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Morfoloska varijabilnost, evolucija i razvi¢e ki¢menice kod velikih mrmoljaka

(Triturus, Salamandridae, Caudata)

REZIME

Analize intra- i interspecijske varijabilnosti u ontogeniji morfoloskih struktura
(npr. razlike u vremenu diferencijacije, stopi i pravcu ontogenetskih promena u veli¢ini i
obliku), kao 1 varijabilnosti na adultnom stupnju, omogucavaju utvrdivanje obrazaca
morfoloske wvarijabilnosti 1 sagledavanje procesa i mehanizma koji dovode do
evolucionih promena morfoloskih struktura. U ovoj tezi izucavana je morfoloska
varijabilnost osovinskog skeleta u okviru monofiletske grupe velikih mrmoljaka koju
¢ine devet vrsta roda Triturus. Razli¢it stepen izduzivanja tela, varijabilnost u broju
trupnih prsljenova kao i poznati filogenetski odnosi ¢ine ovu grupu izuzetno pogodnim
model-organizmima za studije razvica kiémenice i evolucije ki¢émenih prSljenova.
HistoloSkim metodama praceno je postembrionsko razvic¢e trupnih prsljenova, radi
utvrdivanja eventualnih razlika u vremenu formiranja, osifikacionim sekvencama kao i
stopi njihove diferencijacije. Za ove analize odabrane su dve vrste velikih mrmoljaka
koje se razlikuju u stepenu izduZivanja tela, odnosno u broju trupnih prSljenova.
Utvrdeno je da nema razlika u vremenu i nacinu formiranja prsljenova izmedu vrsta.
Tokom formiranja ki¢menih prSljenova zabeleZzena su tri tipa osifikacije: 1)
perihordalna osifikacija, 2) perihondrijalna osifikacija i 3) endohondralna osifikacija.
Takode, zabelezeno je i prisustvo intravertebralne (notohordalne) hrskavice unutar tela
prsljena pri ¢emu je razvi¢e ki¢menih prsljenova roda Triturus veoma sli¢no razvicu
kod drugih vrsta repatih vodozemaca.
Homeotske transformacije predstavljaju transformacije pri kojima jedan deo tela
preuzima identitet drugog dela tela (npr. transformacija trupnog u sakralni prsljen) usled
mutacije ili promena u ekspresiji odredenih Hox gena. Studija variabilnosti u broju
trupnih prsljenova i tipova homeotskih transformacija uradena je na uzorku koji pokriva
celokopnu geneticku i geografsku varijabilnost roda Triturus. Uoceno je odsustvo
korelacije i1zmedu nepotpunih homeotskih transformacija sakralnog prSljena 1

varijabilnosti u broju trupnih prsljenova $to moze biti rezultat razvojnih mehanizama



koji favorizuju kompletan broj presakralnih prsljenova ili favorizovanje selekcije protiv
tranzicionih prsljenova kod ove grupe repatih vodozemaca.

Takode, u ovoj tezi izuCavane su i evolucione promene u broju, veli€ini 1 obliku trupnih
prsljenova kod adultnih jedinki devet vrsta roda Triturus. Metodama kompjuterske
mikrotomografije i 3D geometrijske morfometrije uz konstruisanje filomorfoloskog
prostora analizirane su promene u obliku i veli¢ini samih ki¢menih pr$ljenova odnosno
procenjeno je u kojoj meri su evolucione promene u obliku korelisane sa promenama u
veli¢ini i broju ki¢menih prsljenova. Ovi rezultati su pokazali da se vrste roda Triturus
razlikuju u broju, veli€ini 1 obliku trupnih prsljenova. Elongacija tela, koja je u vezi sa
interspecijske razlike u obliku trupnih prsljenova korelisane su sa elongacijom. Species-
specifi¢ne razlike u obliku trupnih prsljenova su takve da se vrste mogu sa sigurnos$éu
identifikovati i na osnovu samo jednog prsljena, §to omogucava eventualnu primenu

ovih metoda u identifikaciji fosilnog i subfosilnog materijala.

KLJUCNE RECI: Triturus sp., ki¢meni priljen, razviée, tipovi osifikacije, inter- i
intravertebralna hrskavica, homeotske transformacije, broj prsljenova, veli¢ina, oblik,

geometrijska morfometrija
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UDK: 575.8:[591.471.32:597.94(043.3)



Morphological variability, evolution and development of vertebral column in crested
newts (Triturus, Salamandridae, Caudata)

ABSTRACT

Analyses of intra- and interspecific morphological variation through ontogeny
(e.g. difference in the time of differentiation, rate and direction of ontogenetic changes
in size and shape), as well as variability at the adult stage, enable determination of
morphological patterns and mechanism which lead to evolution of morphological
structures. In this thesis, morphological variability of axial skeleton was studied within
monophyletic group of crested newts which comprises nine species of the genus
Triturus. Crested newts are suitable model organisms for studies of vertebral
development and evolution. They are closely related group of species with known
phylogenetic relations, different rate of body elongation and great variability in the
number of trunk vertebrae.
Histological techiques were used in tracing postembrionic development of trunk
verteberae to test difference in the time of vertebral development, ossification sequences
and rate of vertebral differentiation. For these analyses, two species of crested newts
which differ in rate of body elongation and number of trunk vertebrae were chosen.
Results show that there is no difference between analysed species of Triturus newts in
development time and formation of vertebrae. Three modes of the ossification process
were recorded during vertebral formation: 1) perichordal ossification, 2) perichondrial
ossification and 3) endochondral ossification. Also, the presence of intravertebral
(notochordal) cartilage was recorded at centrum which makes vertebral development in
Triturus newts very similar to other species of tailed amphibians.
Homeotic transformations are replacements of one body part by another (e.g.
transformation of trunk into sacral vertebra) due to the mutation or changes in
expression of certain Hox genes. The studies of variability in the number of trunk
vertebrae and types of homeotic transformations were done on sample that represents all
genetical and geographical variability in the genus Triturus. The absence of correlation
between the frequency of incomplete homeotic transformation of sacral vertebrae and

variation in the number of trunk vertebrae could be a result of developmental



mechanisms that favour complete numbers of presacral vertebrae or selection against
transitional vertebrae in this group of tailed amphibians.

Also, in this thesis, evolutionary changes in number, size and shape of trunk vertebrae
of adult specimens were studied across nine species of Triturus newts. The employed
methods of computed microtomography and three-dimensional geometric
morphometrics with construction of phylomorphospace enabled us to analyze changes
in shape and size of vertebrae, i.e. to which extent evolutionary changes in vertebral size
are correlated with changes in vertebral shape. These results show significant difference
in number, size and shape of trunk vertebrae among Triturus species. Body elongation,
which is related to more aquatic lifestyle, was achieved through an increase in the
number of trunk vertebrae, and interspecific differences in vertebral shape are correlated
with this pattern of elongation. Species-specific differences in vertebral shape are such
that single trunk vertebra can be used for the identification of species, which enables
eventual use of these methods for identification of fossil and subfossil material.

KEY WORDS: Triturus sp., vertebra, development, modes of ossification, inter- and
inbtravertebral cartilage, homeotic transformation, vertebral number, size, shape,

geometric morphometric

SCIENTIFIC FIELD: Biology

SPECIFIC SCIENTIFIC FIELD: Morphology, Sistematics and Phylogeny of
Animals

UDC: 575.8:[591.471.32:597.94(043.3)
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1. UvOD

1.1. Osovinski skelet-ki¢menica i notohorda

Ki¢menica predstavlja jedno od glavnih obelezja ki¢menjaka (Vertebrata) po
kome je Citava grupa dobila ime. Pojavljuje se rano u evoluciji ki¢menjaka, kod fosilnih
ostataka bezvili¢nih riba (Agnatha) Haikouellat i Haikouichthyst koji datiraju jos iz
kambrijuma, pre oko 570 miliona godina (Kardong, 2012). Glavna uloga ki¢menog
stuba je zaStita kicmene mozdine, trupu daje neophodnu ¢vrstinu, smanjuje torziju tela a
zahvaljujuéi svojoj elasti¢nosti omogucava i pokretljivost tela.

Ki¢menica je slozena skeletna tvorevina koja se nalazi oko kicmene mozdine a
sastavljena je od naizmeni¢no postavljenih ki¢menih prsljenova i intervertebralnih
diskova. Intervertebralni diskovi se nalaze izmedu susednih prsljenova i glavna uloga
im je u ostvarivanju elasti¢ne veze izmedu dva kicmena prsljena, pri ¢emu smanjuju
pritisak prilikom opterecenja kicme a omogucavaju i pokrete fleksije, ekstenzije 1
torzije. Kiémeni prsljenovi se sastoje od tela prsljena (centrum) i lukova. Kod nekih
vrsta ki¢menjaka, ne postoji formiran centrum tj. ki¢meni prSljen je bez tela
(aspondilija), dok je kod drugih grupa prisutno jedno telo prsljena (monospondilija) ili
dva (diplospondilija) po telesnom segmentu. Neuralni lukovi (arci neurales) su parni
izduzeni elementi koji formiraju trnoliki nastavak (processus spinosus neuralis) na
dorzalnoj strani tela prsljena. U prostoru izmedu neuralnih lukova i tela prsljena formira
se otvor (foramen vertebrale) kroz koji prolazi ki¢mena mozdina. U repnom regionu sa
ventralne strane tela prsljena nalaze se hemalni luci (arci haemales) ¢ijim spajanjem
dolazi do formiranja trnolikog nastavka (processus spinosus haemalis). Hemalni lukovi
formiraju kanal (canalis haemalis) kroz koji prolaze repne arterije i vene. Prsljenovi
poseduju i veliki broj razlic¢itih nastavaka (apophyses) koji polaze sa tela prsljena i
lukova a sluze za zglobljavanje susednih pr§ljenova, vezivanje rebara i inserciju misica.
U osnovi neuralnih lukova nalaze se prezigapofize (praezygapophysae) i postzigapofize
(postzygapophysae) koje ucestvuju u artikulaciji tj. medusobnom povezivanju susednih
prsljenova a takode sprecavaju i torziju kicmenog stuba. Prezigapofize se nalaze na

prednjoj strani tela prS§ljena i njihove zglobne povrSine su upravljene na gore i u
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kontaktu su sa postzigapofizama susednog prsljena koje se nalaze na zadnjem delu
priljena sa zglobnim povr$inama upravljenim na dole. Sto se ti¢e popre¢nih nastavaka
(processus transversus) koji polaze sa tela prSljena, razlikuju se dijapofize
(diapophyses) i parapofize (parapophyses) koje sluze za povezivanje odgovarajucih
elemenata rebara. Kod nekih Tetrapoda postoje i pleurapofize (pleurapophyses) koje
nastaju srastanjem redukovanih rebara sa popre¢nim nastavcima prsljena kao |
bazapofize (basapophyses) i hipapofize (hypapophyses) koje sluZze za inserciju misic¢a
(Slika 1).

/ Processus spinosus neuralis

Zygapophysis
Arcus Ki¢mena
neuralis / mozdina

Centrum

/ Diapophysis
-
Notohordina

Notohorda
sara / \
Krvni ‘ . Arcus haemalis
sud

I\

Slika 1. Prikaz osnovnih elemenata ki¢menog prsljena Tetrapoda

Pleurapophysis

i -

Parapophysis

Zigapophysis

Processus spinosus haemalis



Jedna od osnovnih podela prsljenova je prema obliku prednje i zadnje strane tela
prsljena:

1) Acelan prsljen je sa pretezno zaravnjenim prednjim i zadnjim stranama tela prsljena i
prisutan je kod sisara.

2) Amficelni tip prsljena ima udubljenu prednju i zadnju stranu tela prSljena, a u
prostoru izmedu samih prsljenova nalaze se ostaci notohorde, vezivno tkivo i hrskavica.
Ovaj tip prsljena ima najveci broj riba, neke vrste repatih i beznogih vodozemaca kao i
neke grupe gustera.

3) Procelan tip prsljena ima udubljenu prednju stranu i ispupcenu zadnju stranu tela
prsljena i prisutan je kod vecine bezrepih vodozemaca i gmizavaca.

4) Opistocelan tip je sa ispupCenom prednjom i udubljenom zadnjom stranom tela
prsljena. Ovaj tip prSljena prisutan je kod nekih repatih vodozemaca kao i u vratnom
region kopitara i papkara.

5) Heterocelan tip prsljena ima sedlastu prednju i zadnju stranu tela pr$ljena i nalazi se u

vratnom region kornjaca i ptica.

