih mrmoljaka. U tom periodu, kanalisanost uspeSno smanjuje variranje oblika
tela koji moze da se dogodi usled genetickih ili sredinskih variranja tokom razvi¢a

velikih mrmoljaka.
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Rezultati dobijeni ovim istraZivanjima ukazuju na metamorfozu kao klju¢ni
dogadaj u tranziciji oblika tela prelaskom iz vodene u terestriCnu sredinu koja
.resetuje” razliCite ontogenetske putanje vrsta velikih mroljaka larvi. Odnosno, i
pored toga Sto ontogenetske putanje larvi medusobno divergiraju, juvenilne
jedinke razli€itih vrsta mrmoljaka karakteriSe odsustvo statistiCki zna€ajnih razlika
u veli€ini i obliku, postojanje podudarnih alometrijskih odnosa, kao i znatno nizi

nivo varijabilnosti u obliku u poredenju sa prethodnim stupnjem.
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3.5. POGLAVLJE V: Filogenija osobina zivotne
istorije
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Kao Sto je ve¢ pomenuto, veliki mrmoljci imaju monofiletsko poreklo
(Steinfartz i sar., 2007; Arntzen i sar., 2007), a centar njihovog postanka i
diverziteta je Balkansko poluostrvo (Crnobrnja-lsailovi¢ i sar., 1997, Arntzen i sar.
2007). Njihovi filogenetski odnosi, iako detaljno istrazivani, i dalje nisu u
potpunosti razjasnjeni. Jedan od velikih problema je nepodudarnost izmedu
filogenetskih stabala dobijenih na osnovu mitohondrijalnih i nuklearnih gena i
morfoloskih podataka.

Mapiranjem osobina zivotne istorije na filogenetska stabla moze se
pretpostaviti evolucija date fenotipske karakteristike i utvrditi koje vrste imaju
predacke osobine (pleziomorfne), a koje imaju izvedene (apomorfne) osobine.
Na slici 3.5.1. su predstavljene karakteristike jaja kao osobine zivotne istorije za
svaku analiziranu vrstu u ovoj tezi. Njihove veli€ine su prikazane u pravoj
proporciji. Kako je to vec istaknuto (poglavlje 3.1.), vrsta T. dobrogicus ima
najmanja jaja i najveéi odnos izmedu zapremina vitelusa i galerte, dok vrsta T.
arntzeni ima najveca jaja i najmanji odnos zapremina vitelusa i galerte. Kako se
vrsta T. arntzeni nalazi u osnovi stabla, mozZe se pretpostaviti da su veca jaja i
manji odnos analiziranih karakteristika predacke osobine. Vrsta T. macedonicus
prati po veli€ini jaja predaCka stanja karaktera. Vrsta T. cristatus ima manju
zapreminu vitelusa i ve¢i odnos analiziranih zapremina pa se moze smatrati da
zajedno sa vrstom T. dobrogicus ima izvedena stanja tih karaktera. S obzirom na
topologiju filogenetskog stabla istrazivanih vrsta velikih mrmoljaka, jasno je da
stepen filogenetske srodnosi ne «prati» sli¢nost ovih fenotipskih odlika (npr.
srodne vrste T. macedonicus i T. dobrogicus imaju bitno razliCite fenotipove jaja,
dok isti fenotipovi odlikuju manje srodne vrste T. cristatus i T. dobrogicus) .
Teorijski gledano, do ovakve evolucije odlika jaja moglo je da dode na razliCite
nacine. Tako je moguée da je na Cvoristu 2 doSlo do promene fenotipa jaja
(nastanak apomorfnih fenotipova), s tim da je kod vrste T. macedonicus dos$lo do
reverzije predackog fenotipa. Reverzije morfoloskih odlika se retko dogadaju
(Galis i sar. 2010). Stoga je verovatniji drugi «scenario» po kome su jedinke vrste
T. macedonicus zadrzale poredacki fenotip, a da su sli¢ni apomorfni fenotipovi

vrsta T. dobrogicus i T. cristatus rezultat nezavisnih evolucionih dogadaja
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homoplazija i to paralelizama. Do ovakvih evolucionih promena je najverovatnije
doSlo delovanjem sli¢nih selektivnih pritisaka usled sli¢nih ekoloskih niSa koje

zauzimaju ove dve vrste.

