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Hibridizacija, morfoloSka varijabilnost i stabilnost razvic¢a velikih mrmoljaka
(Triturus spp.)

Sazetak

Hibridizacija moZe imati razli¢ite evolucione i ekoloSke ishode. Veliki mrmoljci
(Triturus spp.) formiraju hibridne zone u kojima ucestvuju vrste razli¢itog stepena
filogenetske srodnosti i predstavljaju pogodan model sistem za ispitivanje procesa i
mehanizama hibridizacije i njenih ishoda. Vrste T. ivanbureschi i T. macedoncius
hibridizuju u centralnoj i istocnoj Srbiji formirajuci specifi¢nu zonu u kojoj dolazi do
zamene vrsta 1 asimetricne introgresije mitohondrijske DNK uz postojanje vijabilnih
hibridnih populacija. Relativno sliCan scenario sre¢e se u zapadnoj Francuskoj gde
T. cristatus i T. marmoratus hibridizuju i produkuju sterilne hibride.

Ciljevi ove doktorske disertacije su odredivanje parametara koji su doprineli
formiranju i odrzavanju hibridne zone, kao i procena uticaja hibridizacije na vijabilitet,
morfolosku varijabilnost (sa posebnim osvrtom na slozeni zZivotni ciklus i metamorfozu) i
stabilnost razvica hibrida i roditeljskih vrsta. Podaci su prikupljani tokom tri godine intra- i
interspecijskog eksperimentalnog ukrStanja, kao 1 analizom materijala iz prirodnih
populacija. Praceni su parametri rane Zivotne istorije, ontogenija 1 disparitet oblika tela 1
uticaj hibridizacije na stabilnost razvica. Morfoloska varijabilnost 1 stabilnost razvica
procenjeni su metodama geometrijske morfometrije.

Triturus macedonicus odlikuje se ve¢im reproduktivnim potencijalom u odnosu na
T. ivanbureschi, $to je moglo da omoguéi pocetak Sirenja areala. Hibridizacija smanjuje
vijabilitet jaja, ali ne i embriona. Hibridi se morfoloski razlikuju od obe roditeljske vrste i
uglavnom su intermedijarni. Larveno razvice je kanalisano, dok su stupnjevi kada jedinke
dolaze u kontakt sa novom sredinom (izvaljivanje larvi i metamorfoza) izuzetno varijabilni.
Hibridizacija ne utice na stabilnost razvi¢a velikih mrmoljaka.

Klju¢ne reci: hibridizacija, vijabilnost, morfoloska varijabilnost, varijansa,
morfoloSki disparitet, ontogenetske trajektorije, metamorfoza, stabilnost razvica,
fluktuirajuca asimetrija, Triturus spp.

Naucna oblast: Biologija

UZza naucna oblast: Morfologija, sistematika 1 filogenija Zivotinja



Hybridization, morphological variability and developmental stability of large-bodied
newts (Triturus spp.)
Abstract

Hybridization can have various evolutionary and ecological outcomes. Large-
bodied newts (Triturus spp.) hybridize mutually regardless of the degree of genetic
similarity. This characteristic makes them a good model system to explore hybridization, as
well as hybridization outcomes. Triturus ivanbureschi and T. macedonicus have specific
species displacement scenario which includes hybridization in Serbia, wide zone of
asymmetric mtDNA introgression and viable hybrid populations. Relatively similar species
displacement scenario is found in France, where T. cristatus and T. marmoratus hybridize,
but their hybrids are sterile.

The main aims of this doctoral dissertation are to establish parameters which
enabled formation and maintenance of hybrid and introgressive zone and to estimate effects
of hybridization on viability, morphological variation (with special emphasis on complex,
biphasic life cycle and metamorphosis) and developmental stability. The data was collected
during a three-year hybridization experiment, as well as from natural populations. The early
life history parameters, ontogeny and disparity of body shape, and the effects of
hybridisation on developmental stability were recorded. Morphological variability and
developmental stability were analysed by geometric morphometrics.

Triturus macedonicus have higher reproductive output compared to T. ivanbureschi
which could be an advantage at the initial species contact. Hybridization reduces egg
viability, but not the viability of embryos. Hybrids are morphologically divergent from
parental species, with mostly intermediate position relative to parental species. Larval
development is highly canalized, while the ontogenetic stages when newts confront new
environment (hatching and metamorphosis) are highly variable. Hybridization does not
affect developmental stability.

Keywords: hybridisation, viability, morphological variability, variance,
morphological disparity, ontogenetic trajectories, metamorphosis, developmental stability,
fluctuating asymmetry, Triturus spp.

Scientific field: Biology
Special scientific field: Morphology, systematics and phylogeny of animals
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1 Uvod

1.1 Hibridizacija

Hibridizacija se definiSe kao reprodukcija ¢lanova geneticki udaljenih taksona (npr.
Barton i Hewitt 1985; Arnold 1992; Abbot i sar. 2013). Prvobitno je smatrano da u prirodi
retko dolazi do hibridizacije, i da ukoliko do nje dolazi, ona dovodi do sterilnih hibrida
odnosno da nema evolucionog znac¢aja (videti npr. Burke i Arnold 2001; Arnold i sar.
2001). Danas je poznato da se hibridizacija javlja kod najmanje 25% biljnih i 10%
zivotinjskih vrsta u prirodnim populacijama (Mallet 2005). Istrazivanjem veceg broja
taksona i razvojem novih metoda utvrdeno je da hibridizacija moze imati Sirok spektar kako

pozitivnih, tako i negativnih evolucionih i ekoloskih ishoda (npr. Seehausen 2004).

Pod terminom hibrid najéesée se podrazumeva jedan, odredeni hibridni fenotip. U
prirodi je Cesto situacija drugacija i u jednoj populaciji sre¢e se veci broj hibridnih
fenotipova (Barton i Hewitt 1985). UkrStanjem dve roditeljske jedinke koje pripadaju
razli¢itim taksonima formira se F; generacija hibrida. Rezultujuéi fenotip mozZe biti slican
jednom od roditeljskih taksona, nalaziti se izmedu roditelja ili se razlikovati od oba
roditelja. Hibridne jedinke mogu dalje da se ukrstaju i produkuju naredne generacije hibrida
ili mogu biti sterilne. MoZe do¢i 1 do povratnog ukrStanja hibrida sa jednom ili obe
se ukrStaju. Kod hibridnih jedinki uspostavljaju se nove kombinacije gena ¢iji se efekti
uocavaju na razli¢itim nivoima 1 imaju razli¢ite posledice — od naruSavanja stabilnih
kompleksa gena i smanjene vijabilnosti hibrida do formiranja novih adaptivnih kombinacija
I specijacije (npr. Abbott i sar. 2013). Ishod hibridizacije uglavhom zavisi od nivoa
geneticke diferencije roditeljskih taksona, te je za srodnije taksone ocekivanije da hibridi
budu vijabilni (Nolte i Tautz 2010). Sa druge strane, divergencija i duga nezavisna
evoluciona istorija uz formiranje reproduktivnih barijera, mogu dovesti do potpune

reproduktivne izolacije dva taksona (Dobzhansky 1937; Mayr 1963; Coyne i Orr 2004).



Reproduktivne barijere zapravo predstavljaju izolacione mehanizme koji sprecavaju
hibridizaciju dva taksona i javljaju se u razli¢itim oblicima. Osnovna podela reproduktivnih
barijera je na osnovu perioda u kom se javljaju (pre- i postzigotske barijere). Prezigotske
barijere smanjuju verovatnocu parenja ili kontakta gameta dva taksona, ili deluju nakon
parenja ili kontakta gameta redukujuci verovatnocu uspesSnog oplodenja. Postzigotske
barijere deluju u smeru redukcije adaptivne vrednosti hibrida. Bilo koji od navedenih
izolacionih mehanizama moze imati centralu ulogu u omogucavanju divergencije vrsta, ili
viSe njih moze delovati zajedno na razli¢itim niovima zavisno od evolucionih mehanizama
koji se nalaze u osnovi divergencije (npr. Coyne i Orr 2004). Uticaj hibridizacije na
razli¢ite karakteristike zivotne istorije ogleda se upravo kroz razli¢ite reproduktivne
barijere, odnosno kroz stepen njihovog uticaja. Kako i ishodi hibridizacije mogu biti
razli€iti, tako moze 1 uticaj hibridizacije na karakteristike Zivotne istorije, od potpunog
smanjenja adaptivne vrednosti hibrida (npr. drasti¢no smanjenom stopom izvaljivanja larvi)
do vise relativne adaptivne vrednosti u odnosu na roditeljske vrste u razli¢itim uslovima

zivotne sredine (npr. Arnold 1 Hodges 1995; Arnold i Martin 2010).

Kada su izolacioni mehanizmi dva taksona koji dolaze u kontakt nepotpuni,
formiraju se hibridne zone. Hjuit (Hewitt 1988) definise hibridne zone kao prirodne
laboratorije u kojima se mogu izucavati razliciti evolucioni procesi, posebno divergencija 1
specijacija. Pod terminom hibridna zona podrazumeva se jedna ili viSe klina izmedu dva
taksona sa parapatrickim rasprostranjenjem koji medusobno hibridizuju. Drugim re¢ima, to
je uska oblast u kojoj se dva taksona srecu, pare i produkuju hibride (Barton i Hewitt 1985).
Nazivaju se i zonama sekundarnog kontakta. Na primer, do diverzifikacije je dolazilo
nakon pleistocenskih glacijacija kada je iz refugijuma zapoceta rekolonizacija u razli¢itim
pravcima, sto je dovelo do prostorne izolacije populacija i njihove dalje specijacije u
razli¢itim sredinskim uslovima (Hewitt 2000). Takode, zbog razli¢itih geografskih promena
u proSlosti (npr. uzdizanja planinskih venaca, stvaranja moreuza, pomeranja toka reka i
slicno) dolazilo je do prostornog razdvajanja taksona $to je vremenom vodilo ka njihovoj
divergenciji. Sa promenama uslova, izolovani taksoni mogu do¢i u ponovni kontakt i

hibridizovati (Barton i Hewitt 1985, 1989; Harrison 1993). Hibridne zone se po strukturi



populacije mogu podeliti na unimodalne — kada ih ¢ine pretezno hibridne jedinke, i
bimodalne — kada veéina jedinki u hibridnoj zoni pripada roditeljskim vrstama (Jiggins i
Mallet 2000).

Hibridne zone nisu stati¢ne u vremenu i prostoru. Vremenska komponenta se odnosi
na dinamiku uspostavljanja sekundarnog kontakta u odnosu na duzinu perioda nezavisne
evolucije, dok se prostorna dinamika odnosi na delove areala koji dolaze u kontakt. Upravo
ovakva prostorno-vremenska dinamika hibridnih zona omogucava sagledavanje i
objasnjenje mehanizama u osnovi evolucionih procesa. Na dinamiku uti¢e pre svega
struktura same zone koja zavisi od stepena geneticke i ekoloske diferencijacije taksona koji
se ukrstaju, njihove brzine Sirenja i adaptivne vrednosti hibrida (Harrison 1993; Buggs
2007). Na primer, pomeranje hibridne zone u korist jednog od roditeljskih taksona
uslovljeno je asimetri¢nom hibridizacijom, odnosno povratnim ukrstanjem hibridnih jedinki
sa jedinkama favorizovanog roditeljskog taksona (Buggs 2007). Klimatske promene,
izmene prirodnog stanista, introdukcija alohtonih, ¢esto i invazivnih vrsta, kao i drugi
antropogeni uticaji na zivotnu sredinu, takode su faktori koji mogu uticati na formiranje i
pomeranje hibridnih zona (npr. Arntzen i Hedlund 1990; Allendorf i sar. 2001; Crispo i sar.
2011; Harrison i Larson 2014; Piett i sar. 2015; Wielstra i sar. 2016).

Da bi se utvrdila dinamika pomeranja hibridne zone, bila su neophodna opseZna,
viSedecenijska istrazivanja prirodnih populacija. Razvoj molekularnth metoda i
multidisciplinarni  pristup (npr. modelovanje distribucija vrsta) znatno je olakSao
utvrdivanje biogeografskih scenarija koji objasnjavaju mehanizme u osnovi formiranja i
odrZavanja hibridnih zona (Buggs 2007; Wielstra 2019). Jedna od opsteprihvacenih metoda
za utvrdivanje prethodnih areala vrsta i potencijalnog ukr$tanja u proslosti jeste genomski
otisak, odnosno utvrdivanje introgresije jednog ili vise jedarnih markera u istom pravcu
(Buggs 2007; Wielstra 2019).

Da bi se u potpunosti objasnila geneticka struktura populacija u samim hibridnim
zonama i u neposrednoj blizini, kao i biogeografski scenariji koji objasnjavaju procese koji

su se dogadali u proSlosti i doveli do danasnjih areala, nephodno je poznavanje biologije 1



ekologije roditeljskih taksona i samih hibrida. Vazni pokazatelji su reproduktivni potencijal
datih grupa i odlike rane Zivotne istorije (npr. vijabilitet jaja, embriona i larvi, stope rasta i
razvica). Kao $to je ve¢ pomenuto, hibridizacija moze dovesti do pojave fenotipova koji se
u potpunosti razlikuju od roditeljskih vrsta. Da bi se utvrdili mehanizmi koji dovode do
divergencije od predackog programa razvi¢a, evolucije ontogenije i nastanka novih
fenotipova, potrebno je uporediti ontogenetske trajektorije roditeljskih vrsta i njihovih

hibrida. Takode, hibridizacija je geneticki stresor koji direktno uti¢e na stabilnost razvica.

1.2 MorfoloSka varijabilnost i stabilnost razvic¢a

1.2.1 Uloga ontogenije u evoluciji morfoloskih osobina

Jedan od vaznih ciljeva u evolucionoj biologiji jeste razumevanje mehanizama i
procesa koji generiSu morfolosku varijabilnost u okviru jedne vrste, kao i medu srodnim
vrstama. Morfoloska varijabilnost je rezultat kompleksnih interakcija izmedu geneticke
osnove, odnosno genoma, procesa razvica i sredinskih uticaja na razli¢itim nivoima i u
razli¢ito vreme tokom individualnog razvica (Wagner i Altenberg 1996; Klingenberg 2002;
Hallgrimson i sar. 2014). Istovremeno, kapacitet razvojnog sistema da evoluira je uglavnom
funkcija njegove sposobnosti da produkuje varijacije. Razli¢ite alternacije tokom
ontogenetskih procesa dovode do varijabilnosti unutar populacija i izmedu vrsta. Ta
novonastala varijabilnost u okviru jedne populacije je upravo materijal na koji prirodna
selekcija moZe da deluje. Prirodna selekcija zajedno sa dodatnim mehanizmima, kao S$to su
razli¢iti obrasci genetiCke kovarijabilnosti ili razli¢ita ogranienja (npr. razvojna,
funkcionalna, biomehanicka), oblikuje morfolosku varijabilnost i odreduje tok evolucionih
promena. Varijabilnost koja se generise i1 oblikuje tokom razvica, uslovljena je postojanjem
razli¢itih razvojnih ogranienja i pod uticajem je snazne stabilizacione selekcije S$to
rezultuje ograni¢enim brojem fenotipova koji mogu nastati, pri ¢emu neki od njih imaju
vecu ucestalost (Hall 1992; Smith 1 sar. 1995; Reilly 1 sar. 1997; Klingenberg 1998; Galis 1
Metz 2007; Hendrikse i sar. 2007; Zelditch i sar. 2012).



Empirijski, varijabilnost se moze procenjivati na nivou populacija, izmedu jedinki
iste vrste (intraspecijska ili unutargrupna) i izmedu vrsta, odnosno taksona (interspecijska
ili medugrupna varijabilnost). Mera unutargrupne varijabilnosti je varijansa i odnosi se na
varijabilnost jedinki unutar jedne, homogene populacije, dok se mera medugrupne
varijabilnosti oznacava kao disparitet. Odnosno, kako to navode Zeldi¢eva i saradnici
(Zelditch 1 sar. 2012), varijansa je komponenta varijabilnosti neophodna za evoluciju, dok

je disparitet rezultat evolucionih procesa.

1.2.2 Kanalisanost i stabilnost razvica kao ontogenetska ogranicenja

Tendencija razvojnih procesa da prate odredene putanje, ublaze i kanaliSu
fenotipsku varijabilnost, postoji uprkos razli¢itim genetickim i sredinskim uticajima.
Ovakva tendencija za suzbijanjem varijabilnosti definiSe se kao kanalisanost razviéa i
predstavlja jedno od ontogenetskih ograni¢enja. Mogucnost organizma da se tokom razvica
odupre razli¢itim unutrasnjim (genomskim) i spoljasnjim (sredinskim) stresovima definiSe
se kao stabilnost razvi¢a. Kanalisanost 1 stabilnost razvi¢a su dve osnovne komponente koje

omogucavaju stalnost razvojnih procesa.