1.1.1. Notohorda

U ranim stupnjevima razvica, notohorda je glavni osovinski organ i javlja se kao
prvi skeletni element tokom ontogenije kicmenjaka. Kod Amniota, notohorda je u
velikoj meri zamenjena ki¢menim pr$ljenovima na kasnijim stadijumima razvi¢a. Kod
Agnatha (bezvili¢nih riba) 1 Actinopterygii (zrakoperki), notohorda se zadrZava kao
dominantan osovinski skelet i kod adultnih jedinki (Zhang, 2009). Notohorda
ki¢menjaka izgradena je od velikih hordinih ¢elija (notohordocita) koje imaju krupnu
vakuolu koja potiskuje citoplazmu uz membranu celije. Notohordocite su povezane
desmozomima i grade neku vrstu vakuolizirane mreze okruzene unutrasnjom (elastica
interna) i spoljasnjom (elastica externa) notohordinom sarom. Pored ova dva tipa
notohordinih sara, moze biti prisutna i tre¢a tzv. notohordina vlaknasta sara (Slika 2).
Kod vodozemaca spoljasnja elasticna sara koja se nalazi iznad notohordine vlaknaste
sare, prisutna je samo na prednjim i srednjim delovima notohorde a ne ¢itavom njenom
duzinom. Zadnji deo notohorde kod vodozemaca prekriven je samo unutrasnjom

notohordinom sarom (Kalezi¢, 2001).



Kao tkivo, notohorda je najsli¢nija hrskavicavom tkivu i moze se reéi da
predstavlja primitivan oblik hrkavice (Stemple, 2005). Notohorda deli mnoge
karakteristike sa hrskavicavim tkivom medu kojima je 1 ekspresija gena koji su
karakteristi¢ni za hrskavicu a koji kodiraju tip I 1 tip IX kolagen, Sox9 i hondromodulin
(Dietz i sar., 1999; Sachdev i sar., 2001). Medutim, jasna razlika izmedu ova dva tkiva
postoji. Razlika se ogleda u tome da hondrocite (¢elije hrskavice) luce hidratantni
vancelijski matriks koji ¢e dati hrskavicu (Knudson i1 Knudson, 2001) dok c¢elije
notohorde zadrZzavaju hidrantni matriks unutar vakuola (Parsons i sar., 2002; Coutinho i
sar.,, 2004). Osnovna uloga notohorde je spreavanje skracivanja tela prilikom
kontrakcija snazne metamerno rasporedene aksijalne muskulature trupa i repa.
Notohorda ima i hidrostati¢ku ulogu tj. moze se smatrati hidrostatickim organom posto
su njene Celije skoro u potpunosti ispunjene tecnos¢u. Kod vodozemaca, notohorda ima
veliku ulogu u aksijalnom izduzivanju, posebno u trupnom regionu (Kitchen, 1949;
Mookerjee, 1953), stimulise diferencijaciju aksijalne hrskavice (Lehmann, 1935;
Kitchen, 1949) i omogucéava morfogenezu kicmenice (Horstadius, 1944; Kitchen, 1949;

Hall, 2005).



Spoljasnja
elastiCna
sara

Vlaknasta

Unutrasnja

Notohordocita elasti¢na
sara

Slika 2. Mikrografija preseka kroz notohordu (vrsta T. ivanbureschi)

1.2. Razviée i diferencijacija ki¢menice

Ki¢meni prsljenovi nastaju rano u toku embrionskog razvi¢a od somita. Somiti
se formiraju od nesegmentisanog paraksijalnog mezoderma koji se nalazi sa obe strane
notohorde tokom somitogeneze (Hubaud i Pourquié, 2014). Sam process somitogeneze

je opisan pomoc¢u modela zvanog segmentacioni sat i talas (engl. clock and wavefront)
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(Cooke i Zeeman, 1976). Segmentacioni sat kontroliSe periodi¢nost nastajanja somita
dok talas kontrolise prostorni opseg somita (Cinquin, 2007). Vazne komponente
somitogeneze su: 1) periodi¢nost, 2) formiranje fisura (omogucava separaciju somita),
3) epitelizacija, 4) specifikacija i 5) diferencijacija (Gilbert, 2003). U toku razvic¢a
somiti prolaze kroz epitelno-mezenhimalnu tranziciju koja se ogleda u formiranju
spoljasnjeg epitelnog i unutrasnjeg mezenhimalnog sloja (Keynes, 1988).

U toku razvi¢a somiti se dele na tri komponente: dermamatome od kojih nastaje
dermis, miotome od kojih nastaju miSi¢i i sklerotome od kojih ¢e nastati ki¢meni
prsljenovi (Chal i Pourquié, 2009). Svaki somit se sastoji od multipotentnih ¢elija ¢ija
diferencijacija zavisi od polozaja koje imaju unutar svakog somita, pa tako
medioventralne ¢elije somita (one koje su blize nervnoj cevi i notohordi) podlezu
mitozi, gube karakteristike epitelnih celija i postaju mezenhimske celije ponovo.
Medioventralne ¢elije somita koje su u toku epitelno-mezenhimalne tranzicije ponovo
postale mezenhimske ¢elije, diferenciraju se u rastresite sklerotome koji migriraju ka
notohordi oko koje formiraju telo prsljena kao i intervertebralne diskove (Zhang, 2009).
Antero-posteriorna polarnost (kranio-kaudalna) sklerotoma zapocinje pre nego §to se
formiraju u presomitiCkom mezodermu i njihovo formiranje i odrzavanje je
kontrolisano pomoc¢u Delta-Notch signalnog puta koji interaguje sa osnovnim
transkripcionim faktorom Mesp2 (De Angelis i sar., 1997). U toku daljeg razvica dolazi
do izrazenije antero-posteriorne polarizacije koja postaje morfoloski vidljiva
zahvaljuju¢i Ebnerovoj fisuri koja dovodi do podele sklerotoma na dve polovine (Christ
i sar., 1979).

Formiranje anteriorne i posteriorne polovine sklerotoma je neophodno za razvice
ki¢menog prsljena. Kaudalna polovina anteriornog i kranijalna polovina posteriornog
sklerotoma formiraju jedan prsljen procesom resegmentacije koja je prvi put opisana od
strane Roberta Remaka (1855). Teorija resegmentacije je na pocetku bila dosta
osporavana. Jedan od glavnih argumenata protiv ove teorije se zasnivao na tome da
derivati sklerotoma treba da budu svrstani u dva dela: lateralni deo koji ¢e formirati
vertebralni luk i rebra, i aksijalni deo koji ¢e formirati telo pr$ljena oko notohorde.
Medutim, razne eksperimentalne studije koje su kasnije usledile kao npr. studije koje su
radili Ewan i Everett (1992) koristeéi retro virus kako bi oznacili somite i na taj nacin

pratili njihovo dalje razvice, potvrdile su teoriju resegmentacije.



Dugo se smatralo da se teorija resegmentacije mogla primeniti samo na grupu
Amniota kod kojih postoji jasna granica izmedu Kkranijalne i kaudalne polovine
sklerotoma i kod kojih je proces resegmentacije prvi put uocen (Piekarski i Olsson,
2014). Za razliku od Amniota, sklerotomi vodozemaca su mnogo sitniji i nedostaje im
jasna diferencijacija na pomenute polovine. Morfoloske analize zasnovane na
rezultatima histoloskih preseka ki¢menog stuba dve vrste vodozemaca Eurycea
bislineata (Wake i Lawson, 1973) i Lissotriton vulgaris (Mookerjee, 1930) dale su
indirektnu podrsku procesu resegmentacije kod repatih vodozemaca. Tek su skoraSnje
eksperimentalne studije na jednoj vrsti repatih vodozemaca Ambystoma mexicanum
pokazale da proces resegmentacije postoji i kod vodozemaca i da nije samo
karakteristika Amniota (Piekarski i Olsson, 2014). Pored teorije resegmentacije,
predmet interesovanje mnogih naucnika proSlog veka bilo je i razvie ki¢menice
(Goodrich, 1930; Mookerjee, 1930; Remane, 1936; Devillers, 1954; Werner, 1971).
Posebno se isti¢u istrazivanja radena od strane Gadow-a i Abbot-a (1895) koja su imala
veliki uticaj na kasnije studije vezane za formiranje ki¢menih prsljenova. Prema ovim
autorima razli¢iti delovi prSljena nastaju od Ccetiri bilateralno parne hrskavicave
primordije zvane arkualije (bazidorzalija, baziventralija, interdorzalija i interventralija)
koje se nalaze oko notohorde. Teorija arkualija se prema ovim autorima mogla
eksplicitno primeniti na sve Tetrapode i kao takva je bila Siroko zastupljena u proslom
veku. Medutim, ova teorija je opovrgnuta i odbacena (Williams, 1959; Schaeffer, 1967;
Miles, 1970; Arratia i sar., 2001).

Formiranje ki¢menih prsljenova je kod razli¢itih grupa Amniota dosta
uniformno, za razliku od vodozemaca kod kojih odredene razlike u formiranju ki¢menih
prsljenova postoje izmedu sve tri grupe. Tokom formiranja ki¢menih prsljenova, jasno
se razlikuju dva stadijuma: stadijum sklerotoma i stadijum ki¢menog prsljena
(Williams, 1959). Neke od osnovnih razlika u formiranju ki¢menih prsljenova izmedu
Amniota i Anamniota su u diferenciranju i veli¢ini sklerotoma. Tako kod Amniota,
sklerotomi su prvi delovi somita koji se morfoloski jasno razlikuju od druge dve
komponente somite (dermatoma i miotoma) za razliku od sklerotoma Anamniota koji se
morfoloski poslednji diferenciraju (Scaal i Wiegreffe, 2006). Takode, kod Amniota

sklerototomi su znatno krupniji i sadrze vise ¢elija od sklerotoma Anamniota koji su



sitni i sa malim brojem celija (Williams, 1959; Wake i Lawson, 1973; Fleming i sar.,
2015).

Tokom razvi¢a oko notohorde dolazi do agregacije perihordalnih mezenhimalnih
¢elija poreklom od sklerotoma, koje formiraju perihordalnu tubu koja je prisutna tokom
ravi¢a osovinskog skeleta kod svih Tetrapoda (Wake i Lawson, 1973). Duz perihordalne
tube, u nivou srednjeg dela miotoma dolazi do agregacije i povecanja broja
perihordalnih mezenhimalnih ¢elija koje formiraju perihordalne prstenove (primitivne
intervertebralne diskove). Na kasnijim stadijumima razvica, perihordalni prstenovi ¢e se
diferencirati u intervertebralnu hrskavicu koja se nalazi izmedu buduéih prsljenova.
Predmet interesovanja mnogih nau¢nika u protekla dva veka bila je intravertebralna
(notohordalna) hrskavica. Prema jednom glediStu, notohordalna hrsakvica je poreklom
od ¢elija sklerotoma koje migriraju u samu notohordu kroz notohordine sare (Lwoff,
1889; Zykoff, 1893; Gadow, 1896). Prema drugom gledistu, ovaj tip hrskavice nastaje
direktno od notohordinih ¢elija pri ¢emu notohordine sare ostaju intaktne (Gegenbaur,
1862; Schauinsland, 1905; Mookerjee, 1930). IstraZivanja koja je sproveo Lawson
(1966) na jednoj vrsti beznogih vodozemaca (Hypogeophis rostratus), pokazala su da
intravertebralna hrskavica nastaje direktno od notohordinih ¢elija i da notohordine sare

ostaju intaktne.

1.3. Tipovi centruma i osifikacija ki¢émenih prsljenova

Na osnovu porekla i nacina formiranja razlikuje se nekoliko tipova centruma:
hordacentrum koji se formira unutar notohordinih sara u vidu mineralizovanog prstena
(Grotmol 1 sar., 2006); holocentrum koji nastaje proliferacijom hrskavic¢avih ¢elija oko
spoljasnje notohordine sare stvaraju¢i kompaktan centrum i autocentrum (perihordalni
centrum) Kkoji nastaje direktnom osifikacijom vezivnog tkiva oko spoljasnje notohordine
sare (Prasad i Kashyap, 1989; Arratia, 2001). Proces osifikacije kod hordacentruma
pocinje sa ventralne strane notohordine sare i1 ide simetricno prema dorzalnoj strani
formirajuci osifikovan prsten. Hordacentrum je karakteristican za ribe sa hrskavi¢avim
skeletom kao i za kosljoribe, perihordalni centrum prisutan je kod Tetrapoda i nekih

riba (Zhang, 2009; Fleming i sar., 2015), dok je holocentrum karakteristican za neke



fosilne vrste zrakoperki i riba dvodihalica (Arratia, 2001). Takode, kod nekih riba
novonastali hordacentrum moze biti inkorporiran u osifikovani perihordalni centrum
formirajuci tako kombinovani tip centruma (Kardong, 2012).