VJ EP

1. cristatus

—— 1. dobrogicus

TN

1. arntzeni

—— T macedonicus @

Slika 3.5.1. Filogenetski odnosi analiziranih vrsta velikih mrmoljaka na osnovu
filogenetskog stabla za rod Triturus dobijenog analizama DNK sekvenci iz dva
mitohondrijska i pet nuklearnih gena (iz Espregueira Themudo i sar., 2009,
modifikovano) sa pregledom dve odlike Zivotne istorije. VJ — veli€ina jaja
(zapremina vitelusa i galerte kao i njihov odnos); EP — duzina trajanja

embrionalnog perioda.

Takode, i duzina trajanja embrionskog perioda se razlikuje izmedu
analiziranih vrsta i minimalne i maksimalne vrednosti su kod vrsta koje se najvise
odvajaju. Triturus arntzeni ima najkraci embrionalni period dok vreme od

polaganja jaja do izvaljivanja larve je najduze kod vrste T. dobrogicus. Kako
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duZina trajanja embrionskog perioda zavisi od temperature na kojoj se razvice
odvija, ova osobina nije dalje razmatrana.

Isti obrazac razlika izmedu analiziranih vrsta se moze uociti i u pregledu
veliCina tek izvaljenih larvi (Slika 3.5.2.). VecCe larve ima vrsta T. arntzeni, dok
najmanje larve po veli€ini ima vrsta T. dobrogicus. Dakle, veée larve se mogu
smatrati pleziomorfnom stanjem te osobine, dok su manje larve izvedeno stanje

te osobine.

1. cristatus

T. macedonicus

T dobrogicus C—

1. arntzeni

Slika 3.5.2. Filogenetski odnosi analiziranih vrsta velikih mrmoljaka na osnovu
filogenetskog stabla za rod Triturus dobijenog analizama DNK sekvenci iz dva
mitohondrijska i pet nuklearnih gena (iz Espregueira Themudo i sar., 2009,

modifikovano) sa pregledom veli€ina njihovih tek izvaljenih larvi.

Mapiranjem promena oblika larvi starosti 105 dana na filogenetsko stablo

moze se pretpostaviti slika evolucije promena u obliku larvi kod vrsta velikih
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mrmoljaka. Kako je vrsta T. arntzeni u osnovi filogenetskog stabla njegov izgled
je najslicniji predackom tj. ima pleziomorfni oblik tela larvi. Dalja evolucija je
dovela do izduzivanja glavenog regiona, skraCivanja rastojanja izmedu
ekstremiteta i suZzavanja tela i repnog nabora (slika 3.5.3.). Generalne promene
oblika larvi preostalih analiziranih vrsta u odnosu na oblik larve pretka ide u
suprotnom pravcu. Tako se kod njih skracuje glaveni region, povecava rastojanje
izmedu ekstremiteta i povecava telo i repni nabor (Slika 3.5.3.). Promene kod
vrste T. cristatus u odnosu na generalni obrazac promena je povecanje tela, a
smanjenje repnog nabora. Promene kod vrsta T. macedonicus i T. dobrogicus u
odnosu na generalni obrazac izgleda larvi za tri analizirane vrste je takode
skracCivanje glavenog regiona i blago izduZzivanje tela.

Iz svih navedenih osobina se moze zakljuciti da vrsta T. dobrogicus ima
najviSse apomorfnih osobinama zZivotne istorije, ukljuCujuci i u obliku tela larvi i
adultnih jedinki (promene veliine i oblika tela adultnih jedinki nisu bile predmet
istrazivanja u ovoj disertaciji). Stepen izrazenosti tih apomorfnih odlika je takav
da se moze govoriti i o postojanju autopomorfizama kod podunavskog velikog
mrmoljka. Ovakve evolucione promene su mogle nastati kao rezultat brze
evolucije u razvicu, morfologiji, kao i u odlikama Zzivotne istorije. Razlike u
osobinama Zivotne istorije prate i razlike u ekoloskim karakteristikama, kao §to su
npr. veliCina areala, tip staniSta, kao i duzina trajanja akvati¢nog i terestricnog
perioda tokom godine. Areal ove vrste je daleko manji u odnosu na areale ostalih
vrsta (slika 1.2.1.), po tipu staniSta su u ve¢im vodama pa Cak i sporotekuc¢im
vodama (Arntzen, 2003) i ¢ak su do 6 meseci u vodama tokom godine (Arntzen,
2003). Sve razlike dobijene kod ove vrste u osobinama Zzivotne istorije se tako
mogu objasniti uticajem sredine tj. drugacijim sredinskim uslovima. Razlike su
mogle nastati kao posledica prilagodavanja na razliCite mikroklimatske uslove,
ishranu, tip stanista itd. Sa druge strane, vrsta T. arntzeni koja se nalazi u osnovi
stabla se takode razlikuje u odnosu na ostale vrste zadrzavajuéi pleziomorfna
stanja odlika Zivotne istorije. Tako su veca jaja, manji odnos zapremina galerte i
vitelusa, veée duzine izvaljene larve, kao i krace trajanje embrionskog perioda