Koncept kanalisanosti uveden je od strane Vodingtona i Smaljhuzena (Waddington
1942, 1953; Schmalhausen 1949) da bi se definisala sposobnost organizma da prati
odredenu, unapred determinisanu razvojnu putanju, uprkos sredinskim i genetickim
smetnjama (Willmore i sar. 2007). Dodatno, po nekim autorima, kanalisanost se moze
razdvojiti na geneti¢ku i sredinsku kanalisanost (Wagner i sar. 1997). Pri tome, geneticka
kanalisanost bi se odnosila na sposobnost organizma (njegove geneticke i epigeneticke
interakcije) da progresivno suzava moguce fenotipske promene 1 da odrZzi unapred
determinisanu razvojnu putanju uprkos mutacijama (ili, kao u slucaju hibridizacije,
naruSenim koadaptiranim kompleksima gena), dok bi sredinska kanalisanost
podrazumevala mogucnost razvojnog procesa da prati odredenu putanju bez obzira na
sredinske smetnje (npr. razlicite ekstremne uslove kao $to su visoke temperature ili toksi¢ne

materije). Prema tome, kanalisanost predstavlja veoma vazan fenomen koji u velikoj meri



odreduje nivo fenotipske varijanse, odnosno kanalisanost dovodi do smanjenja varijanse
(Willmore i sar. 2007). Kanalisanost odrzava fenotip u opsegu optimalnog. Ukoliko postoji
izrazena kanalisanost koja vodi ka odredenom fenotipu, moze se smatrati faktorom koji
ograniCava potencijal stvaranja novih fenotipskih varijanti, odnosno evolvabilnost. Pri
proceni kanalisanosti razviéa koristi se varijansa (unutargrupna varijabilnost). Sto je
varijansa manja, razvice je vise kanalisano (Waddington 1942, 1953, 1957; Wagner 1 sar.
1997; Zelditch i sar. 2012; Hallgrimson i sar. 2019; Takahashi 2019). Razlike u nivou
medu-individualne (unutargrupne) varijabilnosti izmedu populacija omogucavaju procenu
sposobnosti jedinki da prate unapred definisanu razvojnu putanju pod razli¢itim uslovima
sredinskog i/ili genetickog stresa. Stepen kanalisanosti se empirijski najéesée procenjuje
preko nivoa unutargrupne fenotipske varijanse. Pri tome, nivo fenotipske varijanse se moze
menjati tokom ontogenije odnosno razli¢iti razvojni stupnjevi mogu pokazivati manji ili

veéi opseg variranja (Willmore i sar. 2007).

lako se nalazi u centru interesovanja savremene kvantitativne biologije razvica,
postoje kontradiktorne definicije koncepta stabilnosti razvica ukljucujuci i sinonimizaciju
sa kanalisano$¢u razvica (Klingenberg 2019). Najcesce se stabilnost razvica definiSe u
odnosu na kanalisanost: dok se kanalisanost odnosi na puferisanje i amortizaciju spoljasnjih
1 unutra$njih faktora koji omogucavaju odvijanje razvojnih procesa bez odstupanja od
razvojne putanje koja vodi ka ,ciljnom™ fenotipu, razvojna stabilnost se odnosi na
mehanizme koji ograniavaju varijacije ,,ciljnog” fenotipa pod odredenim unutrasnjim
(genomskim) i sredinskim uslovima (Klingenberg 2019). Odnosno, stabilnost razvica
odrazava sposobnost razvojnog sistema za ograniCavanjem odstupanja od ,.ciljnog*
fenotipa za dati genotip, pod datim sredinskim uslovima. Najcesce, stabilnost razvica,
odnosno odstupanje od stabilnosti, se procenjuje na osnovu malih, slu¢ajnih odstupanja od
idealne simetrije (Van Valen 1962; Palmer i Strobeck 1986; Klingenberg i sar. 2002).

Procena variranja puteva razvi¢a i razvojnih ograni¢enja medu jedinkama,
populacijama i srodnim vrstama doprinosi razumevanju i opisivanju procesa koji dovode do

morfoloske varijabilnosti.



1.2.3  Putevi razviéa kao preduslov i ogranicenje morfoloske varijabilnosti

Morfoloske promene tokom razvica mogu se opisati kao kretanje organizma, ili
nekog dela organizma koji se razvija i raste, kroz multidimenzionalni prostor opisan
veli¢inom, oblikom i staro$¢u datog organizma (Slika 1; Alberch i sar. 1979; Klingenberg
2010). Do morfoloskih promena i morfoloskih razlika unutar ili izmedu taksona dolazi
promenama u ontogenetskim trajektorijama (Zelditch i sar. 2003; Mitteroecker i sar. 2004;
Adams i Collyer 2009; Collyer i Adams 2013; Smith i sar. 2015a). Poredenje ontogenetskih
trajektorija medu srodnim vrstama, koje ukljucuje poredenje vremena deSavanja odredenih
faza u razvicu, stope razvi¢a i morfoloski disparitet na svakom ontogenetskom stupnju,
omogucava sagledavanje evolucionih mehanizama koji dovode do morfoloske divergencije
(Klingenberg 1998; Mitteroecker i sar. 2004; Adams i Collyer 2009; Zelditch i sar. 2012;
Sheets i Zelditch 2013; Collyer i Adams 2013).

Koncept ontogenetskih trajektorija, njihovog opisa i kvantifikacije, neprekidno se
razvija tokom poslednje Cetiri decenije. Osnovna ideja potekla je od Gulda (Gould 1977),
dok su okvir za morfometrijsku kvantifikaciju dali Alberh i saradnici (Alberch i sar. 1979).
Ovi autori ontogenetsku trajektoriju definiSu kao idealizaciju prema kojoj ontogenija
jedinke mozZe biti objasnjena ukoliko se Koristi dovoljan broj koordinata koje opisuju
veli¢inu 1 oblik 1 koje mogu definisati morfometrijski prostor. U tom morfometrijskom
prostoru, populacija je predstavljena skupom tacaka pri ¢emu svaka tacka (jedinka) prati
sopstvenu trajektoriju (Slika 1). Ontogenetska trajektorija zapravo predstavlja razvojnu
putanju pod kompleksnom epigenetickom kontrolom. Glavni problem ovog koncepta koji
je nazvan ,tradicionalni formalizam* jeste polazna pretpostavka Alberha i saradnika da do
morfoloskih promena dolazi na kasnijim stupnjevima razvica (Zelditch 1 sar. 2012). Bez
obzira na dati problem, ovaj koncept predstavlja osnovu za dalja istrazivanja morfoloske
evolucije kao dinamickog procesa uz smernice za dalje razvijanje analiza ontogenetskih

trajektorija.
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—
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Slika 1. Prikaz ontogenetske trajektorije u morfoloSkom prostoru definisanom

veli¢inom, oblikom i vremenom (prema Alberch i sar. 1979).

Istrazivanja ontogenetskih trajektorija uglavnom su se odnosila na ispitivanja
heterohronije (evolucionih promena u stopama i vremenskim okvirima razvi¢a) i
heterohroni¢nih mehanizama koji dovode do morfoloSke diverzifikacije. Ostali mehanizmi
evolucionth promena su dugo vremena bili zanemarivani, §to je cesto dovodilo do
pojednostavljavanja objasnjenja evolucije ontogenija (Zelditch i Fink 1996; Hall 1999).
Zeldi¢eva 1 Fink, na osnovu Guldovih postavki (Gould 1977) razraduju Hekelovu (Haeckel
1866) ideju i uvode koncept heterotopije — evolucione promene u prostornom oblikovanju
razvica (Zelditch 1 Fink 1996; Zelditch 1 sar. 2000). Na osnovu medusobnih odnosa 1
polozaja ontogenetskih trajektorija srodnih vrsta u morfoloskom prostoru, moze se
zakljuciti u kom delu trajektorije je doslo do divergencije potomackih trajektorija u odnosu
na zajednicku, predacku. Paralelne trajektorije ukazuju da je do razdvajanja doSlo na
ranijim ontogenetskim stupnjevima. Ukoliko tajektorije imaju zajednicku tacku
razdvajanja, do divergencije vrsta je dosSlo u istom vremenskom trenutku u razvi¢u (npr. na
odredenom stupnju ili pri odredenoj starosti). Dodatno, trajektorije mogu da divergiraju u
razli¢itim vremenskim i prostornim tackama (Mitteroecker i sar. 2004). Pored heterotopije

razvijen je Citav niz koncepata koji objaSnjavaju promene ontogenetskih putanja (npr.



heterotipija, heterometrija, promene obrazaca alometrije). Da bi se testirale hipoteze koje
ukljucuju objasnjenje ontogenetskih promena pomocu bilo kog od datih koncepata,
neophodno je kombinovati dva pristupa — dinamicke (trajektorije medu ontogenetskim
stupnjevima) i statiCke karakteristike ontogenije (videti Webster 1 Zelditch 2005). Staticke
komponente variranja podrazumevaju obrasce promene fenotipa, morfoloski disparitet i

varijansu na svakom od analiziranih stupnjeva (Zelditch i sar. 2012).

1.2.4 MorfoloSka varijabilnost i sloZeni Zivotni ciklus

Posebno zanimljivo je pitanje morfoloske varijabilnosti kod Zivotinja sa sloZzenim,
bifaziénim zivotnim ciklusom kao §to su vodozemci (Slika 2). Poznato je da se larve
vodozemaca morfoloski razlikuju od metamorfoziranih juvenilnih i adultnih jedinki
(Duellman i Trueb 1986). Takode, ckoloske preference larvi razlikuju se od preferenci
metamorfoziranih, terestricnih jedinki. Akvati¢ne larve i terestricne metamorfozirane
jedinke naseljavaju kontrastne zivotne sredine sa razli¢itim funkcionalnim zahtevima zbog
¢ega su pod razli¢itim selektivnim pritiscima (npr. Moran 1994). Tokom metamorfoze
dolazi do dramati¢nih promena u morfologiji, fiziologiji i ponasanju. Upravo kompleksnost
i brzina promena u formi i funkciji ¢ini metamorfozu interesantnom za studije evolucione

biologije razvica.

Tokom metamorfoze vodozemacke larve prolaze kroz morfoloske i fizioloske
promene koje rezultuju fenotipski drugacijim juvenilnim formama (Duellman i Trueb 1986;
Strauss i Altig 1992; Hanken 1992). Repati vodozemci (red Urodela) se po brzini i
izrazajnosti promena tokom metamorfoze nalaze izmedu Zaba (red Anura), koje se
karakteriSu najizraZenijim promenama, 1 beznogih vodozemaca (red Gimnophiona) koji
prolaze kroz najmanje promena. Kod repatih vodozemaca najizraZenije morfoloske
promene ukljucuju promene u respiratornim, lokomotornim i culnim strukturama, kao 1
strukturama vezanim za ishranu. Resorpcija spoljasnjih Skrga i zatvaranje Skrznih proreza
pracene su izmenama u branhijalnoj cirkulaciji. Repno i ledno peraje, koji su razvijeni kod

larvi, takode se resorbuju. Dolazi do promena u strukturi koze i receptora. Pronefroticki



bubrezi smenjuju se sa opisto- ili mezonefortickim bubrezima uz istovremeno razvijanje
gonada i izvodnih kanala. Kranijalni skelet se znatno menja uz resorpciju i transformaciju
postojecih, kao i1 razvoj novih skeletnih elemenata. Promene kranijalnog skeleta paralelne

su sa promenama u nac¢inu ishrane i disanja (Duellman i Trueb 1986).

Kopno

et

©
©
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©

Slika 2. Tlustracija slozenog, bifazi¢nog Zzivotnog ciklusa kod vodozemaca na

primeru velikih mrmoljaka.

Sa evolucionog stanovista, kompleksni Zivotni ciklus i metamorfoza smatraju se
adaptivnim karakteristikama. Upravo metamorfoza omogucava postojanje morfoloski
diskretnih fenotipova (videti Moran 1994 i date reference) koji koriste razliCite resurse:
zauzimaju razlicite ekoloske niSe 1 koriste razlicite izvore hrane (Istock 1967; Moran 1994).
Prema adaptivnoj hipotezi, metamorfoza smanjuje konflikt izmedu adaptacija specifi¢nih za
odredene stupnjeve i omogucava nezavisnu evoluciju larvenih i metamorfoziranih
stupnjeva tokom individualne ontogenije (Moran 1994; Hanken i sar. 1997). Polaze¢i od
prethodnih pretpostavki, Bonet 1 Bler (Bonett 1 Blair 2017) ukazuju da neke morfoloske
celine (npr. oblik tela repatih vodozemaca) ostaju relativno nepromenjene ili visoko

integrisane tokom ontogenije, odnosno da tokom metamorfoze ne dolazi do znacajnijih
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promena u njihovoj strukturi i funkciji. Kod takvih osobina, suprostavljeni zahtevi za
ispunjavanje razlic¢itih ekoloski relevantnih funkcija mogli bi predstavljati ontogenetsko
ogranicenje. U tom smislu, gubitak metamorfoze, samim tim i kompleksnosti zivotnog

ciklusa, vodio bi povecanju evolvabilnosti date osobine (Bonett i Blair 2017).

Sa stanoviSta morfoloskih promena tokom ontogenije jedinke, metamorfoza se
moze Smatrati neophodnim (i kauzalnim) korakom ka adultnom fenotipu (videti Hanken
1989; Moran 1994). Generalno se smatra da globalna integracija razvojnih procesa tokom
ranih embrionskih stupnjeva rezultuje konzerviranim ranim stupnjevima ontogenije (Sander
1983; Galis 1 Metz 2001; Galis i1 sar. 2018). Sli¢ni procesi (apoptoza celija, mitoza i
organogeneza) koji se deSavaju tokom embrionskog perioda, deSavaju se 1 tokom
metamorfoze. U skladu sa tim, ovi procesi bi trebalo da budu visoko integrisani i kanalisani
i tokom metamorfoze. Takode, pretpostavljeno je da konzervisanost procesa tokom
metamorfoze smanjuje disparitet, slicno modelu pes€anog sata (Ivanovi¢ i1 sar. 2011;
Tomasevi¢ Kolarov i sar. 2011). Model pescanog sata odnosi se na embrionsko razvice
ki¢menjaka i objasnjava fon Berovu (Von Baer 1828) pretpostavku da se embrioni razlikuju
na pocetnim i krajnjim stupnjevima, dok su medusobno veoma sli¢ni tokom srediSnjeg
perioda organogeneze (Von Baer 1828; Gould 1977; Duboule 1994; Raff 1996; Richardson
1999; pogledati i Bininda-Emonds i sar. 2002). Visoka konzerviranost ovog, takozvanog,
»Hflotipskog stupnja* ili ,,filotipskog perioda“ objaSnjava se globalnom integracijom
razvojnih procesa (Sander 1983; Raff 1996). U datom periodu posledice odstupanja od
,»otekivanog® fenotipa su ozbiljnije ¢ak 1 letalne u odnosu na druge periode organogeneze.
Tokom kasnijih perioda organogeneze, modularnost je izraZenija Sto omogucava fenotipske
promene i divergenciju ontogenetskih trajektorija (Atkinson 1992; Hall 1992, 1996; Raff
1996; Galis i Metz 2001).

1.2.5 Stabilnost razviéa i asimetrija bilateralno simetri¢nih organizama

Kao $to je prethodno navedeno, jedna od dve glavne komponente koje odrzavaju

postojanost puteva razvifa jeste stabilnost razvica, odnosno kapacitet organizma da
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produkuje odredeni, optimalni fenotip bez obzira na uticaj razliCitih promena koje se
desavaju tokom razvi¢a. Do tih promena dolazi pod uticajem razlicitih stresora. Spoljasnji,
sredinski stresori podrazumevaju promene u zivotnoj sredini koje mogu imati negativan
uticaj na rast 1 razvice (npr. nedostatak vode ili hrane, neodgovaraju¢a temperatura,
fragmentacija staniSta). Do unutrasnjeg, genetickog, odnosno genomskog stresa moze doci
usled inbridinga, introgresije ili hibridizacije (Parsons 1990; Graham 1992; Clarke 1993;
Klingenberg i Mclntyre 1998; Auffray i sar. 1999).

Kao empirijska mera nestabilnosti razvi¢a koristi se fluktuiraju¢a asimetrija,
odnosno male nasumi¢ne promene (,,Sumovi®) leve 1 desne strane bilateralno simetri¢nih
organizama. Kod idealno simetri¢nih organizama, oblik i veli¢ina leve i desne strane bi bile
identi¢ne, odnosno njihova razlika bila bi jednaka nuli, a svako odstupanje od idealne
simetrije se definiSe kao asimetrija. Na osnovu raspodele srednjih vrednosti i varijansi
razlika u veli¢ini 1 obliku leve i1 desne strane morfoloske celine, asimetrija moze da bude:
fluktuirajuca, direkciona i antisimetrija (Van Valen 1962; Palmer i Strobeck 1986;
Klingenberg i sar. 2002; Graham i sar. 2010; Klingenberg 2015). Fluktuiraju¢a asimetrija
(FA) oznacava sluCajna, mala odstupanja u obliku i/ili veliini leve i desne strane
morfoloske celine. Polazna pretpostavka je da su obe strane imale istu geneticku osnovu,
kao 1 da se njihovo razvi¢e odvijalo pod identi¢nim uslovima Zivotne sredine. Fluktuirajuca
asimetrija ima normalnu raspodelu i srednju vrednost koja je jednaka nuli. Direkciona
asimetrija takode ima normalnu raspodelu, ali je jedna strana uvek veca od druge i javlja se
kada postoji geneticki determinisana tendencija da se leva ili desna strana morfoloske
celine razlikuje u wveli¢ini i/ili obliku. Antisimetrija ima bimodalnu raspodelu i
karakteristi¢na je za populacije u kojima su vecina ili sve jedinke asimetri¢ne i najéesce
nema geneticku osnovu. Prema tome, tipovi asimetrije imaju razli¢ito biolosko poreklo i
implikacije i predstavljaju manifestacije bioloskih procesa koji se deSavaju u organizmu

(Slika 3).
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Slika 3. Tipovi asimetrije kod bilateralno simetricnih organizama. Raspodela
srednjih vrednosti i varijansi razlika u veli¢ini i/ili obliku leve i desne strane morfoloske

celine.

1.3 Veliki mrmoljci (rod Triturus)

1.3.1 Opste karakteristike roda

Veliki mrmoljci pripadaju rodu Triturus Rafinesque, 1815 (Amphibia, Caudata
(Urodela), Salamandridae). Naseljavaju bare, jezera i sli¢na akvati¢na staniSta tokom
proleca i leta (tri do Sest meseci), nakon ¢ega se povlace u okolna vlazna skrovista gde i
prezimljavaju u hibernaciji (Duellman i Trueb 1986). Striktno su oviparni i sve vrste imaju
sli¢no reproduktivno ponasanje kao i odlike Zivotne istorije (Duellman i Trueb 1986).
Zenke ulazu znadajno vreme i energiju u produkciju i polaganje jaja. SloZeno
reproduktivno ponasanje sa odsustvom ampleksusa javlja se na pocetku akvati¢nog perioda.
Muzjaci nakon ritualnog ,,Svadbenog plesa” deponuju spermatofore koje zenke prikupljaju

kloakom. Nakon unutra$nje fertilizacije, Zenke polazu 200 do 400 jaja (Griffiths i Teunis
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1996) koja pojedinacno umotavaju u listove biljaka podvodne vegetacije. Ovipozicija traje
nekoliko nedelja (Duellman i Trueb 1986; Diaz-Paniagua 1989; Arntzen i Hedlund 1990;
Miaud 1994, 1995; Orizaola i Brafia 2003). Smatra se da ovakvo specificno ponasanje
tokom polaganja jaja omogucava zastitu jaja od predacije, mehanickih oSte¢enja i
negativnih efekata UV zracenja (npr. Miaud 1993, 1994; Marco i sar. 2001). Jaja su
zaSti¢ena zelatinoznim omotacem (galertom) (Duellman i Trueb 1986). Veli¢ina jaja je
specificna za vrste (Furtula 1 sar. 2009) 1 ima uticaja na embrionsko razviée 1 rast larvi

(Berven i Chadra 1988; Loman 2002).