Tokom formiranja ki¢menih prsljenova prisutna su tri tipa osifikacionih procesa:
1) Perihordalna osifikacija podrazumeva osifikaciju vezivnog mezenhimalnog tkiva oko
notohorde.

2) Perihondrijalna osifikacija podrazumeva osifikaciju perihondralnog vezivnog tkiva
(perihondrium) koje se nalazi oko hrskavice kostiju.

3) Endohondralna osifikacija podrazumeva okostavanje same hrskavice tj. prvo dolazi
do formiranja hrskavi¢avog “Sablona” agregacijom mezenhimalnih ¢elija, koji kasnije
biva zamenjen koStanim tkivom.

Prema Hall-u (2005), perihordalna i perihondrijalna osifikacija su izdvojene kao
posebni tipovi direktne osifikacije kod kojih se ne formira hrskavi¢avi “Sablon” pre
osifikacije, za razliku od endohondralne osifikacije kod koje se prethodno formira
hrskavica. Perihordalna i perihondrijalna osifikacija se karakterisu direktnim
okostavanjem vezivnog tkiva. Kod perihordalne osifikacije dolazi do okosStavanja u
vezivnom tkivu oko same notohorde za razliku od perihondrijalne osifikacije kod koje
se proces okoStavanja deSava u perihondriumu koji se nalazi oko hrskavice kosti u
razvoju. Kod endohondralne osifikacije sklerotomalne ¢elije migriraju oko notohorde i
diferenciraju se u hondrocite koje se na kasnijim stadijumima razvia zamenjuju
osteoblastima, ¢elijama koje stvaraju kostani matriks (Nakashima i sar., 2002; Chal i
Pourquié, 2009; Fleming, 2015). Kao rezultat endohondralne osifikacije nastaju tzv.
hrskavicave odnosno zamenske kosti. Ki¢meni prSljenovi repatih vodozemca su
uglavhom po tipu membranske kosti formirane u perihondralnom vezivhom tkivu
pomocu perihordalne osifikacije Za razliku od vodozemaca, kod Amniota ki¢meni
prsljenovi su po tipu hrskavi¢ave kosti nastale endohondralnom osifikacijom sa nekim
perihondralnim delovima oko same hrskavice (Gardiner, 1983).

Prema literaturnim podacima sva tri tipa osifikacije su zabelezena u formiranju
prsljenova kod vodozemaca: perihordalna osifikacija je prisutna u telu prsljena kod
repatin vodozemaca i cecilija (Makoorje, 1930; Lawson, 1966; Gardiner, 1983),

perihondrijalna osifikacija je zabelezena u nervnim lukovima kod repatih i bezrepih



vodozemaca (Gardiner, 1983) dok je endohondralni tip prisutan u osifikaciji neuralnih
lukova kod sve tri grupe vodozemaca (Gardiner, 1983).

1.4. Hox geni i homeotske transformacije ki¢menice

Hox geni su regulatorni geni koji imaju vaznu ulogu u formiranju osovinskog
skeleta kicmenjaka tokom embrionskog razvica 1 vazni su za identiteta prSljenova
(Krumlauf, 1994). Posebna odlika Hox gena jeste organizacija u vidu "jata" (engl.
clusters) kao i njihov raspored duz antero-posteriorne telesne ose tj. Hox geni imaju
prostornu kolinearnost (Stojkovi¢ i Tuci¢, 2012). Hox geni u razli¢itim jatima Kkoji su
homologi istom genu u predackom jatu nazivaju se paralogi. Postoji 13 paralogih grupa
svrstanih u Cetiri Hox jata (Burke i sar., 1995). Hromozomalna organizacija gena u
svakom Hox jatu reflektuje antero-posteriornu ekspresiju u telesnoj organizaciji (Slika
3).

Somiti
Prsljenovi
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Slika 3. Shematski prikaz ekspresije Hox gena koji uc¢estvuju u odredivanju broja

ki¢menih prsljenova kod misa (Prema: Gilbert, 2003 modifikovano)

Tako “Hox kod“ predstavlja kombinaciju Hox gena koji su eksprimirani u
svakom somitu 1 na taj na¢in odreduju jedinstvenu morfologiju svakog prsljena (Burke,
1995). Identitet prsljenova je regulisan Hox genima kroz slozene geneticke mehanizme
koji ukljucuju razli¢ite signalne molekule, dok je ukupan broj prsljenova determinisan

brzinom ,,segementacionog sata“ koji reguliSe periodi¢nost formiranja segmenata kao 1
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trajanje same somitogeneze (Krumlauf, 1994; Gomez i sar., 2008; Aulehla i Pourguié,
2010; Mallo i sar., 2010; Woltering, 2012). Istrazivanja koje je radio Wellik (2007) na
mutantnim miSevima pokazala su da Hox geni ne reguliSu broj somita ili pr§ljenova, ve¢
da samo uti¢u na njihovu morfologiju tj. identitet. Tako je gubitak funkcije jednog Hox
gena Cesto maskiran prisustvom drugog Hox gena tj. potrebno je da dode do mutacije u
barem pet pojedina¢nih Hox gena da bi doSlo do promena u identitetu prsljena (npr.
vratnog u trupni). Tako kod miSeva kod kojih postoji mutacija u Hoxd-3 ili Hoxb-4
genima, drugi vratni prsljen ima sve karakteristike prvog vratnog prsljena i ova mutacija
se oznacava kao anteriorna homeotska transformacija (Capecchi, 1996). Medutim,
mutacije u Hoxa-5 i Hoxa-6 genima dovode do posteriorne homeotske transformacije
sedmog vratnog prsljena u prvi trupni prsljen (Jeannotte i sar., 1993). Inaktivacija
pojedina¢nih Hox gena Cesto rezultuje u promeni identiteta specificnog prsljena, dok
inaktivacija ili prekomerna ekspresija Hox gena koji pripadaju istoj paralognoj grupi,
dovodi do promena identiteta ¢itavih anatomskih regiona (Mallo i sar., 2010). Npr.
istovremena inaktivacija sva tri gena iz Hox paralogne grupe 10 (HoxPG10) kod miseva
dovodi do promene identiteta lumbo-sakralnog regiona u torakalni region, tj. rebra su
prisutna duz ¢itavog torako-lumbalnog regiona. Formiranje sakralnog prsljena je pod
kontrolom HoxPG11 gena, $to je dokazano eksperimentima na miSevima kod kojih ova
struktura u potpunosti izostaje usled inaktivacije ove grupe gena (Wellik i Capecchi,
2003). Kod repatih vodozemaca, Hox geni su uglavnom studirani zbog njihove vaznosti
u regeneraciji amputiranih udova (Nye i sar., 2003).

Glavni regulator temporalne kolinearnosti Hox gena je retinoi¢na kiselina. Zbog
neobi¢no vazne uloge u regulaciji Hox gena kod ki¢menjaka, svaki poremecaj u koli¢ini
1 vremenu pojavljivanja retinoi¢ne kiseline tokom embriogeneze moze dovesti do
poremecaja u razvicu organizma. Eksperimenti na miSevima su pokazali da viSak
retinoi¢ne kiseline sprecava migraciju i proliferaciju Celija nervne kreste. Eksperimenti
na embrionima bezrepog vodozemca Xenopus laevis pokazali su da retinoi¢na kiselina
dovodi do anteriornog skrac¢ivanja ki¢menog stuba (Sive i sar., 1990).

Mutacije tj. promene u ekspresiji Hox gena mogu dovesti do homeotskih
transformacija ili homeoza. William Bateson (1894) je definisao homeotske
transformacije (homeo-isti; -otic, stanje) kao transformacije pri kojima jedan deo tela

preuzima identitet drugog dela tela. Prvi put su uoc¢ene kod Drosophila melanogaster
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pod imenom “antennapedia” gde su antene na glavi tranformisane u dodatni par nogu
(Struhl, 1981). Homeotske transformacije su istrazivane uglavnom na o0sovinskom
skeletu sisara (Kessel i Gruss, 1991; Small i Potter, 1993) posebno u vratnom regionu
(Galis, 1999; Varela-Lasheras i sar., 2011; Galis i sar., 2014). Vratni region sisara je
konzervativan u broju prsljenova (sedam vratnih prsljenova) (Galis, 1999), medutim
kao posledica homeotskih transformacija vratnog u trupni prsljen dolazi do smanjenja
broja vratnih prsljenova i povecanja broja trupnih prsljenova (Varela-Lasheras i sar.,
2011). Homeotske transformacije koje dovode do promena u broju vratnih prsljenova
kod sisara skoro su uvek povezane sa kongenitalnim anomalijama (neuralni problem i
kancer), tako da jedinke sa ovim malformacijama ne dovrsavaju razvi¢e, odnosno ova
homeotska transformacija se eliminiSe delovanjam jake prirodne selekcije tokom
embrionskog razvi¢a (Galis, 1999; Galis i Metz, 2003; Varela-Lasheras i sar., 2011).
Jedine dve grupe sisara kod kojih je prisutno odstupanje od konzervativnog broja
vratnih prs§ljenova su morske krave roda Trichechus i lenjivci roda Cholorpus.
Pretpostavka je, da je zbog niske stope metabolizma koji je povezan sa smanjenim
oksidativnim oSte¢enjima DNK, varijabilnost u broju vratnih pr§ljenova kod ove dve
grupe sisara ne dovodi do kongenitalnih abnormalnosti (Galis, 1999). Isto tako,
pretpostavlja se da je selekcija protiv varijabilnosti u broju vratnih pr§ljenova kod
vodozemaca, reptila i ptica znatno slabija i verovatno je u velikom stepenu povezana sa

malim oksidativnim o$tec¢enjima DNK (Perez-Campo i sar., 1998; Galis, 1999).

1.5. Promene u broju ki¢émenih prsljenova i regionalna diferencijacija
ki¢menice kod Amniota i Anamniota

Kod ki¢menjaka do izduZzivanja tela moze doc¢i na Cetiri nacina: 1) povecanjem
broja ki¢menih prsljenova, 2) pove¢anjem duzine tela prsljenova, 3) pove¢anjem i broja
1 duzine i 4) povecanjem duZine glavenog regiona. Od svih navedenih promena,
najCeSée 1 najizraZenije su promene broja ki¢menih prsljenova, tj. najées¢e dolazi do
povecanja broja ki¢menih prsljenova u jednom telesnom regionu (trupnom ili u
repnom).

Najvise savremenih istrazivanja osovinskog skeleta je orjentisano na grupu

Amniota, pre svega na zmije (Cohn i Tickle, 1999; Woltering, 2012), ptice (Tuan i
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Lynch, 1983; Shapiro, 1992) i sisare (Wallin i sar., 1994; Narita i Kuratani, 2005;
Varela-Lasheras i sar., 2011). Kod Amniota, broj ki¢menih pr§ljenova korelisan je sa
veli¢inom i oblikom tela, osobinama koje su ekoloski i evoluciono vazne (Lindell,
1994). Isto tako, promene u broju kiémenih prsljenova su korelisane sa promenama u
nacinu kretanja kao kod zmija (Arnold i Bennett, 1988) i sisara (Galis, 2014). Tako kod
zmija kod kojih postoji velika varijabilnost u broju ki¢menih prsljenova (do 400
prsljenova kod nekih vrsta) kao 1 u veli¢ini tela, moguce je sagledati u kojoj meri su
promene u veli€ini tela korelisane sa promenama u broju ki¢menih prsljenova. Naime,
kod vrsta koje imaju vecée telo prisutan je i vec¢i broj ki¢menih prsljenova tj. postoji
pozitivna korelacija izmedu broja ki¢menih prsljenova i veli¢ine tela. Ta pozitivna
korelacija izmedu maksimalne veli¢ine tela i1 broja kicmenih prsljenova oznacava se
terminom pleomerisam koji je prvi put opisan kod riba od strane Lindsey-a (1975). Kod
nekih grupa gustera postoji pozitivna korelacija izmedu elongacije (odnos duzine tela
prema $irini ili duzini glave) i broja ki¢menih prsljenova (Griffith, 1990). Kod sisara je
izduzivanje vratnog regiona, koji je inace konezervativan u broju ki¢menih prsljenova,
posledica poveéanja duZine tela prsljenova.