predacke osobine zZivotne istorije velikih mrmoljaka. Kako je to vec istaknuto,
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vrsta T. macedonicus uglavhom zadrzava takva stanja odlika, dok vrsta T.

cristatus ima izvedena stanja tih odlika.

1 - T arntzeni
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Slika 3.5.3. Filogenetski
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odnosi analiziranih vrsta velikih mrmoljaka sa

promenama oblika tela larvi kod larvi starosti 105 dana. Promene oblika larvi su

prikazane deformacionim mrezama.
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Kada je u pitanju promena oblika tela larvi, dobijeni rezultati ukazuju na
postojanje filogenetskog signala kod larvi starosti 105 dana. Medutim, treba uzeti
u obzir da su larve vrste T. arntzeni imale kraée larveno razvice u odnosu na
ostale analizirane vrste i da su promene koje se dobijaju u obliku tela larvi u
stvari promene koje nastaju tokom procesa metamorfoze.

Ovi rezultati ukazuju da je evolucija velikih mrmoljaka jo$ jedan primer gde
su promene u ekologiji verovatno dovele do paralelnih promena fenotipa i odlika
Zivotne istorije izmedu vrsta (Sol i sar., 2005; Herrel i sar., 2008).
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4. ZAKLJUCCI

|z dobijenih rezultata u ovoj tezi proizilazi da je veliCina jaja kod velikih
mrmoljaka odlika Zivotne istorije koja je specificna za svaku vrstu. Vrsta T.
dobrogicus ima najmaniji vitelus, a najvecCi odnos zapremina galertnog
omotaCa i vitelusa, vrste T. arntzeni i T. macedonicus imaju najveci
vitelus, a odnos galerta/vitelus najmanji. Po veli€ini vitelusa i odnosu
galerta/vitelus, vrsta T. cristatus se nalazi izmedu T. dobrogicus, sa jedne

strane i T. arntzeni i T. macedonicus sa druge strane.

Embrionsko razvi¢e velikih mrmoljaka je slicno u pogledu razvojnih
stadijuma i stope preZzivljavanja, dok se vrste medusobno razlikuju u brzini
razvi¢a i korelacijama odlika Zivotne istorije i razvica. Vrsta koja se duzim
embrionskim periodom i razli€itim vremenima pojavljivanja odredenih
morfoloskih odlika jasno odvaja od ostalih je T. dobrogicus, posebno u

poredenju sa vrstama T. macedonicus i T. arntzeni.

Dobijeni rezultati u ovoj tezi ukazuju na razlike u veliCinama izmedu larvi i
tek metamorfoziranih juvenilnih jedinki izmedu analiziranih vrsta velikih
mrmoljaka. Larve vrste T. arntzeni metamorfoziraju prve i manje su
veli€ine u odnosu na ostale vrste. Larve vrste T. dobrogicus su imale
znatno vecu veli€inu tela, kao i produzen larveni period u odnosu na druge
vrste. Larve vrsta T. macedonicus i T. cristatus imaju slicnu veli€inu tela
sa larvama vrste T. arntzeni, a po trajanju larvenog perioda su izmedu T.

dobrogicus i T. arntzeni.

Veliki mrmoljci se razlikuju po obliku tela jo§ tokom larvenog razvica, {.
barem od trenutka kada su larve potpuno formirane (starosti 75 dana).
Vrste se razlikuju i u stopi promena oblika tela larvi. Medutim, tokom

metamorfoze kao i kod juvenilnih jedinki, dolazi do konvergencije u ovim
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osobinama. Na osnovu razlika u morfologiji izmedu vrsta, T. dobrogicus i
T. cristatus su sli¢niji jedan drugom, narocito u obliku larvi, kao i u stopi
ontogenetskih promena, ali se razlikuju od T. arntzeni i T. macedonicus.
Dinamika varijansi u obliku tela velikih mrmoljaka tokom ontogenija odvaja
dva perioda sa kanalisanim razviéem: kod larvi starosti 75 dana i kod tek
metamorfoziranih juvenilnih jedinki. Mala varijansa i odsustvo razlika u
veli€ini i obliku izmedu vrsta, izdvaja ovaj stupanj razvi¢a kao specificni

Juvenilni filotipski period®.