Jedna od karakteristika koja se javlja kod svih predstavnika roda Triturus jeste
letalni heteromorfizam hromozoma 1 (balansni letalni sindrom). Sve adultne jedinke
poseduju dva tipa hromozoma 1. Homozigotni embrioni kod kojih se javljaju dve kopije
bilo kog tipa hromozoma 1 usporavaju razvi¢e tokom embriogeneze i uginu. Kao posledica
letalnog sindroma samo se 50% embriona razvija do izvaljivanja iz galertne kapsule (npr.
Macgregor i Horner 1980). Larve posle nekoliko meseci metamorfoziraju i juvenilne

jedinke prezimljavaju na kopnu (Duellman i Trueb 1986).

Triturus je monofiletski rod koji se odlikuje rapidnom adaptivnom radijacijom.
Pretpostavljena starost roda je oko 24 miliona godina (Steinfartz i sar. 2007; Ivanovi¢ i
Arntzen 2014) i sa¢injava ga devet vrsta grupisanih u tri osnovne klade: 1) T. marmoratus
grupa (T. marmoratus, T. pygmaeus) — TM, 2) T. cristatus grupa (T. cristatus, T. carnifex,
T. macedonicus, T. dobrogicus) — TC i 3) T. karelinii grupa (T. karelinii, T. anatolicus,
T. ivanbureschi) — TK. Klade TC i TK ¢ine grupu krestastih mrmoljaka (Triturus cristatus

superspecies), dok je klada TM predstavljena mramorastim mrmoljcima (Slike 4 i 5).
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B 7. marmoratus M T. cristatus Ll T. carnifex B T. ivanbureschi
@ T. pygmaeus [l T. dobrogicus M T. macedonicus | T. anatolicus

o T. karelinii
Slika 4. Mapa rasprostranjenja i filogenetsko stablo velikih mrmoljaka u Evropi i
Srbiji (izdvojeni kvadrat).

Biogeografski raspored velikih mrmoljaka odrazava generalnu sliku pleistocenskih
refugijuma i postglacijalne ekspanzije (Wielstra i sar. 2014a). Areali vrsta su uglavnom
jasno razdvojeni, mada dolazi do preklapanja gde se javljaju kontaktne i hibridne zone
(Arntzen i sar. 2014; Wielstra i sar. 2014b; za detalje o taksonomiji i biogeografiji pogledati
Priloge 1 i 2). Devet vrsta velikih mrmoljaka moze se grupisati u pet eko-morfoloskih
grupa koji se karakteriSu razlikama u broju presakralnih, trupnih pr$ljenova, kao i u broju
meseci koje provode u vodi (Slika 5). Dakle, oblik tela je visoko korelisan sa ekologijom
vrste, sa gradijentom od pretezno terestri¢nih (krace i snaznije telo, manji broj prsljenova)
do pretezno akvati¢nih vrsta (izduzeno, vitko telo, veci broj prsljenova) (Arntzen i Wallis

1999; Arntzen 2003; SlijepCevi¢ i sar. 2015; Wielstra 1 sar. 2019).
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BP AP

™ 12 2
] T. marmoratus, T. pygmaeus
TK 13 3
T ’ T. ivanbureschi, T. anatolicus,
T. karelinii
14 4
T. macedonicus, T. carnifex
. # 15 0
TE
T. cristatus
| * 16/17 6

T. dobrogicus

Slika 5. Pikaz pet eko-morfoloskih grupa velikih mrmoljaka i njihovih medusobnih
filogenetskih odnosa. Skra¢enice: BP — broj trupnih prsljenova; AP — akvati¢ni period,

odnosno broj meseci provedenih u vodi tokom godine (prema Wielstra i sar. 2019).

Morfoloske razlike medu vrstama velikih mrmoljaka kod adultnih jedinki ogledaju
se u obliku tela (Vukov i sar. 2011; Ivanovi¢ i Arntzen 2014), aksijalnom skeletu (Arntzen i
sar. 2015; Slijepcevi€ 1 sar. 2015), obliku 1 veli¢ini prsljena (Ratnikov 1 Litvinchuk 2007,
2009; Urosevi¢ i sar. 2016; Govedarica i sar. 2017), skeletu ekstremiteta (Ivanovi¢ 1 sar.
2008a; Tomasevi¢ Kolarov i sar. 2011), kranijalnom skeletu i obliku glave (Ivanovi¢ i sar.
2007, 2008b, 2013; Cvijanovic i sar. 2014), kao i u obrascima obojenosti (Arntzen i Wallis

1999; Arntzen 2003). Pored jasne diferencijacije na adultnim stupnjevima, utvrdene su 1
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razlike na larvenim stupnjevima (Litvinchuk i Borkin 2009; Ivanovi¢ i sar. 2011;

Cvijanovi¢ i sar. 2015).

Veliki mrmoljci su cesto koris¢eni kao model sistemi za razli¢ita evoluciona i
ekoloska istrazivanja, te je tokom godina prikupljen veliki broj podataka o njihovoj
morfologiji, ponaSanju, Zzivotnoj istoriji, rasprostranjenju i filogeniji. Zbog rapidne
radijacije 1 politomije, kao i introgresije i hibridizacije medu vrstama, najveci izazov za
istrazivace predstavljala su filogenetska i taksonomska istrazivanja, pre svega utvrdivanje
tatnog redosleda grananja, kao i utvrdivanje ta¢nog broja vrsta (posebno zbog morfoloske

Kripti¢nosti sestrinskih vrsta).

1.3.2 Rasprostranjenje velikih mrmoljaka u Srbiji

Balkansko poluostrvo se dugo smatralo centrom diverziteta velikih mrmoljaka
(Crnobrnja—Isailovi¢ i sar. 1997). U Srbiji se susrecu Cetiri vrste: T. cristatus (obican veliki
mrmoljak), T. macedonicus (isto¢ni glavati veliki mrmoljak), T. ivanbureschi (Buresov
dugonogi mrmoljak) i T. dobrogicus (podunavski veliki mrmoljak). Najvec¢i problem u
unutar grupe velikih mrmoljaka. Areal velikin mrmoljaka u Srbiji obuhvata panonsku,
peripanonsku i planinsko-kotlinsku oblast, odnosno celo podru¢je Srbije. Prvenstveno se
nalaze u nizijskim i brezuljkastim podruc¢ijima — 60% ukupnog broja nalazista je do 300 m

nadmorske visine (Dzuki¢ i sar. 2016).

Areal T. cristatus u Srbiji obuhvata Negotinsku krajinu (Jabukovac, Stubik i blizu
okolinu Negotina, planinu Miro¢ i moguce je da se $iri do Kljuéa i okoline Knjazevca) i
Vrsacke planine sa okolinom (Cesta, Siroko bilo, Kokarna, Vrsacki rit, Vatin, Mesi¢,
Kusi¢, Kruscica, Kaluderovo). Zapadnu granicu areala ¢ine nalaziSta Klokocevac, Plavna i
Bor. JuZna granica nije precizno odredena ali se pretpostavlja da su to potencijalna nalaziSta
u okolini Mini¢eva (Trnovac i Drenovac). Isto¢nu granicu areala €inila je drZzavna granica
sa Bugarskom i obronci Stare planine. Medutim, u severozapadnoj Bugarskoj je zabeleZen

veci broj nalaza koji se nadovezuju na utvrdeno rasprostranjenje u Srbiji, tako da ako se
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uzme u obzir celokupan areal vrste, areal vrste u Srbiji i Bugarskoj predstavlja krajnju
juznu granicu. Sva dosadasnja nalaziSta u Srbiji su locirana ispod 500 m nadmorske visine,

odnosno karakteristi¢na su za nizije, ravnice i brezuljkaste predele (Dzukic¢ i sar. 2016).

Poteskoce u odredivanju areala T. macedonicus u Srbiji posledica su komplikovanih
odnosa unutar grupe velikih mrmoljaka. Nalazista koja predstavljaju isto¢nu granicu areala
su: Gnjilane, Novo Brdo, Smetesko jezero, RadoSice, JosaniCka banja, Studenica, Kraljevo,
Mrsa¢é, Rakari, Bukovac i Petnica. Status populacija nije jasan u Tamnavi, Jadru, Pocerini 1
Macvi. Deo opsteg areala u Srbiji povezan je sa juznim delovima areala u Makedoniji,
Grekoj i Albaniji, uz moguénost da postoji direktna veza preko Sar-planine i Prokletija.
Prosetna nadmorska visina nalaziSta u Srbiji je 566 m nadmorske visine, odnosno

T. macedonicus predstavlja brdsko-planinsku vrstu (Dzuki¢ i sar. 2016).

Pocetkom 20. veka smatrano je da je T. ivanbureschi (tada podvrsta T. cristatus
karelinii) najsire rasprostranjen veliki mrmoljak na podruc¢ju bivSe Jugoslavije. Sredinom
20. veka do osamdesetih godina smatrano je da je takson ograni¢en samo na jugoisto¢ni
deo ovog podrucja ili na sam istok Balkanskog poluostrva. Od kraja osamdesetih godina do
danas, utvrdeno je da je areal znacajno uZzi. Jedan od problema tacnog odredenja areala je
hibridizacija sa T. macedonicus. Naime, T. macedonicus je Sirenjem svog areala presekao
areal T. ivanbureschi tako da se javlja izolovana severna enklava. Zapadna granica
severnog areala pocinje izmedu Debrca 1 OstruZnice, ka jugu se verovatno proteze izmedu
Cibutkovice i Bukulje, potom izmedu Gornjeg Milanovca i Kragujevca, gde dolazi u
kontakt sa T. dobrogicus i T. macedonicus. Juzni deo disjunktnog areala nalazi se na
jugoisto¢nom delu Srbije uz granice sa Bugarskom i Makedonijom. Po visinskoj distribuciji
u Srbiji T. ivanbureschi pripada brdsko-planinskim vrstama sa srednjom visinom nalazista
od 459 metara nadmorske visine (Wielstra 1 Arntzen 2014; Dzuki¢ 1 sar. 2016; Wielstra 1

sar. 2017).

Najmanje problema oko rasprostranjenja nalazi se kod T. dobrogicus ¢iji je areal
vezan za Podunavlje. Obuhvata panonsku i delom peripanonsku Srbiju, lokalnu pojavu u

zoni Perdapa i moguce simpatricko javljanje sa T. cristatus u oblasti Kljuca i Krajine.
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Severne, zapadne i isto¢ne granice areala uglavnom se podudaraju sa drzavnim granicama.
U juznom delu areala, severno od Save i Dunava, dolazi do kontakta sa preostale tri vrste
velikih mrmoljaka, gde se javlja problem razgrani¢enja. Prosetna nadmorska visina
nalazi$ta T. dobrogicus je 85,5 m, te se smatra nizijskom formom. Granica prostiranja u
Srbiji je 200 m nadmorske visine na koju se nastavlja zona kontakta sa drugim vrstama
(Dzuki¢ i sar. 2016).

Distribucija velikih mrmoljaka u Srbiji je parapatri¢ka. U zonama kontakta dolazi
do hibridizacije. Takode, javlja se i asimetri¢na introgresija mitohondrijske DNK medu
vrstama koja ukazuje na promene areala tokom proslosti odnosno na Sirenje areala jedne
vrste na racun druge. Opisano je Sest kontaktnih zona velikih mrmoljaka u Srbiji 1 to:
T. cristatus i T. ivanbureschi (Arntzen i sar. 2014; Dzuki¢ i sar 2016.), T. cristatus i
T. macedonicus (Arntzen i Wallis 1999; Arntzen i sar. 2014), T. cristatus i T. dobrogicus
(Dzuki¢ i sar. 2016), T. dobrogicus i T. ivanbureschi (Arntzen i sar. 2014; Dzuki¢ i sar.
2016), T. dobrogicus i T. macedonicus (Wallis i Arntzen 1989; Arntzen i sar. 2014) i
T. ivanbureschi i T. macedonicus (Wallis i Arntzen 1989; Arntzen i Wallis 1999; Wielstra i
Arntzen 2012, 2014; Wielstra i sar. 2017).

1.3.3 Hibridizacija kod velikih mrmoljaka

Vrste velikih mrmoljaka hibridizuju u zonama sekundarnog kontakta formirajuci
hibridne zone koje su uglavnom uske. Hibridi najéesc¢e nisu vijabilni ili su slabo vijabilni
(Arntzen i sar. 2014). Kontaktna zona klada TM i TC nalazi se u zapadnoj Evropi (Slike 4 i
5), dok se klade TC i TK susre¢u na Balkanskom poluostrvu uz donje tokove Dunava i
Sirokoj zoni od Beograda (Srbija) do Soluna (Grcka) (Arntzen 2003; Arntzen 1 sar. 2014;
Arntzen i sar. 2018). S obzirom da nivo srodnosti vrsta uti¢e na ishod hibridizacije kao 1
oblik hibridnih zona, bitno je pomenuti da je klada TM filogenetski najudaljenija i odvojena
pre oko 27,6 miliona godina od drugih opisanih taksona (npr. Wielstra i Arntzen 2011;
Slike 4 1 5). Kod mrmoljaka dolazi do hibridizacije 1 van prirodnih areala. ZabeleZeni su

slucajevi hibridizacije izmedu jedinki iz prirodnih populacija i introdukovanih vrsta (Brede
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i sar. 2000; Wielstra i sar. 2016). Hibridizacija ima znaajan uticaj na interspecijsku
morfolosku varijabilnost (Crnobrnja-Isailovi¢ i sar. 1997; Arntzen i sar. 2009; Slijepcevic i
sar. 2015; Arntzen i sar. 2018). Hibridizacija uti¢e i na poviSen nivo enzima oksidativnog
stresa kod velikih mrmoljaka (Gvozdik 2012; Proki¢ i sar. 2018).

Izuzetak od ustaljenog obrasca formiranja hibridnih zona velikih mrmoljaka je
T. ivanbureschi — T. macedonicus zona sekundarnog kontakta koja se karakteriSe
specifi¢nim scenarijom zamene rasprostranjenja vrsta ukljucujué¢i formiranje enklave jedne
vrste, Siroku zonu introgresije i vijabilne hibridne populacije. Triturus ivanbureschi i
T. macedonicus su srodne vrste koje pripadaju razli¢itim kladama (TK i TC) razdvojenim
tokom kasnog Miocena pre oko 9 do 7 miliona godina (Ivanovi¢ i Arntzen 2014; Wielstra 1
sar. 2019; Slike 4 i 5). Reprodukuju se u sli¢nim akvaticnim stanistima (Dzuki¢ i sar.
2016). Zona kontakta prostire se u centralnim (Radogice — Zupa) i istoénim (okolina Pirota)
delovima Srbije. Triturus macedonicus je, Sire¢i areal ka severu, presekao areal
T. ivanbureschi dele¢i ga na severnu enklavu i juzni, ve¢i deo areala. U zoni kontakta
dolazilo je do intezivne hibridizacije, koja je rezultovala $irokom zonom introgresije u
centralnom delu Srbije (oko 54 000 km?). Zbog asimetri¢ne introgresije T. ivanbureschi
mitohondrijske DNK, jedinke na ovom podruéju imaju T. macedonicus jedarnu, a
T. ivanburechi mitohondrijsku DNK. Prisustvo T. ivanbureschi mitohondrijske DNK
smatra se genomskim otiskom prethodnog areala ove vrste (Wielstra i Arntzen 2012;
Arntzen i sar. 2014; Wielstra i sar. 2017). Na prostorima u kojima ove dve vrste dolaze u
kontakt 1 danas se javlja hibridizacija, Sto ukazuje da se aktivna hibridna zona jo$§ uvek
odrzava. U isto¢noj Srbiji (selo Vlasi, okolina Pirota) potvrdena je unimodalna vijabilna
hibridna populacija sastavljena od F, hibridnih jedinki nastalih dugogodis$njim,
viSegeneracijskim medusobnim ukrs$tanjem i povratnim ukrStanjem sa roditeljskim vrstama
(Wielstra i Arntzen 2014; Wielstra i sar. 2014c; Arntzen i sar. 2018). Hibridna populacija je
geneticki srodnija sa T. ivanbureschi, $to je u skladu sa prostornim rasporedom populacija
po kom su populacije T. ivanbureschi geografski blize. Takode, sve jedinke u hibridnoj
populaciji imaju T. ivanbureschi mitohondrijsku DNK. Zbog visoke morfoloske

varijabilnosti unutar same hibridne populacije nije moguce razlikovati hibridne jedinke od
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jedinki iz roditeljskih populacija na osnovu spoljasnje morfologije i obrazaca obojenosti
(Arntzen i sar. 2018).