Istrazivanja vezana za promene u broju kicmenih prsljenova kod Anamniota su
su dosta reda (Garside, 1959; Fowler, 1970; Peabody i Brodie, 1975; Jockusch, 1997;
Lanza i sar., 2009; Arntzen i sar., 2015). Kod Anamniota, veliki uticaj na broj ki¢cmenih
prsljenova imaju 1 spoljaSnji faktori kao §to su temperatura, salinitet vodene sredine i
fotoperiod, tako da mozemo re¢i da je broj ki¢menih prsljenova fenotipski plasti¢na
osobina. Uticaj saliniteta na promenu broja ki¢menih prsljenova eksperimentalno je
potvrden studijama od strane Schmidt-a (1919) na vrsti ribe Poecilia reticulata, dok je
uticaj intenziteta svetlosti na broj ki¢menih prsljenova potvrden kod riba roda Gadus od
strane Dannevig-a (1932). Rezultati ovih studija nisu uvek konstantni pa je tesko uociti
generalni obrazac njihovog delovanja na broj ki¢menih prsljenova. Medutim, jedini
faktor spoljasnje sredine za koji se moze re¢i da ima generalni obrazac delovanja kod
razli¢itih vrsta riba je temperatura. Kod riba postoji negativna korelacija izmedu
temperature i broja kicmenih prSljenova (Fowler, 1970). Sli¢an obrazac delovanja je
uocen 1 kod repatih vodozemaca kod kojih je veci broj kicmenih prs§ljenova korelisan sa
nizom temperaturom razvica (Peabody i1 Brodie, 1975). Izuzetak je vrsta malog

mrmoljka Lissotriton vulgaris kod koje postoji pozitivna korelacija izmedu temperature
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i broja ki¢menih prsljenova, tj. na vecoj temperaturi razvica od normalne za datu vrstu
javlja se veéi broj ki¢menih prSljenova (Orska 1 Imiolek, 1962). Takode,
eksperimentalne studije na vrsti Ambystoma maculatum su pokazale da postoji pozitivna
korelacija izmedu broja ki¢émenih prsljenova i saliniteta (Peabody i Brodie, 1975). Osim
temperature i saliniteta, koncentracija kiseonika u vodenoj sredini takode moze uticati
na brzinu razvic¢a a samim tim i na broj ki¢menih prsljenova (Barlow, 1961).

Sto se ti¢e regionalne diferencijacije ki¢émenice, ki¢meni priljenovi su grupisani
u razli¢ite regione na osnovu njihove morfologije i funkcije. Kod razli¢itih grupa
ki¢menjaka, broj regiona unutar osovinskog skeleta je razli¢it (od 2 do 5) u zavisnosti
od taksona i adaptacije na specificne nadine kretanja. Kod riba sa hrskavicavim
skeletom (Chondrichthyes) i kod riba zrakoperki (Actinopterygii), osovinski skelet je
podeljen na samo dva regiona, prekaudalni i kaudalni. Kod tetrapodnih ki¢menjaka broj
regiona je najcesce pet i to su: vratni, torakalni, lumbalni, sakralni i repni region. Vratni
region sisara je dosta konzervativan i sadrzi sedam vratnih pr§ljenova, izuzev kod
lenjivaca (Bradypus) i morskih krava (Trichechus) (Galis, 1999), kod kojih dolazi do
odstupanja od ovog broja (videti deo o Hox genima i homeotskim transformacijama). Za
razliku od sisara, kod drugih tetrapodnih ki¢menjaka je prisutna veca varijabilnost u
broju vratnih prsljenova posebno kod ptica (npr. kod ¢iopa je broj vratnih prsljenova 13
a kod labudova 22-25) (Woolfenden, 1961; Starck, 1979). Trupni region ¢ine svi
prsljenovi za koje se vezuju rebra a nalazi se izmedu ramenskog i karli¢nog pojasa
(Goodrich, 1930) i ovaj region je dosta varijabilan u broju ki¢menih prsljenova kod
razli¢itih grupa Tetrapoda. Nakon trupnog regiona sledi lumbalni region koga najcesce
¢ini pet ki€menih prSljenova a sledi ga sakralni region koji predstavlja vezu izmedu
karlicnog pojasa i kicmenice. Repni region je sastavljen od prsljenova sa redukovanim

neuralnim i bo¢nim nastavcima i. najvarijabilniji je u broju ki¢menih prsljenova.

1.6. Ki¢menica kod repatih vodozemaca

Prvi crtezi ki¢menice repatih vodozemaca od strane Meyera datiraju iz davne
1748. godine. Ki¢menica repatih vodozemaca se sastoji od sledecih pet regiona (Mivart,

1870): 1) cervikalni region sadrzi jedan prsljen, atlas, koji sluzi za zglobljavanje sa
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lobanjom; 2) trupni region sadrzi pr§ljenove koji nose rebra i njihov broj varira od 10 do
cak 60 kod nekih vrsta; 3) sakralni region sadrzi samo jedan prsljen sa dobro razvijenim
popre¢nim nastavcima za koji se vezuje karli¢ni pojas; 4) kaudo-sakralni region sadrzi
2-3 prsljena 1 5) repni region sadrzi varijabilan broj prsljenova, izmedu 18 1 53 u

zavisnosti od vrste (Slika 4).

trupni

g
‘/“_/.// y P 5
N\ \ {;{»j’

cervikalni sakralni kaudo-sakralni

Slika 4. Regionala diferencijacija ki¢menice repatih vodozemaca (vrsta T. ivanbureschi)

Istrazivanja koja je sprovela Jockusch (1997) na rodu Batrachoseps fam.
Plethodontidae su pokazala da broj trupnih prsljenova zna¢ajno varira izmedu razli¢itih
vrsta unutar roda. Broj trupnih pr$ljenova varira od 16 do 23 unutar populacija, izmedu
populacija i medu vrstama roda Batrachoseps (Anderson, 1960; Wake, 1966). Njena
istrazivanja su pokazala da broj trupnih prsljenova kovarira sa veli¢inom i oblikom tela
koji su ekoloski 1 evoluciono vazni kao 1 da postoji odredena geografska varijabilnost
unutar roda. Geografska varijabilnost u broju ki¢menih prsljenova je uocena i kod roda
Plethodon. Vrsta Plethodon cinereus koja naseljava Indijanu, Severnu Karolinu,
Virdziniju i Tenesi poseduje 20 trupnih prsljenova dok jedinke koje naseljavaju oblast
Dzordzije imaju od 21-23 trupna prSljena i oznacene su kao podrvrsta P. c.
polycentratus (Higton, 1960). Ukoliko je postojanje pomenute geografske varijabilnosti
posledica delovanja faktora spoljasnje sredine, onda bi udeo geneticke osnove Uu

determinaciji broja ki¢menih prsljenova bio smanjen. Medutim, istrazivanja koja je
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sproveo Highton (1960) na zenkama Plethodon cinereus i njihovom potomstvu su
pokazala visok stepen heritabilnosti (od 0.57 do 0.61) ukazujuci na to da su temparatura
i drugi ekoloski faktori samo delimi¢no odgovorni za varijabilnost u broju trupnih
prsljenova.

Kod evropskih vrsta repatih vodozemaca, postoji nekoliko studija vezanih za
varijabilnost u broju trupnih prsljenova (Veith, 1992; Crnobrnja-Isailovi¢ i sar., 1997,
Lanza i sar., 2009; Arntzen i sar., 2015). IstraZivanja sprovedena od strane Arntzen i sar.
(2015) su pokazala da kod fam. Salamandridae postoji korelacija izmedu evolucionih
promena u broju ki¢menih prsljenova i klimatskih parametara, posebno kolic¢ine
padavina u toku godine. Uocena je pozitivna korelacija izmedu godi$nje koli¢ine
padavina i elongacije osovinskog skeleta, pri ¢emu dolazi do povecane elongacije trupa
kod dazdevnjaka i elongacije repa kod vrsta koje su akvati¢nije (Arntzen i sar., 2015).

Oblik ki¢menih prsljenova kod repatih vodozemaca bio je predmet interesovanja
komparativnih analiza uglavnom u kontekstu taksonomije (Ratnikov i Litvinchuk, 2007,
2009) i paleontologije (Estes i Darevsky, 1977; Estes, 1981). Oblik trupnih prsljenova
kao taksonomski karakter unutar fam. Salamandridae je istrazivan od strane mnogih
autora (Mivart, 1870; Wiedersheim, 1875; Hilton, 1948; Gonzalez i sar., 1986; Haller-
Probst 1 Schleich, 1994). Fosilni ostaci prSljenova unutar fam. Salamndridae takode su
opisani u brojnim paleontoloskim studijama (Estes, 1981; Hodrova, 1984; Auge i Rage,
1995; Rage 1 Hossini, 2000; Ratnikov, 2002). Kod razli¢itih vrsta repatih vodozemaca,
varijabilnost u obliku prsljenova duz ki¢menice istraZzivana je od strane Averianov i

Tjutkova (1995); Haller-Probst i Schleich (1994); Wortington i Wake (1972).
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1.7. Alometrija

Prilikom razmatranja promena u veli¢ini i obliku morfoloskih struktura,
neophodno je upoznati se sa konceptom alometrije, koji podrazumeva zavisnost
varijabilnosti pojedina¢nih karakteristika jedne morfoloske celine od promena njene
opste veli¢ine (Gould, 1966; Klingenberg, 1998; Shingleton i sar., 2007). Sam koncept
alometrije se menjao uporedo sa razvojem morfometrije i postoje brojna tumacenja i
metodoloski pristupi analizi alometrije (Ivanovi¢ 1 Kalezi¢, 2013). Prema novijim
interpretacijama, termin alometrija se moze odnositi na morfoloske (odnos oblika i
veliine), fizioloske (odnos stepena metabolizma 1 veli¢ine tela) 1 ekoloske
karakteristike (odnos veli¢ine neke strukture i njene performanse) (Shingleton, 2010).
Alometrija predstavlja vazan koncept u evolucionoj biologiji kao i u dugim srodnim
disciplinama (Huxley, 1932; Cock, 1966; Gould, 1966; Calder, 1984; Schmidt-Nielsen,
1984).

Alomerija se moze smatrati posebnim oblikom ogranicenja koja utice na
evoluciju morfoloskih celina (Gould, 1966). Kao S§to je ve¢ reCeno, alometrija
predstavlja zavisnost oblika morfoloske celine od njene veli¢ine i jedan je od
dominantnih faktora koji uti¢e na morfoloSku evoluciju (Ivanovi¢ i1 Kalezi¢, 2013).
Same promene u veli¢ini utiCu na ¢itav organizam menjaju¢i pri tome medusobne
odnose osobina i njihov oblik i te promene su visoko korelisane. Prema tome, alometrija
moze uticati na evoluciju morfoloSkih celina deluju¢i kao ogranicavaju¢i faktor
promene oblika (Klingenberg, 2010). Pored alometrijske komponente promene oblika
postoji i nealometrijska komponenta pod kojom se podrazumeva promena oblika bez
promena u veli¢ini. Razdvajanje ove dve komponente je veoma znacajno radi
prikazivanja varijabilnosti u obliku neke morfoloske strukture nezavisno od promena
veli¢ine. Razlikuju se tri vrste alometrijskih odnosa: staticka, ontogenetska i evoluciona
alometrija. Pod statickom alometrijom se podrazumevaju alometrijski odnosi izmedu
jedinki jedne intraspecijske grupe (populacija) na nivou jednog ontogenetskog
stadijuma (Klingenberg, 1998; Ivanovi¢ 1 Kalezi¢, 2013). Ontogenetska alometrija
podrazumeva promene veli¢ine i oblika tokom individualnog razvi¢a jedinki pri ¢emu

sama varijabilnost potice od rasta jedinke (Ivanovi¢ i Kalezi¢, 2013). Evoluciona
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alometrija je vezana za alometriju tokom evolucije grupa odnosno neke filogenetske
linije. Sve tri vrste alometrijskih odnosa cesto pokazuju sli¢ne odnose, $to je i za
oc¢ekivati poSto su i stati¢ka i evoluciona alometrija posledice promena u ontogenetskim
alometrijama odnosno promenama stope rasta tokom individualnog razvic¢a (Shingleton
i sar., 2007). Kod mrmoljaka, analize alometrijskih odnosa do sada su istrazivane na

ekstremitetima (Ivanovié i sar., 2008a) i lobanji (Ivanovi¢ i sar., 2007).