Rezultati dobijeni u ovoj tezi ukazuju na metamorfozu kao klju¢ni dogadaj
u tranziciji oblika tela na prelasku iz vodene u terestricnu sredinu koja

.resetuje” razliCite ontogenetske putanje larvi svake vrste velikih mroljaka.

Mapiranjem odlika Zivotne istorije na filogenetsko stablo velikih mrmoljaka
moze se zakljuciti da je vrsta T. dobrogicus sa najvise autopomorfizama u
osobinama zivotne istorije, ukljuCujuéi i obliku tela larvi. Sa druge strane,
vrsta T. arntzeni, koja se nalazi u osnovi filogenetskog stabla, odlikujuéi se
pleziomorfnim stanjima odlika Zivotne istorije. Tako su veca jaja, manji
odnos zapremina galerte i vitelusa, veCa duzina izvaljenih larvi, krace
trajanje embrionalnog perioda predacke osobine zivotne istorije velikih

mrmoljaka.
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Tabela 1. Deskriptivna statistika mera jaja za Cetiri vrste analiziranih velikih mrmoljaka po populacijama. SV — srednja

vrednost, SD — standardna devijacija, CV — koeficijent varijacije.

Zapremina galerte

Zapremina vitelusa

Odnos zapremina

Vrsta Populacija Broj jaja gallvit

SV SD CV% sV SD CV % sV SD CV %
T. macedonicus  Ceklin 575 14.904 2.689 18.042 5.099 0.873 17.116 2995 0.692 23.115
T. macedonicus Rid 488 11.484 1.751 15.246 4614 0.774 16.785 2.540 0.480 18.905
T. macedonicus  Progonovici 273 16.154 2.352 14.558 5590 1.256 22.467 2995 0.631 21.050
T. cristatus Miro¢ 291 14.160 3.671 25.926 3.463 0.699 20.193 4191 1.153 27.505

T. cristatus yreack 80 13.408 2141 15969  3.645 1.023 28.066  3.920 1.123
reg 28.656
T. dobrogicus Kikinda 735 8.909 2410 27.050 1.936 0.424 21.875 4753 1.430 30.093
T. dobrogicus Opovo 141 16.445 4910 29.859 4.054 1.785 44.029 4371 1.209 27.666
T. arntzeni pirot 450 17.078 3.423 20.046 5.002 1.023 20.454 3.508 0.796 22.682
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Tabela 2. Deskriptivna statistika mera jaja za Cetiri vrste analiziranih velikih mrmoljaka po Zenkama. SV — srednja

vrednost, SD — standardna devijacija, CV — koeficijent varijacije.

Zapremina galerte

Zapremina vitelusa

Odnos zapremina

Vrsta Zenka Broj gallvit

Jaja SV SD CV% SV SD CV% SV SD CV%
T. macedonicus B6 190 14.856 2.214 14.90 4667 0.704 15.09 3.244 0.635 19.56
T. macedonicus Cé6 141 12.706 2.038 16.04 5.259 0.887 16.86 2482 0574 23.10
T. macedonicus D6 71 15.358 2.519 16.40 4.855 0.750 15.44 3.230 0.664 20.54
T. macedonicus E6 173 16.562 2.443 14.75 5.544 0.823 14.84 3.044 0.634 20.81
T. macedonicus G6 488 11.484 1.751 15.25 4614 0.774 16.78 2.540 0.480 18.91
T. macedonicus H6 77 17.333 2.382 13.74 6.782 1.204 17.75 2627 0.549 20.91
T. macedonicus 16 196 15.691 2177 13.87 5122 0.924 18.04 3.140 0.602 19.17
T. cristatus A7 76 15.536 3.723 23.96 3.712 0.660 17.78 4.297 1.221 28.41
T. cristatus B7 15 13.161 1.421 10.80 3.953 0.794 20.10 3.426 0.661 19.28
T. cristatus Cc7 14 12.827 4.642 36.19 2676 0.447 16.72 4768 1.521 31.90
T. cristatus D7 46 15.290 3.500 22.89 3.566 0.475 13.31 4.337 1.049 2418
T. cristatus E7 66 12.420 2.011 16.19 3.376 0.666 19.74 3.796 0.908 23.93
T. cristatus F7 29 17.083 4.634 27.13 3.824 0.449 11.73 4525 1.300 28.73
T. cristatus G7 36 11.915 2.520 21.15 2.713 0.460 16.95 4495 1.163 25.88
T. cristatus H5 19 14.029 2.017 14.38 5.089 0.867 17.04 2.837 0.657 23.14
T. cristatus H7 9 12.825 2.093 16.32 3.704 0.628 16.97 3.515 0.637 18.11
T. cristatus J5 15 12.096 1.289 10.66 3.279 0.636 19.39 3.812 0.794 20.84
T. cristatus K5 11 12.267 2.643 21.54 3.337 0.303 9.07 3.714 0.993 26.73
T. cristatus L5 35 13.991 2.003 14.32 3.116 0.546 17.51 4618 0.989 2142
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Tabela 2 (nastavak). Deskriptivna statistika mera jaja za Cetiri vrste analiziranih velikih mrmoljaka po Zenkama. SV —