Donekle sli¢an scenario, po kom dolazi do zamene vrsta na odredenom delu areala i
hibridizacije, zabeleZen je u zapadnoj Francuskoj gde se susre¢u dve vrste koje pripadaju
filogenetski udaljenijim kladama T. cristatus i T. maramoratus (Slike 4 i 5). Biologija i
ekologija ove dve vrste kao i njihovih hibrida predmet je visedecenijskih istrazivanja. U
regionima gde dolazi do preklapanja areala T. cristatus naseljava uglavnom ravnicarske
predele, dok T. marmoratus preferira Sumovita i brdovita podru¢ja, te je njihovo
rasprostranjene mozaic¢no. Hibridna zona je bimodalna sa samo oko 4% hibridnih jedinki u
adultnoj populaciji. Recipro¢na ukrstanja dve vrste ukazala su da postoji izrazita asimetrija
u uspeSnosti ukrStanja (90% adultnih F; hibridnih jedniki poseduje T. cristatus
mitohondrijsku DNK). Embrioni i larve obe grupe recipro¢nih hibrida prisutni su u
prirodnim populacijama 1 to u sliénim ucestalostima. Dakle, do asimetrije dolazi nakon
izvaljivanja larvi dejstvom diferencijalne selekcije. Hibridi dobijeni ukrStanjem T. cristatus
zenki 1 T. marmoratus muzjaka su uglavnom Zenke (72%). Hibridi dobijeni reciprocnim
ukrStanjem, znatno su manje zastupljeni u populacijama i iskljué¢ivo su muzjaci (Arntzen i
sar. 2009). Smatra se da je T. cristatus u poslednjih pola veka u ekspanziji i Siri areal
zauzimajuéi regione koje je prvobitno naseljavao samo T. marmoratus. Ekspanzija
T. cristatus omogucena je razli¢itim antropogenim uticajama, pre svega izmenom i
fragmentacijom staniSta. Broj poloZenih jaja tokom jedne reproduktivne sezone skoro je
duplo veci kod T. marmoratus zenki u odnosu na T. cristatus. Hibridne zenke polazu vise
jaja od obe roditeljske vrste u laboratorijskim uslovima, dok je broj hibridnih jaja pronaden
u prirodi znatno niZi. Dakle, reproduktivni potencijal hibridnih Zenki je visok, ali je niska
stopa vijabilnosti jaja. Stopa prezivljavanja embriona do zavrSetka neurulacije obe vrste je
40 do 50% $to je ocekivano s obzirom na balansni letalni sindrom roda Triturus. Medutim,
stopa preZivljavanja hibridnih embriona je znatno niZa (12%). Stopa izvaljivanja larvi je
snizena 70 do 90 % u odnosu na roditeljske vrste (Vallée 1959; Francillon-Viellot i sar.
1990; Arntzen i Hedlund 1990; Arntzen i Wallis 1991).
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Ako se setimo pomenute Hjuitove (Hewitt 1988) definicije hibridnih zona, mozemo
da zaklju¢imo da se na teritoriji Srbije nalazi specifi¢na ,,prirodna laboratorija® koja
omogucava izucavanje i pracenje razlicitih evolucionih fenomena. Upravo ta specificnost je
u znacajnoj meri komplikovala razreSavanje taksonomije i distribucije velikih mrmoljaka
na Balkanskom poluostrvu. Razvitkom novih metoda i jedarnih markera, omoguéeno je
detaljnije sagladevanje i objasnjavanje medusobnih odnosa vrsta, kao i uvid u mehanizme
koji su doprineli formiranju, odrZzavanju i pomeranju hibridne zone kroz prostor i vreme.
Medutim, da bi se dati mehanizmi preciznije objasnili, neophodna su istrazivanja biologije i

ekologije datih vrsta kao i njihovih hibrida.
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2 Ciljevi rada

Osnovni cilj disertacije je utvrdivanje uticaja hibridizacije na vijabilitet, morfolosku
varijabilnost i stabilnost razvica velikih mrmoljaka (rod Triturus) i odredivanje paramatera
koji su doprineli formiranju i odrzavanju hibridne zone Triturus ivanbureschi —
T. macedonicus ukljucujuéi ekspanziju T. macedonicus i asimetricnu introgresiju
T. ivanbureschi mitohondrijske DNK. Rezultati dobijeni ovim istrazivanjima omogucavaju
sagledavanje procesa i mehanizama koji dovode do introgresivne hibridizacije, pomeranje
hibridnih zona i specijacije. Sagledavanje ovih procesa podrazumeva, pre svega, poredenje
reproduktivnog potencijala dve vrste, vijabilnosti i stope prezivljavanja embriona i larvi obe
vrste i njihovih hibrida. Kvantifikacija promena oblika tokom ontogenije kod roditeljskih
vrsta i njihovih hibrida omoguc¢ava procenu vremena divergencije ontogenetskih putanja i
razumevanje mehanizama koji dovode do morfoloske divergencije s posebnim osvrtom na
uticaj metamorfoze i1 sloZzenog, bifazi¢nog zivotnog ciklusa na kanalisanost, disparitet i
razvojne puteve. Poredenje nivoa fluktuiraju¢e asimetrije kranijalnog skeleta kod cetiri
vrste velikih mrmoljaka i1 dve razli¢ite grupe hibrida iz prirodnih populacija, omogucava
procenu uticaja hibridizacije na stabilnost razvica. S tim u vezi, postavljeni su konkretni
ciljevi istrazivanja:

e Odredivanje eventualnih pre- i postzigotskih reproduktivnih barijera medu
srodnim vrstama;

e Poredenje parametara Zivotne istorije dve vrste i reciprocnih hibrida
(reproduktivni potencijal roditeljskih vrsta, vijabilitet jaja i embriona, stopa
izvaljivanja larvi, brzina razvica larvi);

e Rekonstrukcija ontogenetskih putanja od tek izvaljenih larvi do
metamorfoziranih juvenilnih jedinki uz poseban osvrt na sloZeni zivotni
ciklus i metamorfozu kao ontogenetsko ogranic¢enje;

e Odredivanje uticaja hibridizacije na morfoloSku varijabilnost (oblik repa 1
oblik glave kod larvi, kao i oblik glavenog skeleta kod adulta);

e Utvrdivanje uticaja hibridizacije na stabilnost razvica.
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3 Materijal i metode

Terenska istrazivanja obuhvatala su sakupljanje adultnih jedniki iz populacija
udaljenih od hibridne zone (Wielstra i sar. 2014b). Jedinke T. ivanbureschi prikupljene su
na prolece 2014. godine sa lokaliteta Zli Do, Srbija (42°25 N; 22°27 E) uz dozvolu broj
353-01-75/2014-08 Ministarstva energetike, razvoja i zastite Zivotne sredine (Prilog 3).
Jedinke T. macedonicus prikupljene su tokom leta 2015. godine sa lokaliteta Ceklin u Crnoj
Gori (42°21 N; 18°59 E) uz dozvolu broj UPI-328/4 —agencije za zaStitu zivotne sredine
Vlade Crne Gore (Prilog 4). Jedinke obe vrste prenete su u laboratoriju Odeljenja za
evolucionu biologiju, Instituta za bioloska istrazivanja ,,SiniSa Stankovi¢* u Beogradu, gde
je i uraden eksperimentalni deo ove doktorske disertacije uz odluku broj 03-03/16 Etickog
komiteta Instituta za bioloska istrazivanja ,,Sinida Stankovi¢* (Prilog 5). Zivotinje su drzane
1 odgajane u skladu sa Evropskom direktivom (2010/63/EU) o zastiti zivotinja kori$¢enih u

eksperimentalne i druge nauc¢ne svrhe.

3.1 Eksperimentalni dizajn

Hibridizacioni eksperiment trajao je tri uzastopne godine. Osnovne eksperimentalne
postavke i uslovi bili su isti tokom sve tri godine eksperimenta. Nakon hibernacije u
hladnoj sobi ili frizideru na konstantnoj temperaturi od 4°C, pocetkom marta zivotinje su
smesStane u plasticne kace (200 do 400 litara) u dvoristu Instituta. U kacama su se nalazila
skrovi$ta za Zivotinje, pesak, suvo liS¢e, grancice, plasti¢ni poklopci kao ,,plutajuca ostrva”
koji su omogucavali izlazak Zivotinja na povrSinu vode, kao 1 plasti¢ne tracice za polaganje
jaja kao imitacija podvodne vegetacije. Kace su bile prekrivene mrezom za komarce tako
da je ispoStovan rezim dnevno-no¢ne dinamike. Na taj nac¢in umanjen je stres Zivotinja u
zatoceniStvu 1 omogucéeno je pracenje dodatnih uticaja na reprodukciju (npr. spoljasne
temperature). Zivotinje su hranjene dva puta nedeljno brasnim crvi¢ima, ki$nim glistama
1/ili tubifeksom. Kombinacije ukrStanja razlikove su se medu godinama, Sto je omogucilo

pracene vise razli¢itih parametara. Osnovni dizajn eksperimenta dat je na Slici 6.
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T. macedonicus T. ivanbureschi
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F1:T. macedonicus x T. ivanbureschi  F1:T. ivanbureschi x T. macedonicus

Slika 6. Osnovni dizajn eksperimenta. Spoljasnji krug oznafava mitohondrijsku
DNK, a unutrasnje ispunjene elipse jedarnu. Levo je fotografija T. macedonicus, desno
T. ivanbureschi (fotograf: dr Aleksandar Urosevi¢). Donje fotografije su iz dvorista

Instituta za bioloska istrazivanja ,,Sini$a Stankovi¢®.

Pilot eksperiment izveden je 2016. godine sa dva interspecijska, recipro¢na
ukrStanja:
1) @ T. ivanbureschi x &' T. macedonicus
2) @ T. macedonicus x & T. ivanbureschi
Drugi eksperiment izveden je 2017. godine sa dva intraspecijska i dva interspecijska
ukrStanja:

1) @ T. ivanbureschi x & T. ivanbureschi

2) ¢ T. macedonicus x &' T. macedonicus
3) Q T. ivanbureschi x &' T. macedonicus
4) @ T. macedonicus x & T. ivanbureschi

Tre¢i eksperiment izveden je 2018. godine. Da bi se potvrdili rezultati dobijeni
2017. godine, ponovljena su sva ukrStanja. Hibridne jedinke dobijene ukrStanjem
Q@ T. ivanbureschi x & T. macedonicus 2016. godine (u daljem tekstu: F1 hibridi
T. ivanbureschi majki) postale su polno zrele i ukljuene se u eksperiment u cilju
ispitivanja eventualnih pre- i postzigotskih barijera pri medusobnom ukrstanju, kao i

povratnom ukrStanju sa roditeljskim vrstama. Ukupno je izvedeno devet ukrStanja:
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1)
2)
3)
4)
5)
6)
7)
8)
9

QT. ivanbureschi x & T. ivanbureschi

¢ T. macedonicus x &' T. macedonicus

Q T. ivanbureschi x & T. macedonicus

@ T. macedonicus x & T. ivanbureschi

Q@ x & F1 hibridi T. ivanbureschi majki

¢ F1 hibridi T. ivanbureschi majki x &' T. ivanbureschi
Q F1 hibridi T. ivanbureschi majki x & T. macedonicus
Q T. ivanbureschi x & F1 hibridi T. ivanbureschi majki

¢ T. macedonicus x & F1 hibridi T. ivanbureschi majki

Pocetak ovipozicije pracen je svakodnevnom proverom svih kombinacija ukrStanja.

Po pocetku polaganja jaja u datom ukrstanju, zenke su pojedina¢no smestane u odvojene

akvarijume ili plasti¢ne kutije u laboratoriji. Na taj nac¢in bilo je moguce proceniti procenat

oplodenih Zenki, tj. Zenki koje polazu jaja, kao i dalje pra¢enje materinskog efekta na

razlicite karakteristike Zivotne istorije (Slika 7). Temperatura je odrzavana konstantnom od

polaganja jaja, preko izvaljivanja larvi do zavrSetka metamorfoze (18 do 19°C). Akvarijumi

i plasti¢ne kutije bili su zapremine 10 litara i do pola napunjeni odstojalom, dehlorisanom

vodom. U svaki akvarijum/plasticnu kutiju postavljene su po dve plasticne tracice za

polaganje jaja.

Slika 7. Polaganje jaja: a) izgled laboratorije; b) postavka akvarijuma; c) polaganje

jaja na plasti¢nu tracicu.
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Jaja su prikupljana u roku od 24 ¢asa od momenta polaganja i premestana u
plasti¢ne Petri Solje (do 10 jaja po Petri Solji) gde su se razvijala do izvaljivanja larvi.
Dehlorisana voda u Petri Soljama menjana je svaki drugi dan. Petri Solje su svakodnevno
pregledane i uklanjana su jaja i embrioni koji su prestali da se razvijaju kako bi se sprecila

infekcija gljivom Saprolegnia sp. (Slika 8).

Slika 8. Poredenje zdravih jaja i embriona sa jajima i embrionima koji se ne
razvijaju: a) jaja koja se razvijaju fotografisana digitalnom kamerom (gore) i pod
binokularom (dole); b) zdravi embrioni fotografisani digitalnom kamerom (gore) i pod
binokularom (dole); c) gore — jaja koja se ne razvijaju, zuta strelica ukazuje na hife
Saprolegnia sp.; dole — embrioni koji su stali sa razvicem na razli¢itim stupnjevima, plava
strelica ukazuje na plik karakteristican za balansni letalni sindrom, odnosno embrione koji

zaostaju u razvicu 1 uginjavanju.

Larve su po izvaljivanju premestane u plasticne ¢asice od 100 ml do pola napunjene
dehlorisanom vodom. Nakon menjanja vode svaki drugi dan, hranjene su rakovima roda
Artemia. Posle odredenog perioda larve su pojedinacno prebacivane u dvolitarske Cetvrtaste
plasticne kutije gde su se razvijale do metamorfoze. Kutije su bile do pola napunjene
dehlorisanom vodom Kkoja je menjana dva puta nedeljno uz svakodnevno ¢iSéenje

ekskremenata. Starije larve su hranjene tri puta nedeljno crvima Tubifex sp. (Slika 9).
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Slika 9. Gajenje larvi.

3.2 Prikupljanje podataka

3.2.1 Procene reproduktivnog potencijala i karakteristika rane Zivotne istorije

Sve jedinke u eksperimentu fotografisane su sa ventralne i dorzalne strane
digitalnim fotoaparatom Nikon Coolpix 4500. Obrazac mrlja na abdomenu predstavlja
individualnu karakteristiku svake jedinke velikin mrmoljaka (npr. Arntzen 2003), te su
fotografije ventralne strane tela sa mrljama kao markerima koris¢ene za raspoznavanje
jedinki. Na taj nacin omogucéeno je ponavljanje istih ukrStanja i poredenje podataka o
reproduktivnim karakteristikama svake Zenke tokom tri godine eksperimenta. Veli¢ina tela
od njuske do posteriorne ivice kloake (engl. snouth to vent length — SVL) merena je sa
fotografija dorzalne strane zenki.

Tokom svakog reproduktivnog ciklusa pracen je broj zenki koje su polagale jaja u
odnosu na ukupan broj zenki. Belezeni su datumi prvog i poslednjeg dana polaganja jaja da

bi se procenili periodi ovipozicije. Ukupan period polaganja jaja za vrstu podrazumevao je
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broj dana od prvog polozenog jajeta u kacama, do poslednjeg polozenog jajeta u
akvarijumu. Smatrano je da su zenke prestale sa polaganjem kada prode najmanje nedelju
dana od poslednjeg polozenog jajeta. Odmah po prikupljanju, jaja su prebrojavana i
fotografisana digitalnim fotoaparatom Nikon Coolpix 4500 ili Nikon Digital Sight Fi2
kamerom prika¢enom za Nikon SMZ800 stereo zoom mikroskop. Posto su se brojevi zenki
ukljucenih u eksperiment, kao i procenti zenki koje su polagale jaja, razlikovali tokom tri
godine eksperimenta, rac¢unat je prosecan broj poloZenih jaja po Zenki za svaku vrstu i
svaku godinu. ProseCan broj polozenih jaja jedne vrste racunat je kao koli¢nik ukupnog
broja jaja koje su poloZile sve Zenke i broja Zenki koje su polagale jaja. Dimenzije jaja
(maksimalna duzina i Sirina galerte, maksimalna Sirina vitelusa) merene su sa fotografija.
Navedena merenja vrSena su u programu ImageJ (Rasband, W.S., ImageJ, U. S. National
Institutes of Health, Bethesda, Maryland, USA, https://imagej.nih.gov/ij/, 1997-2018).
Zapremina vitelusa racunata je pomocéu jednaine za zapreminu sfere (V = 4/3xr’m;
r predstavlja Sirinu vitelusa podeljenu sa 2). Zapremina galerte raCunata je pomocu
jednacine za zapreminu elipsoida (V = 4/3><I'1r227t; r1 | I su polupreénici: r; = duzina
galerte/2, r, = Sirina galerte/2) (prema Furtula i sar. 2008). Razlika u veli¢ini jaja izmedu
dve vrste poredena je na podacima prikupljenim u jednoj sezoni (2017). Razlika u veli¢ina
jaja izmedu Zenki (po 50 nasumi¢no odabranih jaja po Zenki za sve tri sezone) poredena je
medu sezonama za tri Zenke vrste T. macedonicus. Da bi se opisali periodi polaganja jaja,
izraCunat je procenat preklapanja perioda ovipozicije dve vrste za tri sezone. Procenat jaja
poloZenih tokom rane (prva tre¢ina ukupnog perioda), srediSnje (druga trecina) i kasne
(tre¢a tre¢ina) faze perioda polaganja izracunat je za obe vrste u svakoj sezoni pojedinacno.
Prosecan broj poloZenih jaja po danu izrac¢unat je kao odnos ukupnog broja jaja polozenih
tokom celog perioda i broja dana trajanja ovipozicije.

Pracen je broj jaja 1 embriona koji se ne razvijaju, kao 1 broj izvaljenih larvi. Na
osnovu odnosa ovih brojeva procenjeni su vijabilitet jaja i embriona, i stopa izvaljivanja za
obe roditeljske vrste i njihove reciprocne hibride tokom jedne reproduktivne sezone
(2017. godine). Za svaku grupu izracunat je prosecan broj polozenih jaja, jaja i embriona
koji se ne razvijaju, u odnosu na broj zenki koje su polagale u datoj sezoni. Udeo jaja koja

se ne razvijaju 1 embriona koji staju sa razvicem racunat je kao procenat jaja, odnosno
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embriona, koji se ne razvijaju u odnosu na ukupan broj polozenih jaja. Stopa izvaljivanja
larvi je racunata kao procenat izvaljenih larvi u odnosu na ukupan broj polozenih jaja.
Takode, izracunat je procenat uginulih embriona i stopa izvaljivanja larvi u odnosu na broj
jaja koja su se razvijala. Ovi podaci su kori$¢eni da bi se procenio uticaj hibridizacije na
rane karakteristike zivotne istorije.

Uticaj hibridizacije na morfolosku varijabilnost larvi procenjen je ispitivanjem
oblika repa (na odabranom larvenom stupnju) i obrazaca promene oblika glave tokom
larvene ontogenije od izvaljivanja do zavrSetka metamorfoze. Na istim stupnjevima jedinke
su fotografisane Nikon Digital Sight Fi2 kamerom prika¢enom za Nikon SMZ800 stereo
zoom mikroskop i digitalnim fotoaparatom Nikon Coolpix 4500. Pored podataka dobijenih
u opisanim eksperimentima, koris¢ene su i fotografije ontogenije larvi T. ivanbureschi
dobijene u eksperimentu 2014. godine (dozvola broj 01-05/2014 Eti¢kog komiteta Instituta
za bioloska istrazivanja ,,SiniSa Stankovic¢®). Postavka tog eksperimenta je bila ista kao i u
prethodno opisanim eksperimentima. Srednje vrednosti oblika glave na svakom stupnju
koriS¢ene su za rekonstrukcije ontogenetskih trajektorija svake grupe, kao i za procenu

stopa rasta i brzine razvica larvi.