1.8. Rekunstrukcija fenotipskih promena tokom evolucione istorije i
komparativne metode zasnovane na filogeniji

Termin filogenetski signal odnosi se na postojanje vece fenotipske sli¢nosti kod
filogenetski bliskih taksona u odnosu na manje srodne taksone. Smatra se da ta sli¢nost
u fenotipskim odlikama potice iz zajednickog sistema razvica kao i od geneticke osnove
nasledene od zajednickog pretka. Prisustvo filogenetskog signala se moze tumaciti i kao
postojanje istih ili slicnih adaptacija kod srodnih vrsta koje su nastale delovanjem
prirodne selekcije u proslosti a nasledene su od zajednickog pretka (Hansen i1 Orzack,
2005). Utvrdivanje filogenetskog signala je veoma vazno u komparativnim studijama u
bilo kojoj grupi filogenetski srodnih taksona, posto fenotipska sli¢nost mozZe nastati
usled konvergencije, moze biti posledica ogranicene divergencije od zajednickog
pretka, ili moze biti kombinacija 1 jednog 1 drugog (Felsenstein, 1985; Grafen, 1989;
Harvey i Pagel, 1991). Stoga je filogenetski komparativni metod (Felsenstein, 1985)
postao standardna statisti¢ka procedura prilikom poredenja razlicitih vrsta radi testiranja
1 eliminacije filogenetskog signala. Postoje Cetiri pristupa za testiranje i eliminaciju
filogenetskog signala u analiziranim podacima: 1) analiza nezavisnog kontrasta (engl.
, Phylogenetically  independent contrast”) (Felsenstein, 1985), 2) metoda
generalizovanih najmanjih kvadrata (Pagel, 1997, 1999), 3) filogenetska autoregresija
(Cheverud i Dow, 1985) i 4) meSoviti filogenetski modeli (Lynch, 1991).

Kombinacija metoda geometrijske morfometrije i filogenetskih komparativnih
metoda, uz konstruisanje filomorfoloskog prostora metodom parsimonije (engl.
“squared-change parsimony”) omogucava rekonstrukciju promena u veli¢ini i obliku

morfoloskih struktura tokom filogeniije (Felsenstein, 1985; Maddison, 1991; Harvey i
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Pagel, 1997; Rohlf, 2001; Nicola i sar., 2003; Linde i sar., 2004; Klingenberg i
Gidaszewski, 2010; Klingenberg i Marugan-Lobdn, 2013).

1.9. Veliki mrmoljci kao model sistem

Veliki mrmoljci imaju sloZzen Zzivotni ciklus gde larvalni, juvenilni 1 adultni
stupanj imaju razli¢ite morfologije, ekoloske sredine i1 preference, nacin ishrane i
lokomocije. Ono $to ih ¢ini interesantnim model organizmima u evolucionim
istrazivanjima je sli¢an obrazac variranja ¢itavog niza fenotipskih karakteristika: oblika
I velic¢ine tela (Arntzen i Wallis, 1999; Vukov i sar., 2011; Wielstra i Arntzen, 2011),
broja prsljenova (Crnobrnja-lIsailovi¢ i sar., 1997; Arntzen i Wallis, 1999, Lanza i sar.,
2009), oblika lobanje (lvanovi¢ i sar., 2007, 2008b), skeleta ekstremiteta (Ivanovi¢ i
sar.,, 2008a; Tomasevi¢-Kolarov, 2013), veli¢ine mozga (Vukov i sar., 2007),
karakteristikama jaja, odlikama Zivotne istorije, razvi¢a i ontogenetskih promenama u
obliku na larvenom stupnju (Furtula i sar., 2008; Cvijanovi¢ i sar., 2009; Ivanovi¢ i sar.,
2011). Veliki mrmoljci predstavljaju grupu blisko srodnih organizama sa poznatim
filogenetskim odnosima i izrazenom korelacijom izmedu forme tela (oblika / veli¢ine) i
ekologije vrsta (preference prema akvati¢noj / terestri¢noj sredini). Akvati¢nije vrste
koje provode 1 do Sest meseci u vodi, imaju izduzeno telo sa kra¢im ekstremitetima
zdepastije telo sa dugim i dobro razvijenim ekstremitetima prilagodenim za kretanje na
kopnu. Takode, postoji korelacija izmedu broja ki¢menih prSljenova 1 vremena
provedenog u akvati¢noj sredini (lvanovi¢ i Arntzen, 2014). Vrste koje imaju 12
ki¢menih pr§ljenova provode godiSnje dva meseca u vodenoj sredini za razliku od vrsta
koje imaju 16—17 trupnih prsljenova i koje provode i do Sest meseci u vodi (Arntzen i
sar., 2015). U vezi sa tim, razlike izmedu vrsta u broju trupnih prsljenova mogu da
doprinesu razlikama u veli¢ini i obliku tela, oslikavajuci adaptacije na razli¢ite uslove
sredine 1 nacin zZivota (viSe ili manje akvatican / terestrian).

Vrste u okviru roda Triturus se odlikuje velikim disparitetom u broju trupnih
prsljenova (Gerecht, 1929; Crnobrnja i sar., 1997; Arntzen i sar., 2015). Modalni broj

-----

19



okviru roda Triturus prisutno je devet vrsta koje se razlikuju u modalnom broju trupnih
prsljenova podeljenih u 5 “morfotipova”. Najmanji modalni broj trupnih prsljenova
imaju vrste Triturus marmoratus i T. pygmaeus 12, slede ih T. karelinii, T. ivanbureschi
i T. anatolicus sa 13, T. macedonicus i T. carnifex sa 14, T. cristatus sa 15 i T.
dobrogicus kod kojeg je zabelezeno 16 ili 17 trupnih prsljenova (Arntzen, 2003;
Arntzen i sar, 2015) (Slika 6). Vrste koje imaju manji modalni broj trupnih prsljenova
(12, 13 i 14) odlikuju se zdepastim telom i dobro razvijenim ekstremitetima za razliku
od vrsta koje imaju ve¢i modani broj prsljenova (15, 16-17) i kod kojih je prisutna
elongacija tela sa slabije razvijenim ekstremitetima. Elongacija tela kod roda Triturus je
prvi put opisana od strane Wolterstorff-a (1923) kao morfoloski indeks tj. Wolterstorft-
ov indeks (WI) koji predstavlja odnos izmedu duzine prednjih ekstremiteta i rastojanja
izmedu prednjih 1 zadnjih ekstemiteta. WI se dugo vremena koristio kao diskriminatorni
faktor za razlikovanje vrsta unutar roda Triturus. Kod evropskih rodova Triturus,
Lissotriton i Ichthyosaura, broj trupnih prsljenova odnosno prsljenova koji nose rebra
(engl. number of rib-bearing vertebrae) se koristi kao taksonomski karakter. Preko 90%
vrsta roda Triturus je moguce identifikovati na osnovu NRBV van zone kontakta dve ili

vise vrsta (Wielstra i Arntzen, 2011).

1.9.1. Pregled vrsta unutar roda Triturus

Rod Triturus sadrzi 9 vrsta od kojih Triturus marmoratus i T. pygmaeus
pripadaju mramornim mrmoljcima, sestrinskoj grupi krestastih mrmoljaka koju prema
najnovijoj taksonomiji ¢ini sedam vrsta: Triturus dobrogicus (podunavski veliki
mrmoljak) (Kiritzescu, 1903), T. cristatus (obi¢ni veliki mrmoljak) (Laurenti, 1768), T.
macedonicus (isto¢ni glavati mrmoljak) (Karaman, 1922), T. carnifex (zapadni glavati
mrmoljak) (Laurenti, 1768), T. karelinii (dugonogi veliki mrmoljak) (Strauch, 1870), T.
ivanbureschi (balkanski veliki mrmoljak) (Wielstra i Arntzen, 2013) i novoopisana vrsta
T. anatolicus (anatolijski veliki mrmoljak) (Wielstra i Arntzen, 2016).

Areal rasprostranjenja velikih mrmoljaka obuhvata ve¢i deo Evrope, izuzev
jugozapadnog dela Francuske, Iberijskog poluostrva, Irske, juzne Grcke 1 ostrva
Sredozemnog mora. Na severu dopiru do Skandinavije, a na istoku do Kavkaza i
centralne Azije (Slika 5). Samo Balkansko poluostrvo je centar diverziteta krestastih
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mrmoljaka i mesto gde se areali vrsta poklapaju (Crnobrnja- Isailovi¢ i sar., 1997;
Kalezi¢ i sar., 1997; Arntzen i sar., 2007).

T. ivanbureschi

M 7. marmoratus O =
E 1. pygmaeus M 7. carnifex 1 T anatolicus
= |

T. dobrogicus

T. cristatus T. macedonicus T. karelinii

Slika 5. Distribucija mrmoljaka roda Triturus u Evropi i susednoj Aziji (Prema:
Ivanovi¢ i Arntzen, 2014; Wielstra i Arntzen, 2016)
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1.9.2. Hibridizacija kod velikih mrmoljaka

Populacije velikih mrmoljaka su predstavljene u vidu dema (lokalnih populacija)
koje se odlikuju parapatrickom distribucijom (areali dve ili vise vrsta se delimi¢no
preklapaju) gde se deSavaju procesi hibridizacije i introgresije (Wallis i Arntzen, 1989;
Arntzen i sar., 2014). Hibridne zone su oblasti gde se geneti¢ki razli¢ite populacije
srecu, pare i daju hibridne potomke. Moze se re¢i da hibridne zone predstavljaju
prirodne laboratorije u kojima dolazi do geneticke interakcije blisko srodnih vrsta
(Hewitt, 1988; Harrison, 1993).

Kod velikih mrmoljaka, procesi hibridizacije su zabelezeni izmedu dve vrste
mramornih mrmoljaka (T. marmoratus i T. pygmaeus) na Pirinejskom poluostrvu,
izmedu pet vrsta krestastin mrmoljaka (T. ivanbureschi, T. carnifex, T. macedonicus, T.
cristatus i T. dobrogicus) u centralnoj Evropi i na Balkanskom poluostrvu, kao i izmedu
jedinki T. marmoratus i T. cristatus u centralnoj i zapadnoj Francuskoj (Arntzen i sar.,
2014). Neke od kontaktnih zona velikih mrmoljaka u Srbiji su:

1) izmedu vrsta T. cristatus—T. ivanbureschi prostire se u isto¢noj Srbiji u okolini
Klokocevca i manja je od 10 km. Istorijski, T. cistatus se §irio juzno na racun T.
ivanbureshci, tako da jedinke u hibridnoj zoni nose T. ivanbureschi mtDNK, dok
morfloski li¢e na T. cristatus (Arntzen i sar., 2014; Dzuki¢ i sar., 2016).

2) izmedu vrsta T. dobrogicus—T. ivanbureschi se prostire juzno od Beograda u okolini
jezera TreSnja (Arntzen 1 sar., 2014; Dzuki¢ 1 sar., 2016)

3) izmedu vrsta T. cristatus—T. dobrogicus kontaktna zona se nalazi u juznom Banatu
(Dzuki¢ i sar., 2016)

4) izmedu vrsta T. ivanbureschi—T. macedonicus u isto¢noj (okolina Pirota) i centralnoj
Srbiji (Radosice—Zupa), zona kontakta se pomera severno na raéun T. ivanbureschi tako
da jedinke nose T. ivanbureschi mtDNK, dok je nuklearna DNK izmesana kao
posledica dugotrajnog ukrStanja hibridnih populacija sa roditeljskim vrstama (Wallis i
Arntzen, 1989; Arntzen i Wallis, 1999; Wielstra i Arntzen, 2014).

Jedan od dobro proucenih primera hibridizacije je izmedu vrsta T. marmoratus
sa 12 trupnih prsljenova i T. cristatus sa 15 trupnih prsljenova. Rezultati hibridizacije

izmedu ove dve vrste su pokazali da je prisutna jaka asimetrija u pravcu ukrstanja, sa
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jednom klasom (T. cristatus majke) koja ¢ini 90% od F1 hibrida. Retka grupa koju ¢ine
T. marmoratus majke daje samo muZzjake. Odsustvo zenki iz ove klase F1 hibrida se
moze objasniti pomoc¢u inkompatibilnosti izmedu X hromozoma T. cristatusa i
citoplazme T. marmoratusa (Arntzen i sar., 2009). Posledica hibridizacije izmedu ove
dve vrste su sterilni F1 hibridi sa intermedijarnom morfologijom i brojem trupnih
prsljenova (Vallée, 1959; Arntzen i sar., 2009).