srednja vrednost, SD — standardna devijacija, CV — koeficijent varijacije.

Odnos zapremina

Vrsta Fenka _Br_oj Zapremina galerte Zapremina vitelusa gallvit

jaja SV SD CV% SV SD CV% SV SD CV%
T. dobrogicus A4 362 9.734 2624 26.95 2.054 0.435 21.16 4886 1.502 30.73
T. dobrogicus B4 168 9.249 1.628 17.60 1.765 0.316 17.88 5.367 1.160 21.61
T. dobrogicus C4 74 6.989 1.150 16.45 1.681 0.374 22.26 4352 1172 26.94
T. dobrogicus E4 99 7.541 1.695 2247 1.994 0429 21.52 3.943 1.203 30.51
T. dobrogicus G4 32 6.460 1.160 17.95 1.914 0.331 17.30 3.459 0.817 23.63
T. dobrogicus A 38 20.173 3.905 19.36 5931 1.992 33.58 3.711 1193 32.15
T. dobrogicus B 18 11.992 2.958 24.67 2.657 0.581 21.86 4602 0974 2118
T. dobrogicus C 14 9.338 2.303 24.67 2578 0.703 27.29 3.700 0.709 19.17
T. dobrogicus D 49 16.456 3.722 22.62 3.700 1.144  30.91 4694 1.235 26.31
T. dobrogicus F 21 18.320 3.594 19.62 3.732 0.854 22.89 5.013 0.937 18.68
T. arntzeni A3 31 15.709 2.556 16.27 6.209 1.044 16.81 2602 0.628 24.14
T. arntzeni B3 35 17.034 2439 14.32 4731 0.865 18.28 3.667 0.562 15.33
T. arntzeni C3 168 15.617 2.449 15.68 4708 0.818 17.39 3.413 0.801 23.48
T. arntzeni D3 159 16.637 2177 13.08 4751 0.857 18.04 3.606 0.772 21.41
T. arntzeni E3 57 23.385 2.668 11.41 6.079 0.902 14.83 3.912 0.623 15.91
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Slika 1. GrafiCki prikaz zapremina galerte za analizirane vrste velikih mrmoljaka.

Srednja vrednost, standardna devijacija i minimalne i maksimalne vrednosti.
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Slika 2. Grafi¢ki prikaz zapremina vitelusa za analizirane vrste velikih mrmoljaka.

Srednja vrednost, standardna devijacija i minimalne i maksimalne vrednosti.
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Slika 3. GrafiCki prikaz odnosa zapremina vitelusa i galerte za analizirane vrste

velikih  mrmoljaka. Srednja vrednost, standardna devijacija i minimalne i

maksimalne vrednosti.
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Slika 4. Graficki prikaz zapremina galerte za analizirane vrste velikih mrmoljaka
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Slika 5. GrafiCki prikaz zapremina vitelusa za analizirane vrste velikih mrmoljaka

po populacijama. Srednja vrednost,

maksimalne vrednosti.
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Slika 6. GrafiCki prikaz odnosa zapremina vitelusa i galerte za analizirane vrste
velikih mrmoljaka po populacijama. Srednja vrednost, standardna devijacija i

minimalne i maksimalne vrednosti.
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7. PRILOG I
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