3.2.2 Analize veli¢ine i oblika, odabir morfoloSkih struktura, specifi¢nih tacaka i
ontogenetskih stupnjeva

Pri proceni veli¢ine 1 oblika datth morfoloskih struktura 1 rekonstrukciji
ontogenetskih putanja, kao i1 za njthovo medusobno poredenje, koriS¢ene su metode
geometrijske morfometrije. Morfometrija uopSteno podrazumeva kvantitativan opis,
analizu 1 interpretaciju veli¢ine i oblika organizma ili neke njegove morfoloSke strukture.
Geometrijska morfometrija, koriste¢i metode multivarijatne statistike, omogucava
proucavanje varijabilnosti 1 kovarijabilnosti oblika 1 veli¢ine morfoloskih struktura, kao 1
grafic¢ki prikaz promena oblika (npr. Klingenberg 2013). Oblik struktura je opisan pomoc¢u
konfiguracija specifi¢nih tacaka (engl. landmarks). Varijable oblika (Prokrastove varijable)
dobijaju su Prokrastovom analizom (engl. Generalized Procrustes Analysis — GPA),

odnosno Prokrastovom superimpozicijom. Skaliranjem, translacijom 1 rotacijom eliminiSu
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se sve razlike uslovljene veli¢inom, polozajem i orijentacijom, a zadrzavaju se samo
informacije direktno vezane za oblik. Za procenu veli¢ine neke strukture opisane
specificnim tackama, koristi se veli¢ina centroida (engl. centroid size — CS). Veli¢ina
centroida predstavlja meru disperzije specificnih tacaka od srediSta (centroida) date
konfiguracije i1 racuna se kao kvadratni koren sume kvadrata odstojanja svake specificne
tacke od sredista za sve tacke (Rohlf i Slice 1990; Bookstein 1997; Dryden i Mardia 1998;
Rohlf 2000).

Oblik repa je izabran za poredenje posto rep predstavlja glavni propulzivni organ,
neophodan za lokomociju, ishranu i izbegavanje predatora. Za procenu oblika repa
koris¢eno je ukupno 150 larvi (T. ivanbureshi, N = 32; T. macedonicus, N = 36; F1 hibridi
T. ivanbureschi majki, N = 35; F1 hibridi T. macedonicus majki, N = 47) na pocetku 62.
ontogenetskog stupnja koji se karakteriSe potpuno razvijenim ekstremitetima i repom
(Glucksohn 1932). Larve su fotografisane na lateralnoj strani. Da bi se opisao oblik repa
koriS¢eno je 17 specificnih tacaka (Slika 10a) definisanih u programu tpsDig2 (Rohlf
2006). Specificne tacke 1 i 2 pozicionirane su u osnovi repa na nivou distalne ivice kloake 1
zaCetka zadnjih ekstremiteta. Specifi¢na tacka 9 postavljena je na vrhu repa. Ostale tacke
postavljene su na spoljaSnjoj ivici repa sa jednakom medusobnom udaljenos¢u. Da bi se
postigao takav, uniforman raspored taCaka, koriS¢en je program MakeFan6 iz serije
integrisanih programa za morfometriju (engl. Integrated Morphometrics Program — IMP)
(Sheets 2000). Takode, zabeleZene su 1 odredene linearne mere: maksimalna visina repa
(MVP), visina miSi¢a repa (VMR), duzina repa (DR) i duzina tela (DT). Duzina tela je
racunata od vrha njuske do posteriorne ivice kloake. Sve linearne mere dobijene su
merenjem na fotografijama koriste¢i program TMorphGen6 iz IMP paketa. Veli¢ina
centroida merena je u programu CoordGen6 (IMP paket). Koordinate oblika dobijene su
Prokrastovom superimpozicijom (GPA) u programu MorphoJ (Klingenberg 2011). Pored
oblika repa, ispitivane su i dodatne karakteristike spoljaSnje morfologije repa (Slika 10b):
mramorasti obrazac obojenosti (MOO), broj tamnih mrlja na ivicama repa (TMI),

prisutnost tamnih mrlja na srediSnjem delu repa (TMS) 1 prisutnost repnog filament (RF).
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repni filament
; (RF)
mramorasti obrazac

obojenosti (MOO)

tamne mrlje
(b) ke (TMI i TMS)

Slika 10. Analizirane osobine repa larvi. (a) Pozicija specifi¢nih tacaka koje opisuju
oblik repa, (b) Analizirane osobine spoljasnje morfologije repa i linearne mere: duzina repa
(DR), maksimalna visina repa (MVR) i visina misi¢a repa (VMR) (prilagodeno iz Vuci¢ i

sar. 2018).

Za rekonstrukciju ontogenetskih putanja odabran je oblik glave. Oblik i veli¢ina
glave imaju uticaja na mnoge, vazne bioloske funkcije (npr. ishrana, socijalne interakcije,
odbrana od predatora). Oblik glave je jedna od osobina koje su izuzetno osetljive na
promene tokom procesa razvica tako da ¢ak i najmanje, suptilne promene mogu dovesti do
globalnih transformacija u obliku glave (Hallgrimsson i sar. 2014). Za repate vodozemce
karakteristicno je da je glaveni region dorzo-ventralno spljosten, tako da vecina
varijabilnosti u celokupnom obliku glave mozZe biti objasnjena analizom dorzalnog oblika
(Trueb 1993; Alarcon Rios i sar. 2017).

Za poredenje oblika glave i1 rekonstrukciju ontogenetskih putanja, kao i brzine i

stope razvica larvi, analizirana je ontogenija 184 jedinke na pet ontogenetskih stupnjeva od
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izvaljivanja do zavrSetka metamorfoze. Ukupno je tokom ontogenije prikupljeno 790
individualnih podataka (Tabela 1).
Analizirani su slede¢i ontogenetski stupnjevi (Slika 11):
1. Izvaljivanje iz zastitne opne, pocetak formiranja prva dva prsta na
prednjim ekstremitetima (St. 42-43; Glucksohn 1932);
2. Pocetak formiranja Cetvrtog prsta na prednjim ekstremitetima i
formiranje pupoljaka zadnjih udova (St. 50; Glicksohn 1932) ;
3. ZavrSetak formiranja Cetvrtog prsta na prednjim ekstremitetima i

pocetak formiranja tre¢eg prsta na zadnjim ekstremiteta (St. 56; Glucksohn 1932) ;

4. Pocetak formiranja petog prsta na zadnjim ekstremitetima (St. 61;
Glucksohn 1932) ;
5. ZavrSetak metamorfoze, 7 do 10 dana nakon zatvaranja Skrznih

otvora metamoforziranih jedinki.
Pracena je hronoloska starost na svakom ontogenetskom stupnju i izraCunata
prosecna vrednost starosti za svaki stupanj (Tabela 1). HronoloSka starost je odredivana kao

broj dana od izvaljivanja larve do dostizanja odredenog ontogenetskog stupnja.
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Tabela 1. Pregled veli¢ine uzorka, srednja vrednost (SV) sa standardnom

devijacijom (SD) hronoloske starosti (u danima) i veli¢ine glave (izrazena kroz veli¢inu

centroida — CS) larvi na analiziranim ontogenetski stupnjevima. Skrac¢enice: T. iva — T.

ivanbureschi; T. mac — T. macedonicus; hib — hibrid; MJ — metamorfozirane juvenilne

jedinke.
Stupanj Grupa N St?é’i)/sit (Sdg)n ) ((S:\S/ (J_rmsnl]D))
42-43
T. ivanbureschi 27 16,48 £ 0,58 4,03+£0,21
T. macedonicus 47 16,89 £ 1,46 4,35+ 0,25
F1 hib T. iva majki 49 16,96 £ 1,31 4,19 £0,24
F1 hib T. mac majki 61 16,52 + 1,44 4,15+0,21
50
T. ivanbureschi 29 30,34+ 1,08 6,20 £ 0,19
T. macedonicus 43 32,42 + 2,65 6,67 £ 0,14
F1 hib T. iva majki 43 33,51+2,97 6,51 £ 0,20
F1 hib T. mac majki 60 32,60 £ 2,34 6,53+0,16
56
T. ivanbureschi 21 46,86 + 1,88 7,66 £ 0,29
T. macedonicus 38 61,32 + 5,59 8,28 £ 0,41
F1 hib T. iva majki 35 66,94 + 5,62 8,25+ 0,51
F1 hib T. mac majki 49 63,49 + 5,23 8,07 £ 0,32
61
T. ivanbureschi 26 65,42 + 3,84 9,39 £ 0,47
T. macedonicus 35 76,71 + 3,88 9,90 £ 0,57
F1 hib T. iva majki 36 81,58 + 3,97 10,42 £ 0,85
F1 hib T. mac majki 47 79,28 £ 4,74 9,97 £0,59
MJ
T. ivanbureschi 23 15556 £7,93 21,70+1,18
T. macedonicus 36 239,94 +1498 2358+1,21
F1 hib T. iva majki 37 195,81 +17,32 21,67 +1,04
F1 hib T. mac majki 48 189,87 +15,90 21,36+ 1,00
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Oblik glave opisan je pomocu 7 specificnih tacaka i 16 polutacaka (slika 11).
Pozicija polutacaka odredena je u programu MakeFan6 iz IMP serije (Sheets 2000) da
bi se postiglo jednako ugaono rastojanje medu polutatkama. Polutacke se koriste za
opisivanje oblika povrSine struktura ili krivih ivica strukture. Za razliku od specifi¢nih
tacaka koje su postavljenje na anatomski odredenim mestima i homologe su medu
grupama koje se porede, polutacke su rasporedene na povrsini ili duz krive na jednakim
rastojanjima. Ta jednaka rastojanja procenjuju se matematicki, podelom krive ili
povrsine na odredeni broj delova. Dakle, podatak o obliku strukture sadrzan je u
zajednickoj konstalaciji specificnih tacaka i polutacaka (npr. Zelditch i sar 2012).
Specifi¢na tacka 23 postavljena je na sredinu njuske, dok su preostale tacke i polutacke
bilateralno simetri¢éne. VeliCina centroida (CS, Tabela 1) odredena je u programu
CordGen6 iz IMP serije (Sheets 2000). Analize oblika glave larvi metodama
geometrijske morfometrije vrSene su u R paketu geomorph 3.0.6 (Adams i sar. 2018),
osim ako nije naznaceno drugacije. Prokrastova superimpozicija (GPA) kori$¢ena je za
dobijanje koordinata oblika pomoc¢u gpagen funkcije. Tokom superimpozicije dodatno
je koriS¢en algoritam za pronalazenje optimalnih pozicija polutacaka na krivoj
(Bookstein 1997; Gunz i Mitteroecker 2013). Simetricna komponenta je izracunata kao
prosek originalne konfiguracije i iste konfiguracije okrenute ,,u ogledalu” (Klingenberg
i sar. 2002) koriste¢i funkciju bilat.symmetry. U daljim analizama, simetri¢na

komponenta je kori§¢ena kao varijabla oblika.
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Slika 11. Analizirani ontogenetski stupnjevi i pozicije specifi¢nih tacaka (pun
krug) i polutacaka (prazan krug) koje opisuju oblik glave larvi i metamorfoziranih

juvenilnih jedinki velikih mrmoljaka (prilagodeno iz Vuci¢ i sar. 2019).

Za procenu uticaja hibridizacije na morfoloSku varijabilnost adulata, kao i na
stabilnost razvica, koriS¢eni su trodimenzionalni modeli lobanja velikih mrmoljaka,
dobijeni skeniranjem kranijalnog skeleta jedinki prikupljenih iz prirodnih populacija i
sacuvanih u batraholoskim zbirkama Instituta za bioloSka istrazivanja ,,SiniSa Stankovi¢”
(Dzuki¢ i sar. 2015) i Holandskog nacionalnog centra za biodiverzitet (NATURALIS,
Lajden, Holandija). Skeniranje je vrSeno metodom kompjuterizovane mikrotomografije
(engl. computed microtomography — uCT) na aparatu CT Skyscan 1172 u NATURALIS-u.
Jedinke su skenirane pod slede¢im uslovima (59 kV, stepen rotacije od 0.7, vreme
ekspozicije 145 ms i rezolucija od 26.1 pm). Na osnovu serije rendgenskih snimaka
izvrSena je segmentacija u programu NRECON, odnosno generisani su preseci na kojima je
odabrano tkivo od interesa. Koriste¢i rekonstruisane segementne preseke konstruisani su
trodimenzionalni modeli glavenog skeleta u programu Skyscan CT-analyser sa rezolucijom

od 26,1 um. Analiziran je ukupno 191 model glavenog skeleta (T. ivanbureshi, N = 21;
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T. macedonicus, N = 19; T. ivanbureschi x T. macedonicus hibridi, N = 27; T. cristatus;

N = 37; T. marmoratus, N = 42; T. cristatus x T. marmoratus hibridi, N = 45). Detaljniji

pregled uzorka sa podacima o jedinkama i populacijama kojim pripadaju dat je u Prilogu 6.

Postavljanje specificnih tacaka, odnosno prikupljanje x, Yy, z koordinata, vrseno je u

programu Landmark IDAV v 3.0 (http://www.idav.ucdavis.edu/research/EvoMorph). Za

procenu razlika u obliku lobanje izmedu roditeljskih vrsta i njihovih hibrida postavljeno je

25 specifi¢nih tacaka (Tabela 2, Slika 12).

Tabela 2. Pozicije specificnih tacaka odredenih anatomskim strukturama i

koriS¢enih pri proceni oblika lobanje vrsta i hibrida velikih mrmoljaka. Prva specificna

tacka je neparna, dok su ostale bilateralno simetricne.

Broj

Definicija specificne tacke

1

2,3
4,5
6,7
8,9
10,11
12,13
14,15
15,16
17,18
19,20
21,22
23,24
25,26

sredina njuske (medijalna, vr$na tacka premaksilarne kosti)
distalni kraj premaksilarnih kostiju

vrh maksilarne kosti

sutura nazalne i maksilarne kosti

anteriorni deo orbitosfenoideuma ka frontalnoj kosti
sutura frontalne 1 parijetalne kosti na spoljaSnjoj ivici
vrh kvadratuma

posteriorni deo egzookcipitalne kosti ka skvamozumu
posteriorni spoj parijetalnih kostiju

prosirenje frontalnih kostiju

vrh pterigoideuma

posteriorni kraj vomeralnih zuba

pocetak vomeralnih zuba

prosirenje vomera u nivou hoana
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arijetale
nazale =)

premaksila
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Slika 12. Pozicije specifi¢nih tacaka koje opisuju oblik kranijalnog skeleta velikih
mrmoljaka postavljene na trodimenzionalnim modelima lobanja. Plave linije koje povezuju

specifi¢ne tacke koris¢ene su za vizuelizaciju promena oblika.

Pri proceni nivoa fluktuirajuée asimetrije neophodno je da broj specifi¢nih tacaka
koje opisuju oblik morfoloske celine bude manji ili jednak najmanjem broju jedinki u
uzorku (Zelditch i sar. 2012). Da bi se izbegla eventualna greska uslovljena veli¢inom

uzorka, za procenu uticaja hibridizacije na stabilnost razvi¢a koris¢en je redukovan set od
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12 tacaka (Tabela 3, Slika 13). Da bi se procenio uticaj greske merenja, odnosno preciznost
postavljanja specifi¢nih tacaka, koordinate specifi¢nih tacaka su prikupljene dva puta na
celokupnom uzorku. Analize metodama geometrijske morfometrije vrSene su u programu

MorphoJ (Klingenberg 2011).

Tabela 3. Pozicije specifi¢nih ta¢aka koriS¢enih pri proceni stabilnosti razvica

odnosno proceni fluktuirajuée asimetrije (FA).

Broj Definicija specifi¢ne tacke

1,2 distalni kraj premaksilarnih kostiju

3,4 vrh maksilarne kosti

5,6 anteriorni deo orbitosfenoideuma ka frontalnoj kosti
7,8 vrh kvadratuma

9,10 posteriorni deo egzookcipitalne kosti ka skvamozumu

11,12  vrh pterigoideuma

nazale Trontele :§ er parijetale
3 \..“‘/.JM\

oti¢ko-okcipitalni
region

4o

Ao ...'4/'
o/ " ° \\
W e

maksila  pterigoidem '//
parg /" skvamozum

kvadratum

Slika 13. Prikaz specifi¢nih tacaka postavljenih na trodimenzionalnim modelima

lobanja i koris¢enih za procenu stabilnost razvic¢a velikih mrmoljaka.
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3.3 Statisti¢ke analize

3.3.1 Analize reproduktivnog potencijala i karakteristika rane Zivotne istorije

Velicina tela zenki T. ivanbureschi i T. macedonicus poredena je pomocu t-testa.
Razlika medu vrstama u procentu zenki koje su polagale jaje procenjena je testom za
razlike izmedu dve proporcije.

Kod obe vrste, broj polozenih jaja nije imao normalnu raspodelu te su se u
daljim analizama Kkoristile logaritamski transformisane vrednosti. Za svaku sezonu
zasebno, poredene su razlike izmedu vrsta u proseCnom broju jaja 1 statisticka
znaCajnost razlika u srednjim vrednostima testirana je pomocu t-testa. Razlike
prosecnog broja polozenih jaja medu sezonama za obe vrste zasebno i njihova
statistiCka znacajnost utvrdene su pomocu jednofaktorske analize varijanse (ANOVA).
Da bi se utvrdilo koja sezona najviSe doprinosi razlici koriS¢ena je viSestruka
komparacija P vrednosti kao post-hoc test. Da bi se procenio ukupan uticaj i udeo svih
faktora koriS¢ena je multifaktorska ANOVA sa vrstom, sezonom i njihovom
interakcijom kao faktorima. ProseCne vrednosti dimenzija jaja (zapremine vitelusa i
galerte) poredene su zasebnim jednofaktorskim ANOVA testovima. Jednofaktorska
ANOVA koriS¢ena je i za poredene veliine jaja medu sezonama za jednu vrstu.
ANOVA za ponovljena merenja koris¢ena je pri proceni intraspecijske razlike u veli¢ini
jaja tokom tri sezone.

Medusobno poredenje procenata jaja i embriona koji nemaju normalno razvice,
kao i izvaljenih larvi, izmedu obe vrste i F1 recipro¢nih hibrida u sezoni 2017. godine,
vr$eno je pomocu testa za razlike izmedu dve proporcije. Sve prethodno navedene

statistiCke analize radene su u programu Statistica 10 (StatSoft Inc. 2011).