Kod hibridnih jedinki javlja se veéi broj anomalija kao Sto su sterilitet kod
muzjaka (Herrero, 1991), smanjen stepen prezivljavanja (Arntzen i Hedlund, 1990;
Macgregor 1 sar., 1990), zatim povecana ploidija (Lantz i Callan, 1954), kao i
poremecen odnos polova (Mancino i sar., 1978). Takode, kod hibridnih jedinki povecan
je stepen anomalija ki¢menice kao $to su rebra koja su srasla za prsljen, smanjen broj
kicmenih prsSljenova, kao i1 asimetricni sakralni prSljen kod adultnih jedinki (Madej,
1965; Czaja, 1980). Sve te anomalije ukazuju na poremecaje u kontroli procesa razvi¢a

kao i na smanjen homeostazis kod hibrida (Harrison, 1993).

1.10. Filogenetski odnosi u okviru roda Triturus

Najstariji fosilni nalazi familije Salamandridae potic¢u iz doba pleistocena pre
nekih 70 miliona godina (Milner, 2000). Zhang i sar., (2008) su predlozili da se po¢etno
razdvajanje recentnih Salamandridae desilo u Evropi pre 97-69 miliona godina. Pored
fam. Salamandridae, recentni repati vodozemci sadrze jo$ 9 fam. sa oko 68 redova i 686

vrsta (www.amphibiaweb.org) koji uglavnom naseljavaju delove severne hemisfere, dok

manji broj vrsta naseljava sub-tropski i tropski region (centralni delovi Juzne Amerike
su najjuzniji delovi do kojih dopiru). Familija Salamandridaec obuhvata dazdevnjake,
rodovi: Chioglossa, Lyciasalamandra, Mertensiella i Salamandra (koji su u potpunosti
terestriéni vodozemci) i mrmoljke, rodovi: Calotriton, Cynops, Echinotriton, Euproctus,
Ichtyosaura, Laotriton, Lissotriton, Neurergus, Notophtalamus, Ommatotriton,
Pachytriton, Paramesotriton, Pleurodeles, Taricha, Tylotriton i Triturus (koji su vezani

za vodena stani$ta u sezoni parenja).

Filogenetski odnosi unutar roda Triturus su dosta slozeni i prva sistematika roda

potiCe jos od Bolkay-a (1928), koji je svoju pretpostavku o monofiliji roda Triturus

23


http://www.amphibiaweb.org/

unutar fam. Salamandridae zasnovao na osteoloskim karakteristikama lobanje. Zajedno
sa monofilijom roda Triturus, naknadna istrazivanja su bila fokusirana na odnose unutar
roda u vecoj meri nego na polozaj roda unutar fam. Salamandridae (Arntzen i
Sparreboom, 1989). Monofilija roda Triturus je ¢vrsto podrZzana brojnim sinapomorfnim
karakteristikama (Arntzen, 2003), ukljucuju¢i i geneticku pojavu tzv. ’hromozom 1-
sindrom’ tj. pojava heteromorfizma za koji se vezuje balansni letalni sistem na prvom
hromozomu. Homozigotni embrioni ugibaju u ranim fazama razvica (imaju isti oblik
prvog para hromozoma i ¢ine 50% od ukupnog broja embriona), dok heterozigotni
embrioni nastavljaju normalno razvice (Wallace, 1994). Takode, molekularne
filogenetske studije potvrduju monofiliju roda Triturus kao i blisku filogenetsku vezu
mramornih sa krestastim mrmoljcima (Zajc i Arntzen, 1999). U taksonomskom pogledu,
grupa krestastih mrmoljaka je nekad bila nadvrsta (Artenkreis) Triturus cristatus
superspecies (Arntzen i sar., 2007). U okviru ove grupe u proteklih par decenija, bilo je
viSe promena taksonomskog statusa 1 broja vrsta u okviru grupe. Medutim, sa
napretkom u molekularnim tehnikama, prvenstveno molekularnih markera, dobijeni su
novi rezultati u filogenetskim odnosima velikih mrmoljaka (Steinfartz i sar., 2007;
Wielstra i Arntzen, 2011). Na osnovu Bajesove filogenetske metode utvrdena je bazalna
dihotomija kod krestastih mrmoljaka ta¢nije izmedu grupe T. karelinii i drugih vrsta
krestastih mrmoljaka. Takode, procenjeno je i vreme odvajanja grupe T. karelinii od
drugih krestastih mrmoljaka na oko 10.4 miliona godina, dok se vreme odvajanja T.
carnifex- T. macedonicus grupe od T. cristatus- T. dobrogicus grupe procenjuje na oko
9.3 miliona godina, a samo odvajanje izmedu T. cristatus i T. dobrogicus na oko 8.8
miliona godina (Wielstra i Arntzen, 2011; Arntzen i sar., 2015). Novija istrazivanja
filogenetskih odnosa u okviru roda Triturus pokazala su da unutar grupe T. karelinii
postoje tri klade oznacene kao ,,istocna“ (Kavkaz, Krim i juzne obale Kaspijskog mora),
»centralna® (severna Turska i juzna obala Crnog mora) i ,,zapadna®“ (zapadna Turska-
azijski deo i Balkansko poluostrvo) u skladu sa njihovom distribucijom. Isto¢na klada se
odvojila od ostale dve klade pre nekih 7 miliona godina, dok su se centralna i zapadna
klada razdvojile pre nekih 5.5 mliona godina (Wielstra i sar. 2010). Prema (Wielstra i
Arntzen, 2013, 2016) isto¢na klada je vrsta Triturus karelinii, centralna klada je

novoopisana vrsta T. anatolicus dok zapadnu kladu predstavlja vrsta T. ivanbureschi.

24



Prikaz filogenetskih odnosa unutar roda Triturus kao i modalni broj trupnih prsljenova
dat je na Slici 6.

mramorni mrmoljci —— T. marmoratus

— T. pygmaeus

T karelinii

— T anatolicus
krestasti mrmoljci T ivanbureschi
T carnifex
———— T. macedonicus
: g L T cristatus

I 14
15 l— T. dobrogicus

17

| T T | T T |
39 30 25 20 15 10 5 0

milion godina

Slika 6. Vremenski kalibrisana filogenija roda Triturus rekonstruisana na osnovu mt
DNK i ND1-ND2 mitohondrijalnih gena zajedno sa modalnim brojem prsljenova

(oznaceno bojama) (Prema: Arntzen i sar., 2015, modifikovano).
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2. CILJEVI ISTRAZIVANJA

Osnovni ciljevi ove doktorske disertacije su utvrdivanje promena u broju,
veli¢ini i obliku ki¢menih prsljenova kod devet blisko srodnih vrsta velikih mrmoljaka
roda Triturus. Takode, jedan od ciljeva ove doktorske disertacije je i utvrdivanje faktora
I mehanizama koji su doveli do promena u osovinskom skeletu kod ove grupe,
ukljucujuéi 1 formiranje i osifikaciju ki¢menih prsljenova tokom postembrionskog
razvica. Poznati filogenetski odnosi u okviru ove monofiletske grupe, omogucavaju
rekonstrukciju morfoloskih promena tokom evolucione istorije, kao 1 primenu
filogenetskih komparativnih metoda u morfometrijskim analizama. U skladu sa tim,
definisani su slede¢i ciljevi ove doktorske disertacije:

e Utvrdivanje postembrionskog razviéa ki¢menih prsljenova kod Kkrestastih
mrmoljaka sa akcentom na nastanak 1 osifikaciju tela prsljena. Za ovu studiju
odabrane su dve vrste krestastihn mrmoljaka Triturus ivanbureschi i T.
dobrogicus koje se razlikuju u broju prsljenova i elongaciji trupa. Jedinke T.
ivanbureschi imaju zdepasto telo sa manjim brojem trupnih prsljenova 14 u
odnosu na jedinke T. dobrogicus koje imaju veci broj trupnih prsljenova 16-17
i izduzenije telo. Hipoteza je da kod ove dve vrste koje imaju razlicite odlike
zivotne istorije postoje 1 razlike u formiranju ki¢menih prsljenova, tj. da
postoje razlike u vremenu njihovog formiranja kao i u vremenu pocetka same
osifikacije tela prsljena.

e Utvrdivanje varijabilnosti u broju ki¢menih prsljenova, tipovima i ucestalostima
homeotskih transformacija. Cilj ovog dela studije je bio da se na velikom
uzorku koji pokriva najveéi deo areala roda Triturus, ukljucujuéi i hibridne
zone, testiraju sledec¢e hipoteze:

1) Vrste koje imaju veéi broj trupnih tj. modalni broj prsljenova su varijabilnije
u broju trupnih prsljenova nego vrste koje se odlikuju manjim brojem
prsljenova u trupnom regionu.

2) Sto je veca varijabilnost u broju trupnih priljenova to je veca i udestalost

nepotpunih homeotskih transformacija. Kod hibridnih jedinki, o¢ekuje se veéi
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broj tranzicionih prsljenova kao i da se opseg variranja u broju prsljenova
preklapa sa opsegom variranja kod roditeljskih vrsta. Takode, kod vrsta ¢ije se
populacije nalaze u zoni kontakta dve ili viSe vrsta ocekuje se veca
varijabilnost u broju ki¢menih prSljenova kao 1 poveCana ucestalost
tranzicionih prsljenova u poredenju sa populacijama koje se nalaze dalje od
zone kontakta.

e Rekonstrukcija evolucionih promena u broju, veli¢ini i obliku ki¢menih
prsljenova. Jedna od hipoteza koja je razmatrana je:
1) Da su evolutivne promene u obliku povezane sa evolutivnim promenama u
veli¢ini prsljena, kao 1 sa brojem trupnih prsljenova (odnosno izduzivanjem
tela).
Poseban cilj: Utvrdivanje razlika u veli¢ini i obliku ki¢menih prsljenova
izmedju vrsta, 1 da 1i se na osnovu oblika kicmenog prSljena moze odrediti

vrsta?
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3. MATERIJAL | METODE

U ovoj doktorskoj disertaciji, koris¢eni su razli¢iti uzorci i metode radi testiranja
prethodno definisanih ciljeva istrazivanja, stoga je pregled analiziranog uzorka dat

posebno za svaki od navedenih ciljeva.

3.1. Pregled analiziranog uzorka krestastih mrmoljaka za
postembrionsko razvic¢e kicmenih prsljenova

Za analizu postembrionskog razvi¢a odabrane su dve vrste krestastih mrmoljaka
(Triturus ivanbureschi i T. dobrogicus). Na pocetku reproduktivne sezone, sakupljene
su gravidne Zenke koje su prebacene u laboratoriju Instituta za bioloSka istrazivanja
“Sinisa Stankovi¢” u Beogradu (Slika 7A). Zenke T. ivanbureschi sakupljene su sa
lokaliteta ZIli Do (42°25'N, 22°25'E) dok su zenke T. dobrogicus sakupljene sa lokaliteta
Karlovacki Vinogradi (45°10'N, 19°58'E) (odobreno od strane Ministarstva energetike,
razvoja i zastite zivotne sredine Republike Srbije, broj dozvole 353-01-75/2014-08).
Oba lokaliteta se nalaze u Srbiji. Jedinke su smestene pojedina¢no u zasebne akvarijume
zapremine 12 litara sa 6 litara dehlorisane vode (Slika 7B). Voda u akvarijumima je
menjana na svakih 7 dana, a zivotinje su hranjene svaki drugi dan larvama muva i
kisnim glistama. Zenke su polagale jaja na providne PVC trake sa kojih su se jaja
svakodnevno skidala i ¢uvala u petri posudama (pre¢nika Scm, napunjene dehlorisanom
vodom) do momenta izvaljivanja. Voda u petri posudama je menjana svaki drugi dan.
Nakon toga larve su prebacene u zasebne plasti¢ne posude (zapremine 100 ml i 500 ml
sa dehlorisanom vodom) gde su se dalje razvijale u laboratorijskim uslovima pod
dnevno noénim rezimom i temperaturom izmedu 16 i 19°C (Slika 7C i D). Voda je
takode menjana svaki drugi dan, a larve su hranjene rac¢i¢ima roda Artemia sp. na ranim
stadijumima (odmah po izvaljivanju) i ¢lankovitim crvima roda Tubifex sp.na kasnim

stadijumima razvica.
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Slika 7. Na fotografijama se vide razli¢ite faze eksperimenta

Razvojni stadijumi su odredivani na osnovu vremena pojavljivanja prstiju
prednjih i zadnjih ekstremiteta prema Glicksohnu (1932). Za ispitivanje

postembrionskog razvica izabrana su tri stadijuma (47, 52 i 62) kao najistaknutiji
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stadijumi u razvicu koji se lako mogu prepoznati. Starost larvi na pojedinim
stadijumima je sledeca: na stadijumu 47 larve su u proseku bile stare 18 dana od
momenta izvaljivanja, na stadijumu 52 prose¢na starost larvi je bila 27 dana a na
stadijumu 62 starost je bila oko 58 dana. Pre same fiksacije, larve su fotografisane
pomocu digitalnog fotoaparata Nikon Coolpix 4500 sa lenjirom od 10 mm pored svake
larve. Duzina larvi je merena od vrha njuSke do kraja repa pomocu programa
UTHSCSA IMAGETOOL version 3.0 (http://compdent.uthscsa.edu/dig/itdesc.html).
Eksperiment je odobren od strane Eticke komisije Instituta za bioloSka istrazivanja
“Sinisa Stankovi¢” (01-05/14).

3.1.1. Priprema tkiva za histolosku analizu —metode histoloskog bojenja

Za fiksaciju larvi koriS¢ena su dva tipa fiksativa. Buenov fiksativ (Carson and
Hladik, 2015) je koris¢en za fiksiranje tkiva koje ¢e se bojiti hematoksilin-eozin (HE)
metodom (Lillie, 1965) dok je 10% formalin koris¢en za Von Kossa (Sheehan and
Hrapchak, 1980) i alizarin red S (Drury and Wallington, 1967) bojenja. Prvi korak u
pripremi tkiva za histoloska bojenja bio je dehidratacija tkiva pomocu etil alkohola
rastu¢e koncentracije (30, 50, 70, 96 i 100%). Nakon toga je usledilo prosvetljavanje
tkiva u ksilolu koji tkivo ¢ini prozirnim i omogucava prodiranje parafina. Posle
izlaganja ksilolu, larve su bile utopljene prvo u meki parafin (temperatura topljenja je
izmedu 46 1 48°C) ¢ija je uloga da prozme tkivo a zatim je usledilo utapanje u tzv. ¢vrsti
parafin (temperatura topljenja je izmedu 56 i 58°C) koji sluzi za kalupljenje tkiva. Cele
ukalupljene larve su secene pomocu rotacionog mikrotoma (RM 2125RT Leica) (Slika
7E) na uzduzne i popreéne preseke debljine 5um. Radi lakSeg poredenja jedinki dve
vrste na istom kao i na razli¢itim stadijumima razvica, preseci su vrSeni na nivou drugog
i treceg trupnog prsljena. Preseci u ovom nivou su izabrani jer se na osnovu antero-
posteriornog razvi¢a ki¢menice ova dva prsljena nalaze u prednjem (anteriornom) delu
ki¢menice koji bi trebao prvi da osifikuje. Preseci tkiva su poloZeni na povrSinu
zagrejane vode a zatim postavljeni na predmetna stakla. Nakon susSenja izvrSena je
deparafinizacija preseka tkiva u ksilolu a rehidratacija u seriji etil alkohola opadajuce
koncentracije (100, 96, i 70%). Nakon toga je usledilo bojenje histoloskih preseka i

montiranje pokrovnog stakla pomo¢u DPX-a radi dobijanja trajnih preparata. Digitalne
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slike histoloskih preseka dobijene su pomo¢u DM RB svetlosnog mikroskopa (Leica,
Wetzlar, Germany). Detalji procedure pripreme tkiva za histoloska bojenja prikazani su

u Prilogu (Prilog 1).

Hematoksilin-eozin bojenje

Hematoksilin-eozin bojenje je jedno od najcesce koriSenih standardnih metoda bojenja
u histologiji. Hematoksilin je ljubi¢asta, bazno pozitivna boja dok je eozin ruZziCasta,

kiselo negativna boja.

Postupak bojenja: Nakon rehidratacije, histoloSki preseci se prvo boje hematoksilinom u
trajanju od 3 minuta a zatim eozinom u trajanju od 5 minuta. Proces dehidratacije
sproveden je kroz seriju etanola rastuce koncentracije, a nakon izlaganja preseka ksilolu
usledilo je montiranje pokrovnog stakla pomoc¢u DPX-a. Rezultati ove metode bojenja
su plavo obojena jedra, crveno obojena citoplazma , misi¢i su obojeni tamno crveno dok

je kolagen svetlo ruzicaste boje.
Alizarin red S bojenje

Alizarin red S boja se koristi u histologiji za detekciju kalcijuma u tkivima (Drury and
Wallington, 1967).

Postupak bojenja: Preseci tkiva bojeni su pomocu 2% rastvora alizarin red S (pH 4.2) 2
minuta. Visak boje je otklonjen ispiranjem pomocu vode a preseci su dalje tretirani
100% acetonom 20 sekundi, a zatim sa meSavinom acetona i ksilola u razmeri 1:1,
takode 20 sekundi, i na kraju samo sa 100% ksilolom. Preseci su montirani pomocu
pokrovnog stakla i DPX-a. Rezultati ove metode bojenja su tamno narandzasto ili

crveno obojeni talozi kalcijuma.
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Von Kossa i alcian plavo bojenje

Von Kossa bojenje takode spada u jednu od histoloskih metoda za detekciju kalcijuma u
tkivima pomocu zamene deponovanog kacijuma solima metala (Drury and Wallington,
1967). Prema Kiernanu (2003) ovo je metod za identifikaciju anjona fosfata i karbonata
sa kojima je kalcijum povezan. Kombinacija Von Kossa sa alcian plavom bojom je
specificna za bojenje hrskavicavog tkiva.

Postupak bojenja: Nakon ispiranja nekoliko puta u destilovanoj vodi, preseci su
potopljeni u 1% rastvor srebro nitrata u staklenim kivetama ostavljenim na suncu
priblizno 20 minuta, a nakon toga su ponovo isprani nekoliko puta destilovanom
vodom. Visak srebra je otklonjen potapanjem preseka u 5% rastvor tiosulfata 5 minuta,
a nakon toga preseci su isprani destilovanom vodom. Potom su preseci obojeni 1%
rastvorom alcian plave 8 GX (pH 2.5) 30 minuta i nakon ispiranja destilovanom vodom
obojeni sa 0.1% rastvorom nuclear fast red 5 minuta. Obojeni preseci su nakon toga
dehidrirani, oc¢i$¢eni i montirani pomocu DPX-a. Kao rezultat ovog bojenja, uocavaju se
crno obojene soli fosfata 1 karbonata (kalcijumove soli), plavo je obojen vancelijski

matriks hrskavice, jedra su obojena crveno a citoplazma ruzi¢astom bojom.

3.1.2. Opis stadijuma razvica larvi za postembrionsko razvi¢e ki¢menice

Kao $to je ranije navedeno, za histoloSke analize odabrana su tri, jasno
definisana stadijuma razvica koji se razlikuju na osnovu izgleda i vremena pojavljivanja

prstiju prednjih i zadnjih ekstremiteta.

Za stadijum 47 karakteristi¢na je pojava tre¢eg prsta prednjih ekstremiteta dok
su prvi i drugi prst dobro razvijeni. Na ovom stadijumu ne postoje naznake pocetka
razvi¢a zadnjih ekstremiteta. Na stadijumu 52 pojavljuje se pupoljak cetvrtog prsta
prednjih ekstremiteta. Ovaj stadijum karakterise i pojava pupoljka zadnjih ekstremiteta.
Stadijum 62 se karakteriSe time Sto su prsti prednjih i zadnjih ekstremiteta kompletno
formirani i od ovog stadijuma larve samo rastu do metamorfoze bez vidljivih
morfoloskih karakteristika na osnovu kojih bi se mogli precizno determinisati stadijumi

(Slika 8). Pregled analiziranog uzorka za obe vrste larvi dat je u Tabeli 1. Za analizu
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razlika u veli¢ini larvi izmedu vrsta T. ivanbureschi i T. dobrogicus na razli¢itim
stupnjevima razvic¢a koris¢en je Mann-Whitney U test. Za utvrdivanje znacajnosti

primenjena je Bonferoni korekcija za multipna poredenja.
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Stadijum 47

pojava 3. prsta na prednjim ekstremitetima

Stadijum 52

pojava 4. prsta na prednjim ekstremitetima
pojava pupoljka zadnjih ekstremiteta

Stadijum 62

potpuno formirani svi prsti na prednjim i
zadnjim ekstremitetima

Slika 8. Graficki prikaz stadijuma kori$¢enih za postembrionsko razvice T. ivanbureschi
i T. dobrogicus. Slovima a i b su uznaceni prednji i zadnji ekstremiteti (Prema
Glucksohn, 1932, modifikovano).
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Tabela 1. Pregled uzorka i duzina larvi (u mm) po stadijumima razvica

Vrsta T. ivanbureschi T. dobrogicus
Stadijum Oznaka DuzZina tela Oznaka Duzina tela
jedinke jedinke
101 16.39 D238 13.84
47 90 14.77 D67/2 16.34
225 16.23 D474 15.36
242 18.17 D411 13.13
73 21.81 D215 16.80
52 272 23.94 D414 17.64
273 21.84 D672/2 20.28
276 21.50 D68-1 19.16
254 34.42 D645-2 30.61
62 4 34.62 D703-1 31.42
232 38.82 D719 29.30
252 34.96 D34 30.79
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3.2. Pregled uzorka za analize varijabilnosti u broju kicmenih
prsljenova i tipova homeotskih transformacija

Za potrebe analize varijabilnosti u broju ki¢émenih prsljenova i tipova
homeotskih transformacija analizirano je ukupno 1436 adultnih jedinki (dve vrste
mramornih i Sest vrsta krestastih mrmoljaka) iz 126 populacija. Na osnovu dobro
dokumentovane distribucije vrsta velikih mrmoljaka (Mikuli¢ek i sar., 2012; Arntzen i
sar., 2014), populacije su definisane kao “centralne” 1 “marginalne” na osnovu njihove
geografske pozicije dalje od (=50 km) ili blize (<50 km) nekoj od srodnih vrsta (Slika
9). U “centralnim” populacijama smanjena je verovatnoca hibridizacije i introgresije, za
razliku od “marginalnih” populacija kod kojih je ta verovatno¢a povecana usled

kontakta dve ili vise vrsta.

M . marmoratus B T. dobrogicus [ T. ivanbureschi
I T. pygmaeus W 7. carnifex | T. anatolicus
M T. cristatus M 7. macedonicus B T karelinii

Slika 9. Pregled uzorka koris¢enog za analize varijabilnosti u broju ki¢menih pr$ljenova
i homeotske transformacije. Na mapi su oznacene centralne populacije (crni krugovi) i

marginalne populacije (beli krugovi).

Za procenu varijabilnosti broja ki¢menih prSljenova i utvrdivanje tipova
homeotskih transformacija koris¢eni su rendgenski snimci dobrog kvaliteta kao i

prosvetljeni skeleti. Rendgenski snimci su dobijeni pomoc¢u rendgen aparata Faxitron
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43855C/D sa vremenom ekspozicije od 20—40 sekundi na 3mA i 70 kV. Rendgenski
snimci 835 jedinki su uradeni u Nacionalnom centru za biodiverzitet u Lajdenu,
Holandija. Ostatak od 601 adultne jedinke pripada batraholoskoj zbirci Instituta za
bioloska istrazivanja “SiniSa Stankovi¢* u Beogradu i one su prosvetljene metodama za
diferencijalno bojenje kostiju. Pregled lokaliteta, veli¢ina uzorka po populacijama kao i

pozicije populacija u odnosu na zone kontakta dati su Prilogu (Prilog Tabela 1).

3.2.1. Metode prosvetljavanja mekog tkiva i diferencijalnog bojenja kostiju

Skeleti su prema standardnoj proceduri o&i$éeni od tkiva. Zivotinje su prvo
disekovane, oCis¢ene od koze a pigmentisani peritoneum i visceralni organi su
uklonjeni. Nakon ¢isc¢enja vrsi se rehidratacija izmenom 50%, 30% etanola i destilovane
vode u kojima materijal stoji po 24 ¢asa. Zatim sledi prosvetljavanje tkiva enzimom
tripsinom (Trypsine TYPE2 S). Citav proces traje od 4 do 7 sati za sitnije Zivotinje dok
za krupnije ovaj proces moze trajati i nekoliko dana. Zavrsni korak je bojenje kostiju
pomocu rastvora koji sadrzi 100ml destilovane vode, 0.5 g kalijum hidroksida (KOH) i
0.005 gr boje Alizarin Red S. Bojenje se prekida prebacivanjem materijala u rastvor
KOH-glicerin u odnosu 3:1 sa nekoliko kapi 3% vodonik-peroksida (H202), a zatim se
preparati prebacuju u rastvor KOH-glicerin 1:1 i tu stoje 24 ¢asa. Obojeni skeleti se

trajno Cuvaju u glicerinu pomesanom sa nekoliko zrna timola (Dingerkus i Uhler, 1977).