3.3.2 Analize divergencije u velicini i obliku repa larvi

Posto je utvrdena razlika u veli¢ini larvi sve dalje analize linearnih mera repa

(duzina repa — DR, maksimalna visina repa — MVR i visina mi$i¢a repa —VMR) radene
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su na korigovanim vrednostima — rezidualima nakon regresije linearnih mera na duzinu
tela. Razlike u lineranim merama medu grupama analizirane su analizom kovarijanse
(ANCOVA) sa duzinom tela kao nezavisnom varijablom i rezidualima DR, MVR i
VMR kao zavisnim varijablama. Da bi se odredila znacajnost medugrupnih razlika
koris¢en je Tukijev test (engl. The Tukey HSD post-hoc test). Navedene statisticke
analize uradene su u programu Statistica 10 (StatSoft Inc. 2011). Posto promena oblika
uslovljena promenom veli¢ine (alometrija) moze da objaSnjava znaCajan deo ukupne
varijacije oblika, uticaj alometrije ispitan je multivarijatnom regresijom varijabli oblika
na logaritamski transformisanu veli¢inu repa (CS) (Monteiro 1999). Statisticka
znacajnost alometrije ispitana je permutacionim testom sa 1000 ponavljanja.
Multivarijatna regresija pokazala je da je 8,91% varijabilnosti uslovljeno veli¢inom 1
utvrdena je statisticka znacajnost alometrije. U daljim analizama oblika, kao varijable
oblika koriS¢ene su vrednosti korigovane za veli¢inu, odnosno reziduali dobijeni iz
multivarijatne regresije varijabli oblika na CS. Analizom glavnih komponenti (engl.
Principal Component Analysis — PCA) ispitan je opSti obrazac unutargrupne i
medugrupne varijabilnosti (dve vrste i recipro¢ni hibridi). Prokrastove distance
izraCunate su kao mera razlika u srednjim oblicima repa svih grupa unakrsno.
StatistiCka znacajnost razlike u obliku repa procenjena je permutacionim testom sa 1000
ponavljanja. Dobijene P vrednosti su korigovane Bonferonijevom korekcijom za
viSestruka poredenja. Analize oblika repa vrSene su u programu MorphoJ (Klingenberg
2011). Razlike u obrascima obojenosti i1 prisutnosti repnog filamenta utvrdene su
korespondentnom analizom u programu Statistica 10 (StatSoft Inc. 2011) i G testom u
Microsoft Excel 2010 programu.

3.3.3 Analize ontogenetskih putanja larvi i promene oblika glave

Da bi se testirale medugrupne razlike u starosti larvi tokom ontogenije uradene
su zasebne analize varijanse (ANOVA) na svakom ontogenetskom stupnju. Statisticka
znacajnost medugrupnih razlika procenjena je Tukijevim testom (engl. The Tukey HSD

post-hoc test). Isti testovi su izvedeni za testiranje znacajnosti razlika u veli¢ini glave
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medu analiziranim grupama na svim ontogenetskim stupnjevima. Navedene analize
radene su analizom u programu Statistica 10 (StatSoft Inc. 2011). Za procenu razlika u
brzini razvi¢a koriS¢ene su dve odvojene multivarijantne regresije varijabli oblika glave
(simetricna komponenta) na hronolosku starost larvi i ontogenetski stupanj. Korelacija
oblika i veli¢ine glave testirana je multivarijantnom regresijom simetricne komponente
na veliCinu glave. Statisticka znacajnost regresija testirana je permutacionim testovima
sa 1000 ponavljanja. U analiziranom uzorku jedinke su varirale u veli¢ini na svim
stupnjevima zbog ¢ega su za komparativne analize kao varijable oblika koriS¢eni
reziduali dobijeni multivarijantnom regresijom varijabli oblika na veli¢inu glave
(Monteiro 1999). Obrasci varijabilnosti oblika glave na svakom ontogenetskom stupnju
zasebno su ispitani PCA analizom varijabli oblika koriste¢i plotTangentSpace funkciju
u R geomorph paketu (Adams i sar. 2018). Medugrupne razlike u obliku glave
specificne za svaki ontogenetski stupanj izracunate su kao Prokrastove distance.
Statisticka znacajnost dobijenih razlika testirana je permutacionom testom sa 1000
ponavljanja. Dobijene vrednosti uskladene su Bonferonijevom korekcijom za visestruka
poredenja. Racunanje Prokrastovih distanci 1 poredenje njihovih razlika vrSeno je u
R Morpho paketu (Schlager 2017) pomoc¢u permdist funkcije.

Da bi se dodatno ispitale komponente statiCke varijabilnosti, unutar- i
medugrupna varijabilnost oblika glave, kao i utvrdio stepen kanalisanosti razvica,
izraCunati su varijansa 1 morfoloski disparitet na svakom stupnju zasebno.
Unutargrupna varijabilnost (varijansa) je izraCunata na setovima podataka sastavljenih
od svih jedinki jedne grupe na svim stupnjevima. Varijansa je dobijena kao suma
dijagonala elemenata kovariacione matrice podeljena sa brojem opservacija u grupi
(Zelditch i sar. 2012; Adams i sar. 2018). Permutacioni test sa 1000 ponavljanja
koris¢en je za proveru razlika u varijansi medu stupnjevima jedne grupe. Medugrupna
varijabilnost (morfoloski disparitet) racunat je kao sveukupna Prokastova varijansa za
svaki ontogenetski stupanj. Varijansa i disparitet racunati su pomoc¢u morphol.disparity
funkcije u R geomorph paketu (Adams i sar. 2018).

Za ispitivanje dinamicke komponente varijabilnosti, rekonstrukciju i poredenje

ontogenetskih trajektorija oblika glave koriS¢ena je analiza fenotipskih trajektorija
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(engl. Phenotypic Trajectory Analysis — PTA; Adams i Collyer 2009; Collyer i Adams
2013). Glavna prednost PTA analize je ujednacen opis i kvantifikacija trajektorija kroz
njihove geometrijske atribute (poziciju, veli¢inu, pravac i oblik) Sto omogucava
medusobna statisticCka poredenja trajektorija specificnith za odredene taksone i
utvrdivanje obrazaca i1 procesa koji su doveli do fenotipske divergencije. Za
rekonstrukciju ontogenetskih trajektorija, vrste i njihovi hibridi su koriséeni kao grupe,
dok je pet ontogenetskih stupnjeva predstavljalo tacke koje trajektorija povezuje.
Pozicija trajektorije predstavlja lokaciju trajektorije svake grupe u multivarijantnom
prostoru opisanom sa prve dve glavne komponente. Za medugrupno poredene pozicija
trajektorije koriS¢ena je faktorijska MANOVA sa grupom, stupnjem i njihovom
interakcijom kao faktorima. VeliCina trajektorije predstavlja koli¢inu promene oblika
kroz koju svaka grupa prolazi tokom ontogenije. Veli¢ina je zapravo duzina putanje
izracunata kao suma duzina vektora medu sukcesivnim ontogenetskim stupnjevima i
izrazena kao Euklidova distanca. Pravac trajektorije opisuje opS$tu orijentaciju
fenotipskih promena u multivarijatnom prostoru odnosno ops$tu kovarijaciju varijabli
oblika povezanu sa promenom ontogenetskog stupnja. Pravac se izraCunava kao ugao
1izmedu dve trajektorije 1 izraZava se u stepenima. Oblik trajektorije predstavlja promene
trajektorije kroz vreme i izraCunava se kao Prokrastove distance medu parovima
ontogenetskih trajektorija (Adams i Collyer 2007, 2009; Collyer i Adams 2007, 2013).
Znacajnost razlika medu atributima ontogenetskih trajektorija karakteristicnih za
analizirane grupe procenjena je permutacionim testom sa 10 000 ponavljanja. Atributi
ontogenetskih trajektorija izraCunati su i uporedeni koristeé¢i trajectory.analysis

funkciju u R geomorph paketu (Adams i sar. 2018).

3.3.4 Analize varijabilnosti adultnog glavenog skeleta

Poredenje oblika glavenog skeleta adultnih jedinki velikih mrmoljaka i njihovih
hibrida vrSeno je u programu MorphoJ (Klingenberg 2011).
PCA analizom ispitana je ukupna varijabilnost glavenog skeleta u okviru celog

uzorka (Cetiri vrste i dva hibrida). Da bi se utvrdile razlike u obliku medu grupama

43



izracunate su Mahalanobisove i Prokrastove distance koje su poredene permutacionim
testovima sa 1000 ponavljanja. Dobijene vrednosti su prilagodene Bonferoni
korekcijom za viSestruka poredenja. Kanonijskom diskriminantnom analizom (engl.
Canonical Variate Analysis — CVA) analizirane su razlike u srednjem obliku glavenog
skeleta, pri cemu su vrste 1 hibridi koriS¢eni kao varijabla za grupisanje. PCA i CVA
analize radene su na koordinatama dobijenim iz prose¢ne vrednosti dva merenja.

Da bi se procenio nivo unutargrupne varijabilnosti izra¢unata je ukupna
varijansa za svaku grupu pojedinacno pomocu kovaricionih matrica pri Cijem
izracunavanju je uklonjen efekat populacije i pola na varijabilnost koris¢enjem opcije

pool-within factor u programu MorphoJ (Klingenberg 2011).

3.3.5 Procena stabilnosti razviéa

Prokrustova ANOVA je analiza varijanse posebno prilagodena za kvantifikaciju
asimetrije 1 greSke merenja (Klingenberg i Mclntyre 1998; Klingenberg i sar. 2002;
Klingenberg 2015). Ova metoda omogucava utvrdivanje uticaja greSke merenja i
dodatnih faktora na ukupno variranje oblika: efekta jedinke (meduindividualnog
variranja), efekta strane (prisustvo direkcione asimetrije) 1 efekta interakcije izmedu
jedinke i strane (prisustvo fluktuirajuce asimetrije). Efekat jedinki je slucajni faktor koji
objasnjava individualnu varijabilnost u obliku. Efekat strane je fiksirani faktor i ukazuje
na prisustvo ili odsustvo direkcione simetrije, dok interakcije jedinka x strana ukazuje
na prisustvo ili odsustvo fluktuirajuée asimetrije. Ostatak varijabilnosti (reziduali)
predstalja gresku merenja (Klingeneberg i McIntyre 1998; Klingenberg i sar. 2002).
Vrednosti dobijene pomocu Prokrastove analize varijanse (suma kvadrata odstupanja za
fluktuirajucu asimetriju 1 greSku merenja) dalje su koriS¢ene za izraCunavanje indeksa
fluktuirajuce asimetrije (FA10 indeks) (Palmer i Strobeck 1986). Indeks fluktuirajuce
asimetrije je racunat prema formuli:

FA10= (MSjedinkaXstrana - MSgreéka merenja) IM
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MSjedinka x strana predstavlja sumu kvadrata odstupanja za fluktuirajuéu asimetriju,
8 MSgreika merenja Sumu kvadrata odstupanja greSke merenja procenjenih Prokrastovom
analizom varijanse za dati uzorak. M predstavlja broj ponovljenih merenja.

Statisticka znacajnost razlika u nivou FA vrsta i hibrida procenjena je primenom
dva pristupa: Lavenovog testa i F testa. Lavenov test je raden na FA skorovima
dobijenim iz asimetricne komponente varijabilnosti oblika i izrazenim u Prokrastovim
distancama. F testom (Palmer i Strobeck 1986) poredene su vrednosti FA10 indeksa.

Obrasci varijabilnosti asimetricne komponente roditeljskih vrsta i njihovih
hibrida dobijeni su PCA analizom asimetricnih koordinata dobijenih iz prose¢ne

vrednosti dva merenja.
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4 Rezultati

4.1 Odlike rane Zivotne istorije

4.1.1 Reproduktivne karakteristike

Poredenjem standardne duzine tela (SVL) nije pronadena statisti¢ki znacajna razlika

u velic¢ini tela T. ivanbureschi i T. macedonicus Zenki (t-test: P = 0,114; Tabela 4).

Tabela 4. Prose¢na veli¢ina tela Zenki T. ivanbureschi i T. macedonicus. Dimenzije
su date u milimetrima. Skracenice: N — broj Zenki; SVL — duzina tela od njuske do
posteriornog dela kloake; SV — srednja vrednost; min — minimalna izmerena veli¢ina; max

— maksimalna izmerena veli¢ina.

T. ivanbureschi T. macedonicus
(N = 15) (N=09)
SVL (SV = SD) 83,3+0,6 87,0+04
Opseg (min—max) 69,6-9,1 78,0-90,7

Pregled osnovnih reproduktivnih karakteristika dat je u Tabeli 5. Vrste se
medusobno ne razlikuju u proporciji zenki koje polazu jaja (P > 0,5 za sve tri sezone).
Zenke T. macedonicus imale su zna¢ajno veéi prose¢an broj jaja poloZen po Zenki od
T. ivanbureschi u 2017. godini (P > 0,0214), dok razlike nisu pronadene za 2016. i 2018.
godinu (P > 0,05 u oba poredenja). Prose¢an broj polozenih jaja nije se razlikovao medu
sezonama za T. ivanbureschi (P = 0,6752), dok su razlike pronadene medu T. macedonicus
zenkama (P =0,0256). Tukijevim testom utvrdeno je da se razlikuju samo 2016. i 2017.
godina (P = 0,0210), dok nije pronadena razlika u ostalim medusobnim poredenjima
(P > 0,05). Kad se sagleda ukupan prosecan broj jaja poloZen tokom svih sezona, postoji
razlika kojoj doprinosi efekat vrste (P = 0,039), ali ne i sezone, niti interakcije vrste i

sezone (P > 0,05 u oba slucaja).
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Tabela 5. Osnovne reproduktivne karakteristike vrsta T. ivanbureschi (T. iva) i T. macedonicus (T. mac) tokom tri

uzastopne godine.

% zenki koje  Ukupno  Opseg broja polozenih jaja ~ Prose¢an broj

Godina  Vrsta Broj su polagale  polozenih kod svih zenki poloZenih jaja
zenki jaja jaja min max po Zenki
© T.iva 7 100,00 727 6 208 103,86
§ T. mac 9 88,89 1381 6 371 172,63
~ T.iva 16 75,00 2500 6 663 208,33
§ T. mac 9 100,00 4631 73 759 514,56
o T.iva 12 58,33 1364 1 383 194,86
§ T. mac 9 66,67 1967 47 619 327,83
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U odnosu na veli¢inu jaja (zapremina vitelusa i galerte) koja su poloZena tokom iste
sezone postoje statistiCki znacajne razlike izmedu vrsta (P < 0,0001 za obe dimenzije), pri

¢emu su jaja, vitelus i galerta, ve¢a kod T. macedonicus (Tabela 6).

Tabela 6. Prosene vrednosti zapremine vitelusa i galerte (u mm®) u istoj

reproduktivnoj sezoni (2017. godina).

Zapremina Zapremina
Vrsta N vitelusa galerte
SV +£SD SV +£SD
T. ivanbureschi 300 5,09 +£0,96 14,87 £ 1,53
T. macedonicus 350 5,48 +£0,89 21,18 + 2,26

Nije utvrdena statisticki znaCajna razlika u dimenzijama jaja izmedu zenki
T. ivanbureschi (P = 0,07), ali jeste medu T. macedonicus Zenkama (P < 0,001). Ukoliko se
u obzir uzme variranje u veli¢ini jaja izmedu sezona i zenki, na razlike u veli¢ini jaja uticu
oba faktora (zenke, P < 0,001 za obe dimenzije; sezona, P < 0,001 za obe dimenzije) i
njihova interakcija (P < 0,001 za obe dimenzije) (Slika 14).

U 2016. godini, zenke T. macedonicus pocele su da polazu jaja skoro mesec dana
kasnije u odnosu na T. ivanbureschi zenke, tako da su im se periodi preklapali manje od
10% od celokupnog perioda ovipozicije. U 2017. godini, obe vrste su zapocele polaganje
jaja u sli¢no vreme 1 celokupan period polaganja jaja se preklapao 56%. Razlika u duzini
perioda polaganja nije bila izrazena, mada je kod T. macedonicus trajala 12 dana duze. U
2018, T. ivanbureschi zenke su pocele da polazu jaja 10 dana pre T. macedonicus i periodi
su se preklapali 59% uz skoro istovetno ukupno trajanje (Slika 15).

Tokom 2016. godine, sedam T. ivanbureschi zenki polozilo je najvise jaja tokom
rane faze ovipozicije (48,88%). U istoj sezoni imale su dva dana sa istim, maksimalnim
brojem polozenih jaja (56 jaja — 5.1 17. dana od pocetka polaganja; rana i srediSnja faza). U
2017. (16 zenki) 1 2018. (12 Zenki) godini najvise jaja je polozeno tokom srediSnje faze
(47,28% 1 61,05%, respektivno), dok je dan sa maksimalnim brojem jaja u obe sezone bio
tokom rane faze (2017: 9. dan sa 252 jaja i 2018: 19. dan sa 129 jaja) (Slika 15). Isti
obrazac za sve tri sezone utvrden je za devet zenki T. macedonicus, sa najveéim brojem
polozenih jaja (2016: 50,94%,; 2017: 58,24%; 2018: 47,61%) 1 danom sa maksimalnim
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brojem polozenih jaja (2016: 28. dan — 76; 2017: 19. dan — 328; 2018: 12. dan — 60 jaja)
tokom sredi$nje faze perioda polaganja (Slika 15).
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®Tmacl
®Tmac2
®Tmac3
6
=)
4
(b

24

22

20

/

2016 2017 2018
Godina

Slika 14. Zapremina vitelusa (a) i galerte (b) jaja tri T. macedonicus zenke tokom tri
uzastopne reproduktivne sezone (2016, 2017 i 2018).
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Slika 15. Razlike u dinamici polaganja jaja (prosecnom broju polozenih jaja po

danu) izmedu T. ivanbureschi i T. macedonicus tokom tri uzastopne sezone (2016, 2017 i

2018).
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4.1.2 Vijabilitet jaja i embriona, stopa izvaljivanja larvi

Jaja i embrioni roditeljskih vrsta 1 hibrida razvijali su se sli¢nom brzinom (Slika 16).