3.2.2. Odredivanje broja prsljenova po regionima i homeotskih transformacija duz
ki¢menice

Na analiziranom uzorku utvrden je broj vratnih odnosno cervikalnih (C), trupnih
(T) 1 sakralnih (S) prSljenova. Broj kicmenih prSljenova dat je u vidu “aksijalne
formule” (C + T + S). Ostala dva regiona, kaudo-sakralni i repni region nisu
prebrojavani i ukljuceni u aksijalnu formulu zbog tezeg razlikovanja kaudo-sakralnih
prsljenova od repnih na rendgenskim snimcima kao i zbog oste¢enja u repnom delu

ki¢menice kod vecine analiziranih jedinki. Kod velikog broja prosvetljenih jedinki vr$ni
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deo repnog regiona ki¢émenice nedostaje usled uzimanja tkiva za elektroforetske analize
enzima.

Kao nepotpune homeotske transformacije trupnog u sakralni prsljen i obruto,
definisane su morfoloske promene prs$ljena kada polovina prsljena ima izgled trupnog a
druga polovina izgled sakralnog prsljena. Kod jedinki kod kojih je prisutna nepotpuna
homeotska transformacija na granici trupnog i sakralnog regiona, u aksijalnoj formuli ti
prsljenovi su obelezeni kao 0.5 i ta vrednost je dodata na kompletan broj trupnih
prsljenova. Kod nepotpunih homeotskih transformacija razlikuju se desna i leva strana
asimetrije. Kod nepotpune homeotske transformacije trupnog u sakralni prsljen, desni
tip asimetrije predstavlja postojanje trupnog rebra sa desne strane i sakralnog rebra sa
leve strane a obrnuto vazi za levi tip asimetrije. Nepotpune homeotske transformacije
dodatnog sakralnog prsljena podrazumevaju da je pored sakralnog prSljena prisutan i
tranzicioni sakralni prsljen. Nepotpune homeotske transformacije na granici vratnog i
trupnog regiona definisane su kao postojanje trupnog rebra na desnoj ili levoj strani
vratnog prSljena. Potpuna homeotska transformacija vratnog u trupni prsljen
podrazumeva odsustvo cervikalnog prsljena, odnosno postojanje trupnog rebra sa obe
strane vratnog priljena. Sematski prikaz tipova homeotskih transformacija koje se

zabeleZene u okviru roda Triturus su dati na Slici 10.
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Slika 10. Sematski prikaz homeotskih transformacija ki¢menice kod velikih mrmoljaka
(na primeru T. marmoratus — modalni proj tupnih ki¢menih prsljenova za ovu vrstu je
12) A) Prikaz ki¢menice bez homeotskih transformacija i sa regularnim brojem trupnih
pr§ljenova, kaudo-sakralnim i kaudalnim prSljenovima B) nepotpuna homeotska
transformacija vratnog u trupni prsljen; C) potpuna homeotska transformacija vratnog u
trupni prsljen; D) tranzicioni sakralni prs§ljen sa trupnim rebrom na jednoj starni i
sakralnim rebrom na drugoj strani pracen tranzicionim prsljenom sa sakralnim rebrom
na jednoj strani i bez rebra na drugoj strani; E) tranzicioni trupno-sakralni prsljen, sa
trupnim rebrom na jednoj starni i sakralnim rebrom na drugoj strani pracen sakralnim

prsljenom.

3.2.3. Statisti¢ke analize

Srednja vrednost broja trupnih prsljenova, standardna devijacija, minimalne i
maksimalne vrednosti kao i modalni broj izracunat je za svaku vrstu kao i za centralne i
periferne populacije. U okviru svake vrste, izra¢unat je procenat jedinki sa kompletnim
brojem trupnih prsljenova koji se razlikuju od modalnog broja (Tvar), OpSeg variranja u

broju trupnih prsljenova (Trange) kao i procenat jedinki sa tranzicionim sakralnim
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prsljenom (Syr). Za kvantifikaciju korelacija izmedu modalnog broja trupnih prsljenova
(Tn) 1 1) procenta jedinki sa kompletnim brojem trupnih prsljenova koji se razlikuju od
modalnog broja (Tvar) 1 2) opsega variranja u broju trupnih pr§ljenova (Trange) Unutar
vrsta koris¢en je Spirmanov koeficijent korelacije (rs). Isti test je koris¢en i za
kvantifikaciju korelacija izmedu procenta tranzicionih sakralnih prsljenova (Str) 1 Tvar |
Trange. Da bi se testirale razlike u aksijalnoj formuli izmedu hibrida i roditeljskih vrsta
kod “centralnih” i “marginalnih” populacija kori$¢en je G-test. Za analizu varijabilnosti
izmedu vrsta u filogenetskom kontekstu koriS¢ena je filogenija roda Triturus (Arntzen i
sar., 2015) (Slika 6). Takode, procenjeno je prisustvo filogenetskog signala za varijable
(Tn, Tvar, Trange 1 Str). Za utvrdivanje prisustva filogenetskog signala primenjena je
procedura nasumiéne permutacije gore pomenutih varijabli (po principu Braunovog
kretanja) na terminalne grane filogenetskog stabla (10 000 sluéajnih permutacija).
Statisticka znacajnost filogenetskog signala postoji ukoliko su blisko srodni taksoni u
vrednosti. Da bi se dobio set varijabli korigovanih za efekat filogenije, primenjena je
metoda filogenetski nezavisnog kontrasta (Felsenstein, 1985). Regresija vrednosti
nezavisnih kontrasta (Tvar) Na vrednosti nezavisnih kontrasta za (Tn) kao i regresija
vrednosti nezavisnih kontrasta (Trange) Na vrednosti nezavisnih kontrasta (T ), koris¢ena
je da bi se ispitala povezanost izmedu evolucionih promena u modalnom broju trupnih
prsljenova i varijabilnosti u broju trupnih prsljenova. Regresija vrednosti nezavisnih
kontrasta (Tvar) i (Trange) N@ vrednosti nezavisnih kontrasta (Sy) kori$¢ena je da bi se

istrazile evolucione promene i ucestalost tranzicionih prsljenova.

3.3. Pregled uzorka za analize varijabilnosti u veli¢ini i obliku
ki¢menih prsljenova

Da bi se istrazila varijabilnost u veli¢ini i obliku ki¢menih prsljenova pomocu
metoda kompjuterizovane tomografije i trodimenzione geometrijske morfometrije,
analizirano je ukupno 146 adultnih jedinki sacuvanih u alkoholu a koje su deo
herpetoloske zbirke Nacionalnog centra za biodiverzitet u Lajdenu, Holandija. U analizu

je uklju¢eno sedam od devet vrsta velikih mrmoljaka zajedno sa vrstom Calotriton
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asper, koja pripada sestrinskom rodu. Lokaliteti jedinki sa koordinatama kao i veli¢ina
uzorka dati su u Prilogu (Prilog Tabela 2).

3.3.1. Geometrijska morfometrija

Oblik neke morfoloske celine matematicki se definiSe kao geometrijska
informacija koja je nezavisna od efekta njene veli¢ine, polozaja i orijentacije (Kendall,
1977; Bookstein, 1996). Geometrijska morfometrija omogucava izolovanje “Cistog”
oblika i njegovo dalje analiziranje metodama multivarijatne statistike. Jedna od
prednosti geometrijske morfometrije u odnosu na klasi¢nu, tradicionalnu morfometriju
je ta Sto se geometrijskom morfometrijom mogu otkriti suptilne razlike u obliku
morfoloskin struktura koje se ne mogu otkriti tradicionalnom morfometrijom (Rohlf
1990; KIlingenberg 2002). Takode, jedna od velikih prednosti geometrijske
morfometrije je i ta da se definicija oblika morfoloske celine poklapa sa matematickom
definicijom oblika tj. zadrzava se informacija o obliku morfoloske celine, odnosno
njenoj geometriji (Kendall, 1977; Ivanovic¢ i Kalezi¢, 2013). Vazan aspekt geometrijske
morfometrije je i vizuelizacija promene oblika na osnovu postoje¢ih razlika u
konfiguracijama specifi¢nih tacaka, $to omogucava sagledavanje mogucih faktora i
mehanizama koji dovode do varijabilnosti oblika (Monteiro i sar. 2000).

U geometrijskoj morfometriji se kao mera veliine racuna veli¢ina centroida
(engl. centroid size, CS), koja predstavlja meru disperzije specifiénih tacaka od sredista
(centra) date konfiguracije (Zelditch i sar., 2004). Veli¢ina centroida u matemati¢kom
pogledu predstavlja kvadratni koren sume kvadrata rastojanja specifi¢nih tacaka od
srediSta date konfiguracije (Ivanovi¢ i Kalezi¢, 2013). Primenom generalizovane
Prokrustove superimpozicije (engl. Generalized Procrustes Analysis, GPA) se pomoc¢u
skaliranja, translacije i rotacije konfiguracije specificnih tacaka eliminiSu razlike
uslovljene veli¢inom, polozajem 1 orjentacijom a zadrzavaju se samo informacije koje
su direktno vezane za oblik (Bookstein, 1996; Dryden i Mardia, 1998). Na taj nacin se
dobijaju koordinate specificnih tacaka koje nose informacije o obliku odredene
konfiguracije (Prokrustove koordinate). Razlike u Prokrustovim koordinatama izmedu
odgovaraju¢ih specificnih tacaka predstavljaju razlike u obliku izmedu konfiguracija

koje se porede. Linearna mera distance izmedu dve konfiguracije specificnih tacaka
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koje se porede oznacava se kao Prokrustova distanca. Izracunava se kao kvadratni koren
sumne kvadrata rastojanja izmedu odgovaraju¢ih tacaka nakon Prokrustove
superimpozicije. Prokrustova distanca predstavlja osnovnu meru razlika u obliku u

geometrijskoj morfometriji.

3.3.2. Kompjuterizovana mikrotomografija, konsrukcija trodimenzionalnih modela
ki¢menih prsljenova i odabir specifi¢nih tacaka

Kompjuterizovana mikrotomografija (uCT) je radioloSka metoda snimanja
pomocu rendgenskog zracenja u kombinaciji sa tomografijom, metodom koja se zasniva
na matematickoj proceduri obrade dobijenih snimaka. Digitalna obrada se Koristi za
generisanje trodimenzionalnih (3D) modela na osnovu velikog broja rendgenskih
snimaka skeniranog objekta u toku jedne rotacije objekta oko svoje ose. Ova metoda je
vema pogodna za dobijanje detaljnih informacija o obliku morfoloskih celina, njihovu
preciznu digitalnu vizuelizaciju i kvantifikaciju varijabilnosti morfoloskih celina.

Jedinke koriS¢ene u ovoj tezi skenirane su u Nacionalnom centru za biodiverzitet
u Lajdenu, Holandija mikrotomografom Skyscan 1171 pod optimalnim uslovima (59
kV, sa stepenom rotacije od 0.7, 145 ms je vreme ekspozicije a rezolucija od 26.1 um).
Na osnovu serije rendgenskih snimaka pomocu programa NRECON izvrSena je
segmentacija, odnosno generisani su preseci na kojima je manuelno oznaceno tkivo od
interesa, a koji su potom koris¢eni za pravljenje 3D digitalnih modela ki¢menih
prsljenova upotrebom programa Skyscan CT-analyser (verzija 1.10). Postavljanje
specifi¢nih tacaka na 3D modele uradeno je uz pomo¢ programa Landmark IDAV
verzija 3.0 (Wiley i sar., 2005).

Kao §to je ranije reCeno, u geometrijskoj morfometriji polazni podaci su
konfiguracije specificnih ta¢aka. Odabir specifi¢nih tacaka se mora zasnivati na dobrom
poznavanju anatomije objekta, a raspored istih treba Sto adekvatnije da “ocrta” oblik
analiziranog objekta (Bookstein, 1991; Ivanovi¢ i Kalezi¢, 2013). Prilikom postavljanja
tacaka one moraju da budu Sto ravnomernije rasporedene kako bi se Sto preciznije
registrovale promene u obliku. Na osnovu geometrijskih i anatomskih kriterijuma,
Bookstein (1991) izdavaja tri tipa specif