T. ivanbureschi F1 hibrid T. iva ‘ '

T ivanblireschi F1 hibrid 7. iva

Oplodena jaja

-

I. macedonicus F1 hibrid. 7. mac

- ;-

L. ivanbureséht F1 hibrid L iva

T. macedonicus F1 hibrid 7. mac

R T ivanbureschi F1 hibrid B*7va

Prve deobq

™

. y - "
e 1. macedonicus Fihibrid 7. mac

£

F1 hibrid T. mac

Embrionsko razviée

-

F=vanbureschi F1 hibrid-£%va

T. ivanbureschi F1 hibrid T iva

Neurulacija

1. miacedonicus F1 hibrid Tsmac

F1 hibrid ™ mac

Slika 16. llustrativni pregled serije ranih ontogenetskih stupnjeva T. ivanbureschi,

T. macedonicus i njihovih reciproénih hibrida. Pracena su Cetiri jajeta poloZena istog dana.

Dve vrste ne razlikuju se medusobno u udelu jaja 1 embriona koji se ne razvijaju,
kao ni stopi izvaljivanja larvi (P > 0,05 za sva poredenja). Procenat jaja koja se ne razvijaju

znacajno je veci za oba recipro¢na hibrida u odnosu na roditeljske vrste (P < 0,01 u svim
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poredenjima). Medu reciprocnim hibridima takode postoji znacajna razlika (P < 0,01).
Relativni udeo jaja koja se ne razvijaju najveéi je kod F; hibrida T. ivanbureschi majki
(slika 17a). Obe roditeljske vrste imaju slican relativni udeo embriona koji su stali sa
razvi¢em kao i F1 hibridi T. macedonicus majki (P > 0,05 u svim poredenjima), koji je veci
nego kod F; hibrida T. ivanbureschi majki (P < 0,01 u svim poredenjima). Zanimljivo je da
se stopa izvaljivanja larvi, iako niska, nije razlikovala ni u jednom poredenju (P > 0,05 u
svim poredenjima) (Slika 17a). Kada je racunat udeo embriona koji su stali sa razvicem i
stopa izvaljivanja larvi u odnosu na broj jaja koja se razvijaju, nisu pronadene razlike ni u

jednom poredenju (P > 0,05 u svim poredenjima; Slika 17b).

44.04

26.16

38.00

61.91

T iva T. mac F1 hib F1 hib
T iva T mac

Slika 17. (a) Relativni udeo jaja (crveno) i embriona Kkoji su stali sa razvicem
(teget), kao i izvaljenih larvi (zeleno) u odnosu na broj poloZenih jaja za sve analizirane
grupe. (b) Relativni udeo stalih embriona (teget) i izvaljenih larvi (zeleno) u odnosu na broj
jaja koja su se razvijala.
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4.1.3 Brzina razviéa larvi

Statisticki znacajne razlike u hronoloskoj starosti larvi, odnosno broju dana
potrebnom da bi se dostigao odredeni stupanj, postoje na svim analiziranim stupnjevima
(Tabela 1, P < 0,0001), osim na prvom (St. 42-43, P = 0,2055). Medusobnim poredenjem
grupa (Tukijev test, Tabela 7) pokazano je da od drugog analiziranog stupnja (St. 50) pa
sve do zavrSetka metamorfoze T. ivanbureschi dostize svaki sukcesivni stupanj ranije u
odnosu na T. macedonicus i hibride. Razlike su izrazenije na kasnijim stupnjevima (Tabela
1). Larve T. macedonicus zavr$avaju sa metamorfozom znatno kasnije od svih ostalih
analiziranih grupa. Hibridne grupe se ne razlikuju medusobno osim na tre¢em analiziranom

stupnju (St. 56) koji hibridi T. macedonicus majki dostizu najkasnije od svih (Tabela 1).

Tabela 7. Medugrupna poredenja (Tukijev test) hronoloske starosti larvi na svakom
analiziranom ontogenetskom stupnju. Analizirane grupe: T. ivanbureschi (T. iva),
T. macedonicus (T. mac), F1 hibridi T. ivanbureschi majki (F1 hib T. iva), F1 hibridi

T. macedonicus majki (F1 hib T. mac). Skraéenice: MJ — metamorfozirane juvenilne

jedinke.
Ontogenetski stupanj
Poredene grupe 4243 50 56 61 MJ
T.iva-T. mac 0,568 0,002 <0,001 <0,000 <0,001
F1hibT.iva-T.iva 0,432 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001
FlhibT.iva-T. mac 0,999 <0,000 <0001 <0,000 <0,001
F1 hib T. mac - T. mac 0,475 0,982 0,199 0,032 <0,001
F1hib T.mac-T.iva 0,995 0,161 <0,001 <0,000 <0,001

F1 hib T. iva - F1 hib T. mac 0,316 0,242 0,012 0,063 0,290
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4.2 Morfoloska varijabilnost larvi

4.2.1 Spoljasnja morfologija repa

ANCOVA testom (Tabela 8) utvrdene su statisticki znacajne razlike medu
ispitivanim grupama za duzinu repa (DR) i visinu miSi¢a repa (VMR), ali ne i za
maksimalnu visinu repa (MVR). Medusobnim poredenjem utvrdeno je da se po duzini repa
statistiCki znacajno razlikuju samo T. macedonicus i F1 hibridi ¢ije su majke
T. macedonicus (P < 0,05). U slu¢aju maksimalne visine repa, T. ivanbureschi se zna¢ajno
razlikuje od svih ostalih grupa (P < 0,01 u svim poredenjima), dok razlika nije utvrdena

izmedu T. macedonicus i hibridnih grupa (P > 0,05 u svim poredenjima).

Varijabilost u obliku repa kao i medusobni odnosi analiziranih grupa utvrdeni su
analizom glavnih komponenti. Prve dve ose glavnih komponenti (PC1 i PC2) opisuju
57,31% ukupne varijabilnosti oblika repa (Slika 18). Na prvoj osi po obliku repa izdvaja se
T. macedonicus. Larve T. macedonicus imaju kraéi ali $iri rep. PC2 osa uglavnom opisuje
unutargrupnu varijabilnost u orijentaciji vrha repa (ka gore ili ka dole). Statisticki znacajne
razlike u obliku repa potvrdene su za skoro sve poredene parove, osim za hibridne grupe
koje se medusobno ne razlikuju. Najvec¢a Prokrastova distanca medu srednjim oblicima

pronadena je medu roditeljskim vrstama (Tabela 9).

54



Tabela 8. Srednje vrednosti (SV) sa standardnom greskom (SE) merenih osobina: duzina tela od vrha njuske do kloake
(SVL), veli¢ina repa (CS), duzina tela (DT), maksimalna visina repa (MVR) i visina misi¢a repa (VMR) za Cetiri analizirane
grupe: T. ivanbureschi (T. iva), T. macedonicus (T. mac), F1 hibridi T. ivanbureschi majki (F1 hib T. iva), F1 hibridi
T. macedonicus majki (F1 hib T. mac). Rezultati ANCOVA testa za poredenje ovih osobina medu Cetiri grupe (SVL kao

kovarijabla; merene osobine kao zavisne varijable).

T. iva T. mac F1hibT.iva F1 hib T. mac ANCOVA
(N=32) (N =36) (N =35) (N =47)
SV+SE(mm) SV+SE(mm) SV£SE(mm) SV+SE(mm) d.f. F P

SVL 17,83 £ 0,37 19,00 £ 0,35 20,04 £ 0,24 18,97 £ 0,18

CS 22,51 +0,54 22,86 £ 0,54 25,17 £ 0,37 24,38 £ 0,31 3 6,18 < 0,001
DR 21,68 + 0,56 21,89 £ 0,25 24,28 + 0,37 23,565+0,31 3 6,57 < 0,001
MVR 6,34 +0,13 6,77 £ 0,08 7,03+£0,11 6,84 + 0,09 3 2,14 0,098
VRM 2,16 + 0,07 1,73 £ 0,05 1,91 + 0,04 1,81 +0,04 3 17,2 < 0,001
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Slika 18. Polozaj jedinki u morfoloSkom prostoru definisanom prvim dvema
glavnim komponentama (PC1 i PC2). Elipse opisuju interval poverenja srednje vrednosti za
datu grupu 1 odgovaraju verovatno¢i od 75% da ¢e se srednja vrednost ponovnog
uzorkovanja preklopiti sa izraGunatom srednjom vredno$¢u oblika repa za grupu. Donji
grafikoni opisuju promene oblika repa jedinki sa maksimalnim skorovima na PC1 i PC2
osama (siva boja — srednji oblik; crna — oblik koji odgovara maksimalnim pozitivnim i
negativnim skorovima duz PC1 i PC2 ose). Analizirane grupe: T. ivanbureschi (T. iva),
T. macedonicus (T. mac), F1 hibridi T. ivanbureschi majki (F1 hib T. iva), F1 hibridi
T. macedonicus majki (F1 hib T. mac) (prilagodeno iz Vuci¢ i sar. 2018).
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Tabela 9. Prokrastove distance (PD) i P vrednosti dobijene permutacionim

testovima (1000 ponavljanja sa Bonferoni korekcijom za visestruka poredenja). Analizirane

grupe: T. ivanbureschi (T. iva), T. macedonicus (T. mac), F1 hibridi T. ivanbureschi majki

(F1 hib T. iva), F1 hibridi T. macedonicus majki (F1 hib T. mac).

Poredene grupe PD P

T.iva-T. mac 0,029 < 0,001
F1hibT.iva-T.iva 0,022 < 0,001
F1hibT.iva-T. mac 0,025 < 0,001
F1hib T.mac-T. mac 0,026 <0,001
F1hibT.mac-T.iva 0,022 < 0,001
F1 hib T.iva-F1 hib T. mac 0,010 0,180

Utvrdena su sledeca stanja karaktera za obrasce obojenosti i prisutnost repnog

filamenta (Slika 19):

1) mramorasti obrazac obojenosti (MOO): blizu ivice repa (1), na ventralnim i

dorzalnim delovima repa (2), uniformno na obe strane (3);

2) broj tamnih mrlja na ivicama repa (TMI): retke, n = 0 — 5 (1), srednje,

n=6-9(2), brojne, n>10 (3);

3) prisutnost tamnih mrlja na sredi$njem delu repa (TMS): odsutne (0), prisutne

1);

4) prisutnost repnog filamenta (RF): odustan (0), prisutan (1).
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Slika 19. Shematski prikaz stanja karaktera za odabrane osobine repa: mramorasti
obrazac obojenosti (MOOQO), broj tamnih mrlja na ivicama repa (TMI), prisutnost tamnih
mrlja na srediSnjem delu repa (TMS) i prisutnost repnog filamenta (RF). Za detaljnije

objasnjenje stanja karaktera pogledati tekst (prilagodeno iz Vuci¢ i sar. 2018).

Polozaj jedinki u odnosu na prve dve ose dobijene korespondentnom analizom
prikazan je na Slici 20. Recipro¢ni hibridi se grupisu zajedno. Karakteri Cije ucestalosti
najviSe doprinose odvajanju hibrida od roditeljskih vrsta jesu prisustvo repnog filamenta
(RF1), pozicija mramorastog obrasca obojenosti (MOOQO1) i prisustvo brojnih mrlja na
ivicama repa (TMI3). Prisustvo tamnih mrlja u nivou repnog misica na sredi$njem delu
repa (TMS1) je karakter koji najvise doprinosi razdvajanju T. ivanbureschi od ostalih

grupa. Larve T. macedonicus imaju uniformno mramorasto obojeni rep (MOO3) (Slika 20).
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Slika 20. Korespondentna analiza: pozicija Cetiri analizirane grupe u odnosu na
analizirane osobine. Analizirane grupe: T. ivanbureschi, T. macedonicus, F1 hibridi
T. ivanbureschi majki (F1 hibridi T. iva), F1 hibridi T. macedonicus majki (F1 hibridi
T. mac). Analizirane osobine repa: mramorasti obrazac obojenosti (MOO), broj tamnih
mrlja na ivicama repa (TMI), prisutnost tamnih mrlja na srediSnjem delu repa (TMS) i

prisutnost repnog filamenta (RF) (prilagodeno iz Vucic i sar. 2018).

Potvrdene su statisticki znaCajne razlike u ucestalosti stanja karaktera medu
testiranim grupama: MOO (G test = 119,49; P < 0.001), TMI (G test = 14,14; P < 0.05),
TMS (G test = 45,37; P < 0.001) i RF (G test = 108,97; P < 0.001). Medugrupnim
poredenjima (Tabela 10) utvrdene su razlike u obrascu mramoraste obojenosti (MOO)
medu skoro svim grupama, osim izmedu recipro¢nih hibrida. Hibridi T. macedonicus majKki
razlikuju se od hibrida T. ivanbureschi majki, kao i od T. macedonicus, ali ne od
T. ivanburechi po ucestalosti stanja karaktera TMI (koli¢ina tamnih mrlja na ivici repa).
Larve T. ivanbureschi razlikuju se od svih ostalih grupa po prisustvu tamnih mrlja na
sredisnjem delu repa (TMS1). Repni filament, prisutan kod obe hibridne grupe, razlikuje
hibride od roditeljskih vrsta.
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Tabela 10. Poredenje ucestalosti stanja karaktera osobina repa: mramorasti obrazac obojenosti (MOO), broj tamnih mrlja
na ivicama repa (TMI), prisutnost tamnih mrlja na sredi$njem delu repa (TMS) i prisutnost repnog filamenta (RF). Analizirane
grupe: T. ivanbureschi (T. iva), T. macedonicus (T. mac), F1 hibridi T. ivanbureschi majki (F1 hib T. iva), F1 hibridi

T. macedonicus majki (F1 hib T. mac).

MOO T™I TMS RF
Poredene grupe
G test P G test P G test P G test P
T.iva-T. mac 45,25 < 0,001 0,09 0,950 31,35 <0,001 <0,05 0,840
F1hib T.iva-T.iva 12,76 < 0,001 5,33 0,070 21,49 <0,001 53,01 < 0,001
F1hibT.iva-T. mac 67,43 < 0,001 5,75 0,060 1,13 0,290 58,39 <0,001
F1 hib T. mac - T. mac 87,15 < 0,001 6,61 < 0,050 0,25 0,620 55,58 < 0,001
F1hib T.mac-T.iva 14,52 < 0,001 4,77 0,090 40,03 <0,001 49,68 <0,001
F1 hib T.iva - F1 hib T. mac 0,76 0,680 6,68 < 0,050 2,66 0,100 1,11 0,290
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4.2.2 Velic¢ina i oblik glave

Prose¢na velicina glave (Tabela 1) razlikovala se medu grupama na svim
ispitivanim stupnjevima (ANOVA, P < 0,0001). Larve T. ivanbureschi odlikuju se
najmanjom glavom, dok T. macedonicus larve imaju najvecu glavu na skoro svim
stupnjevima osim na Cetvrtom analiziranom stupnju (St. 61). Veli¢ina glave hibrida
uglavnom ima vrednosti izmedu vrednosti roditeljskih vrsta, osim na Cetvrtom analiziranom
stupnju (St. 61) kada su vrednosti oba hibrida veée od roditeljskih vrsta. Medugrupna
poredenja (Tukijev test, Tabela 11) pokazala su statisticki znacajne razlike u veli¢ini glave
T. ivanbureschi i T. macedonicus larvi na svim analiziranim stupnjevima. Hibridne grupe se
uglavnom ne razlikuju medusobno, osim na ¢etvrtom stupnju (St. 61) kada hibridi ¢ije su

majke T. macedonicus imaju veée glave od svih ostalih grupa.

Tabela 11. Medugrupna poredenja (Tukijev test) veli¢ine glave (CS) na pet
ontogenetskih stupnjeva. Analizirane grupe: T. ivanbureschi (T. iva), T. macedonicus
(T. mac), F1 hibridi T. ivanbureschi majki (F1 hib T. iva), F1 hibridi T. macedonicus majki
(F1 hib T. mac).

Ontogenetski stupan;j

Poredene grupe

42-43 50 56 61 MJ
T.iva-T. mac <0,001 <0,000 <0,001 0,011 <0,001
FlhibT.iva-T.iva 0,022 <0,001 <0,001 <0,001 0,999
F1 hib T.iva- T. mac 0,111 <0,001 <0,001 0,001 0,622
F1 hib T. mac - T. mac <0,001 <0,001 0,068 0,966  <0,001
F1hib T.mac-T. iva 0,004 <0,001 0,992 0,003 <0,001

F1 hib T.iva - F1 hib T. mac 0,817 0,940 0,155 0,011 0,571

Regresioni  skorovi varijabli  oblika (simetricne komponente) dobijeni
multivarijatnom regresijom varijabli oblika glave na starost u danima (Slika 21a) pokazuju
slican trend za sve analizirane grupe. Sukcesivni ontogenetski stupnjevi jasno su
razdvojeni. Primetna je divergencija T. ivanbureschi pocevsi od drugog analiziranog

stupnja (St. 50), tako da hronoloski dostizu tre¢i stupanj pre ostalih grupa. Na cetvrtom
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stupnju (St. 61) oblik glave T. ivanbureschi larvi je slican obliku glave ostalih grupa na
treCem stupnju (St. 56) kada su sli¢ne starosti. Dobijeni rezultat ukazuje da je stopa razvica
T. ivanbureschi larvi visa nego kod T. macedonicus i hibrida. Regresioni skorovi varijabli
oblika na ontogenetski stupanj (Slika 21b) takode su sli¢ni za sve analizirane grupe. Larve
T. ivanbureschi divergiraju na trecem (St. 56), Cetvrtom (St. 61) i stupnju nakon
metamorfoze, dok se vrednosti oblika preklapaju na prva dva stupnja (St. 42-43 i 50).
Rezultati obe regresije ukazuju da T. ivanbureschi larve divergiraju nakon 50. stupnja, kada
krecu da se razvijaju zadnji ekstremiteti, 1 da se ta razlika odrzava i nakon metamorfoze.
Regresioni skorovi varijabli oblika na veli¢inu glave (Slika 21c) takode su sli¢ni za
sve analizirane grupe, Sto ukazuje da obe vrste, kao i1 njihovi hibridi, imaju sli¢an trend
alometrijskih promena oblika glave. Medutim, sa porastom veli¢ine glave dolazi do
razdvajanja T. ivanbureschi i ostalih grupa dovodeéi do razlike u odnosu veli¢ine i oblika

na kasnijim larvenim stupnjevima i stupnju nakon metamorfoze.
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Slika 21. Multivarijantna regresija varijabli oblika (simetricne komponente) na (a)
hronolosku starost izrazenu u danima; (b) ontogenetski stupanj i (¢) veli¢inu glave (veli¢inu

centroida — CS). Skrac¢enica: MM — stupanj nakon metamorfoze.
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4.2.3 Ontogenetski obrasci promene oblika glave

Prve dve glavne komponente opisuju 55,19% ukupne varijabilnosti u obliku glave
na prvom analiziranom stupnju (St. 42-43) ukazujuci na znatno preklapanje medu grupama
(Slika 22). Roditeljske vrste su medusobno razdvojene, dok su hibridi pozicionirani izmedu
njih. Glavna razlika u obliku glave po izvaljivanju povezana je sa varijacijom u veli¢ini
oc¢iju i obliku posterionog dela glave. Od drugog do Cetvrtog analiziranog stupnja (St. 50,
56 i 61), larve T. ivanbureschi su jasno odvojene od ostalih grupa po prvoj osi izrazito
zaobljenom glavom (Slika 23). Na stupnju po metamorfozi, T. ivanburechi i
T. macedonicus su jasno odvojeni, dok su hibridi grupisani zajedno izmedu roditeljskih
vrsta (u morfoloskom prostoru koji opisuje 63,25% ukupne varijabilnosti). Glavna odlika
koja razdvaja roditeljske vrste je veli¢ina o€iju i posteriornog dela glave, dok hibride od

roditeljskih vrsta odvaja zaobljenija glava (Slika 24).
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Slika 22. Pozicija tek izvaljenih larvi (ontogenetski stupanj 42-43) u morfoloskom
prostoru definisanom sa prve dve glavne komponente (PC1 i PC2). Analizirane grupe:
T. ivanbureschi (tamno plava boja na grafiku), T. macedonicus (ciklama), F1 hibridi
T. ivanbureschi majki (svetlo plavo), F1 hibridi T. macedonicus majki (svetlo roze) (Vuci¢
i sar. 2019).
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Slika 23. Pozicija larvi (ontogenetski stupnjevi 50, 56 1 61) u morfoloSkom prostoru
definisanom sa prve dve glavne komponente (PC1l i PC2). Analizirane grupe:
T. ivanbureschi (tamno plava boja na grafiku), T. macedonicus (ciklama), F1 hibridi
T. ivanbureschi majki (svetlo plavo), F1 hibridi T. macedonicus majki (svetlo roze) (Vuci¢
i sar. 2019).
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Slika 24. Pozicija metamorfoziranih juvenilaca u morfoloSkom prostoru
definisanom sa prve dve glavne komponente (PC1 i PC2). Analizirane grupe:
T. ivanbureschi (tamno plava boja na grafiku), T. macedonicus (ciklama), F1 hibridi
T. ivanbureschi majki (svetlo plavo), F1 hibridi T. macedonicus majki (svetlo roze) (Vuci¢
i sar. 2019).

Medugrupnim poredenjem Prokrastovih distanci (Tabela 12) utvrdeno je da se
T. ivanbureschi i T. macedonicus znacajno razlikuju u obliku glave na svim ispitivanim
stupnjevima sa najve¢om razlikom na stupnju nakon zavrSetka metamorfoze. Hibridi se
uglavnom razlikuju od obe roditeljske vrste tokom ontogenije, osim u slucaju hibrida
T. macedonicus majki i T. macedonicus na svim larvalnim stupnjevima. Po zavrSetku
metamorfoze ove dve grupe divergiraju u obliku glave. Hibridne grupe se medusobno
razlikuju po izvaljivanju larvi (St. 42-43) i kao metamorfozirane juvenilne jedinke, ali ne i

na larvenim stupnjevima izmedu prethodno navedenih (St. 50, 56 i 61).
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Tabela 12. Prokrastove distance (PD) i P vrednosti dobijene permutacionim testovima (1000 ponavljanja i Bonferoni
korekcija za viSestruka poredenja). Analizirane grupe: T. ivanbureschi (T. iva), T. macedonicus (T. mac), F1 hibridi
T. ivanbureschi majki (F1 hib T. iva), F1 hibridi T. macedonicus majki (F1 hib T. mac). Skrac¢enice: MJ — metamorfozirane

juvenilne jedinke.

St. 42-43 St. 50 St. 56 St. 61 MJ
Poredene grupe

PD P PD P PD P PD P PD P

. 0,025 <0,0010 0,033 <0,001 0,044 <0,001 0,042 <0,000 0,063 < 0,001
T.iva-T. mac

. . . 0,020 <0,001 0,030 <0,000 0,044 <0,001 0,042 <0,001 0,040 < 0,001
F1hibT.iva-T.iva

. . 0,020 <0,001 0,030 <0,0010 0,042 <0,001 0,041 <0,0010 0,037 < 0,001
F1hibT.iva-T. mac

. 0,007 0,874 0,007 0,296 0,012 0,074 0,010 0,332 0,040 < 0,001
F1 hib T.mac-T. mac

. . 0,020 <0,001 0,015 <0,001 0,015 0,014 0,018 0,002 0,042 < 0,001
F1 hib T.mac-T. iva

F1 hib T. iva - F1 hib T. mac 0,019 <0,001 0,008 0,159 0,006 1,000 0,011 0,208 0,010 <0,001
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Sve Cetiri grupe pokazale su slican obrazac promene varijanse (unutargrupne
varijabilnosti u obliku glave) tokom ontogenije (Slika 25a). Najveéa vrednost varijanse
karakteriSe stupanj po izvaljivanju (St. 42-43) i stupanj nakon metamorfoze. Kod svih
grupa statisticka znacajnost razlike u varijansi pronadena je izmedu stupnja po izvaljivanju
(St. 42-43) i larvenog stupnja (St. 50), kao 1 izmedu poslednjeg larvalnog (St. 61) i stupnja
nakon zavrsetka metamorfoze (P < 0,001 u svim medusobnim poredenjima). Kada je u
pitanju medugrupna varijansa (disparitet), stupanj nakon izvaljivanja i svi larveni stupnjevi
(St. 42-43, 50, 56 1 61) karakteriSu se unifornim nivoom dispariteta. Nagli porast dispariteta

zabeleZen je na stupnju nakon zavrSetka metamorfoze (Slika 25b).

0.008

;;;;;;;

0.002

St. 42 -43 St. 50 St. 56 St. 61 MM

0.0015]

0.0009]

Slika 25. (a) Ontogenetske promene varijanse (unutargrupna varijabilnost).
Analizirane grupe: T. ivanbureschi (tamno plava boja na grafiku), T. macedonicus
(ciklama), F1 hibridi T. ivanbureschi majki (svetlo plavo), F1 hibridi T. macedonicus majki
(svetlo roze). (b) Ontogenetske promene nivoa morfoloskog dispariteta (medugrupna

varijabilnost) (Vucic i sar. 2019).
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4.2.4 Ontogenetske trajektorije

Analizom fenotipskih trajektorija pokazano je da svaka grupa prati svoju, distinktnu
ontogenetsku putanju (Slika 26) sa statisticki znacajnim razlikama medu svim ispitanim
atributima trajektorija (pozicija, veliCina odnosno duzina, pravac i oblik). Razlikama u
poziciji trajektorija doprinose grupa, stupanj kao i njihova interakcija (P < 0,001 za sve
faktore). Kroz najve¢u promenu oblika glave (duzina trajektorije), od izvaljivanja do
zavrSetka metamorfoze, prolazi T. macedonicus (duzina trajektorije: 0,222), dok se
najmanje menja oblik glave T. ivanbureschi (0,183). U poredenju sa roditeljskim vrstama,
F1 hibridi imaju srednje vrednosti duzina trajektorije (F; T. ivanbureschi majki: 0,216;
F1 T. macedonicus majki: 0,204). Medugrupno poredenje pokazalo je da slicne duzine
putanja imaju T. macedonicus i hibridi T. ivanbureschi majki (P = 0,394), dok se dve
hibridne grupne marginalno razlikuju (P = 0,05). Sva ostala poredena su statisticki znacajna
(P < 0,01). Medugrupna poredenja uglova pokazala su da se sve grupe medusobno
razlikuju u pravcu trajektorija (Tabela 13). Ontogenetske trajektorije imaju slican opsti
trend, sa najve¢om promenom izmedu 56. i 61. stupnja (Slika 26). Medutim, medugrupno
poredene Prokrastovih distanci izmedu trajektorija, pokazalo je da su po obliku zapravo
slicni samo T. macedonicus i hibrid T. macedonicus majki, dok su sva ostala poredenja

statisticki znacajna (Tabela 13).

Tabela 13. Medugrupno poredenje atributa ontogenetskih trajektorija dobijenih
analizom fenotipskih trajektorija (PTA).

Pravac trajektorije  Oblik trajektorije

Poredene grupe

Ugao P PD P
T.iva-T.mac 18,70 <0,001 0,201 <0,001
FlLhibT.iva-T.iva 18,70 < 0,001 0,226 < 0,001
F1lhibT.iva-T. mac 16,87 <0,001 0,203 <0,001
F1hib T.mac-T. mac 11,13 <0,001 0,079 0,143
FlhibT.mac-T.iva 8,03 < 0,001 0,146 < 0,001
F1hib T.iva-F1 hib T. mac 9,40 < 0,001 0,093 0,039
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Slika 26. Ontogenetske trajektorije prikazane kao linije koje su razli¢ito obojene u
zavisnosti od grupe. Linije povezuju tacke koje predstavljaju srednje vrednosti oblika glave
na sukcesivnim ontogenetskim stupnjevima u morfoloskom prostoru opisanom dvema
glavnim komponentama. Pocetna tacka (srednji oblik glave tek izvaljenih larvi; stupanj
42-43) je predstavljena tamno sivim krugovima. Krajnja tacka (srednji oblik glave
metamorfoziranih juvenilaca) predstavljena je belim krugom. Analizirane grupe:
T. ivanbureschi (tamno plava boja na grafiku), T. macedonicus (ciklama), F1 hibridi
T. ivanbureschi majki (svetlo plavo), F1 hibridi T. macedonicus majki (svetlo roze) (Vuci¢
i sar. 2019).
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4.3 Morfoloska varijabilnost adultnih jedinki

4.3.1 Oblik glavenog skeleta

Analizom glavnih komponenti utvrdeno je da prve dve glavne komponente (PC1 i

PC2) opisuju oko 41% ukupne varijabilnosti oblika glavenog skeleta (Tabela 14).

Tabela 14: Sopstvene vrednosti (engl. Eigenvalues) i procenat varijabilnosti opisan
sopstvenim vrednostima dobijenim analizom glavnih komponenti (engl. Principal

Component Analysis — PCA).

Sopstvena % Kumulativni %
PC osa - . I .
vrednost  varijabilnosti varijabilnosti
1 0,001159 24,632 24,632
2 0,000760 16,158 40,790
3 0,000475 10,098 50,888
4 0,000342 7,259 58,147
5 0,000261 5,549 63,696
6 0,000223 4,730 68,426
7 0,000184 3,908 72,334
8 0,000156 3,320 75,655
9 0,000125 2,657 78,312
10 0,000111 2,352 80,664
11 0,000109 2,312 82,976
12 0,000091 1,940 84,916
13 0,000081 1,717 86,633
14  0,000072 1,530 88,164
15 0,000066 1,409 89,572
16  0,000062 1,326 90,899
17  0,000052 1,097 91,996
18  0,000050 1,056 93,051
19 0,000042 0,888 93,940
20 0,000040 0,849 94,788
21  0,000034 0,728 95,516
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Po prvoj osi jasno se razdvajaju T. marmoratus i T. cristatus, dok su hibridi
T. cristatus x T. marmoratus pozicionirani izmedu roditeljskih vrsta. Triturus ivanbureschi
vrste. Hibridi T. ivanbureschi x T. macedonicus nalaze se izmedu dve vrste po prvoj osi, ali
se odvajaju od roditeljskih vrsta po drugoj osi. Dve grupe hibrida se jasno razlikuju po
drugoj osi (Slika 27).

Razlike u obliku glavenog skeleta detaljnije su analizirane primenom CVA (Tabela

15).
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Slika 27. Polozaj jedinki u morfoloskom prostoru definisanom prvim dvema
glavnim komponentama (PC1 i PC2). Elipse opisuju interval poverenja srednje vrednosti za
datu grupu 1 odgovaraju verovatno¢i od 75% da ¢e se srednja vrednost ponovnog
(permutovanog) uzorka preklopiti sa izracunatom srednjom vrednos$¢u oblika glavenog

skeleta.
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Tabela 15. Sopstvene vrednosti i procenat opisanih razlika medu grupama dobijenih

kanonijskom diskriminantnom analizom.

Sopstvena % Kumulativni %

CV osa - . . i
vrednost varijabilnosti  varijabilnosti
1 15,674 56,896 56,896
2 5,028 18,251 75,147
3 3,320 12,051 87,198
4 2,400 8,713 95,911
5 1,126 4,089 100,000

Morfoloski prostor opisan CV osama ukazuje na jasno razdvajanje medu grupama
(Slika 28). Po CV1 osi koja opisuje skoro 57% ukupne varijabilnosti, razdvajaju se
T. cristatus i T. marmoratus, dok se hibridi nalaze izmedu.

Glavna razlika u obliku lobanje izmedu ove dve vrste je u tome §to T. marmoratus
ima kraéu i Siru glavu, posebno u posteriornom, okcipitalnom delu, sa izrazenim
proSirenjima frontalnih kostiju. Dve vrste se razlikuju i po poloZaju vomeralnih zuba (Slike
29 i 30). Hibrid T. cristatus x T. marmoratus se od roditeljskih vrsta, kao i od hibrida
T. ivanbureschi x T. macedonicus izdvaja po drugoj CV osi. Hibridi T. cristatus x
T. marmoratus imaju izduzeniju i uzu glavu, lobanja je znatno uza u nivou kvadratuma
(u nivou vilicnog zgloba), dok su pterigoideumi viSe anteriorno usmereni.Vomeri i nizovi
zuba na vomerima su duZi nego kod roditeljskih vrsta, dok su premaksilarne kosti nesto

krupnije (Slike 29 i 30). Triturus ivanbureschi, T. macedonicus i njihov hibrid su znatno

.....

.....

posteriornom delu i kra¢im frontalnim prosirenjima (Slike 29 i 30). U morfoloskom
prostoru opisanom CV3 i CV4 osama, po CV3 osi od ostalih grupa jasno se izdvajaju
T. cristatus i T. marmoratus po Sire postavljenim maksilama, duzim bo¢nim nastavcima
frontalnih kostiju, uZzem okcipitalnom regionu 1 kra¢im nizovima zuba na vomerima. Po
CV4, od svih grupa izdavaja se T. macedonicus i to duzim premaksilarnim i maksilarnim

kostima, kao 1 izrazenijim bo¢nim nastavcima frontalne kosti (Slike 29 i 30).
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Poredenjem Prokrastovih distanci i Mahalanobisovih distanci utvrdeno je da se i

vrste i njihovi hibridi medusobno statisticki znacajno razlikuju. Najveca razlika u srednjem

obliku lobanje je u poredenju T. cristatus sa T. marmoratus (Tabela 16).
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Slika 28. Polozaj jedinki u morfoloSkom prostoru opisanom CV osama.
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minus <— CV4—P» plus

Slika 29. Prikaz promena oblika glavenog skeleta duz CV osa. Svetlija plava linija
predstavlja srednji oblik glavenog skeleta, dok tamnija plava linija predstavlja oblik koji
odgovara jedinkama sa maksimalnim negativnim, odnosno pozitivnim skorovima duz CV

0Ssa.

75



Slika 30. Prikaz promena oblika glavenog skeleta jedinki sa maksimalnim

negativnim i pozitivnim skorovima na CV osama na trodimenzionalnim modelima lobanje.
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Tabela 16. Vrednosti Prokrastovih (iznad dijagononale) i Mahalanobisovih distanci (ispod dijagonale). Permutacionim

testovima sa 1000 ponavljanja uz Bonferonijevu korekciju utvrdena je statisticka znacajnost svih distanci (P < 0,0001).

T.cri T.crixT.mar T.iva T.mac T.mar T.ivaxT.mac
T. cristatus 0,0647 0,0595 0,0587 0,0958 0,0596
T. cristatus x T. marmoratus 8,6452 0,0469 0,0455 0,0727 0,0617
T. ivanbureschi 7,6603 6,1142 0,0393 0,054 0,0402
T. macedonicus 17,2472 7,7024 6,0122 0,0663 0,0517
T. marmoratus 11,6082 7,1554 7,1711 9,5911 0,0679
T. ivanbureschi x T. macedonicus 6,8029 7,4263 49544 6,3132 19,0795
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Najve¢om varijansom odlikuju se T. ivanbureschi x T. macedonicus hibrid i
T. cristatus, dok je najmanji nivo unutargrupne varijabilnosti utvrden kod T. macedonicus
(Slika 31).
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Slika 31. Nivo unutargrupne varijabilnosti (varijanse) ispitivanih grupa. Skracenice:
cri — T. cristatus, mar — T. marmoratus, crixmar — T. cristatus x T. marmoratus, iva —

T. ivanbureschi, mac — T. macedonicus, ivaxmac — T. ivanbureschi x T. macedonicus.

4.3.2 Procena fluktuirajuée asimetrije

Prokrastova ANOVA pokazala je da je greSka merenja zanemarljiva (srednja
vrednost sume kvadrata greSke merenja bila je oko 8 puta manja od srednje vrednosti sume
kvadrata interakcije jedinka x strana), odnosno greska merenja nema uticaja na procenu
asimetrije, pre svega FA.

Rezultati Prokrastove analize varijanse (ANOVA) za oblik glavenog skeleta
ukazuju da na varijabilnost utiu razlike medu jedinkama kod svih grupa, kao i interakcija
jedinke 1 strane, odnosno kod svih grupa je utvrdena statisticki znacajna fluktuirajuca
asimetrija. Direkciona simetrija, odnosno faktor strane, ima zna¢ajan uticaj na varijabilnost

glavenog skeleta samo kod T. cristatus (Tabela 17).

78



Tabela 17. Rezultati Prokrastove analize varijanse (ANOVA) za oblik glavenog skeleta. Skracenice: Ind — meduindividualna
varijabilnost, DA — direkciona asimetrija, FA — fluktuirajuca asimetrija, MS — srednja vrednost sume kvadratnih odstupanja, df —

stepeni slobode, F — vrednost F testa, P— nivo statisticke znacajnosti.

Jedinka (Ind) Strana (DA) Jedinka x strana (FA) Greska merenja
MS df F P MS df F P MS df F P MS df
. cristatus 0,000417 504 6,50 0,0001 0,000106 15 1,66 0,006 0,000064 540 8,16 0,0001 0,000008 1073

. marmoratus 0,000284 574 4,97 0,0001 0,000084 15 1,47 0,110 0,000057 615 12,86 0,0001 0,000004 1219
. cris x T. mar 0,000299 616 4,62 0,0001 0,000061 15 0,95 0,509 0,000065 660 589 0,0001 0,000011 1305
. ivanbureschi 0,000473 280 10,73 0,0001 0,000056 15 1,27 0,222 0,000044 300 12,34 0,0001 0,000004 609
. macedonicus 0,000232 252 5,02 0,0001 0,000050 15 1,08 0,378 0,000046 270 13,18 0,0001 0,000003 551
.iva x T. mac 0,000325 364 6,41 0,0001 0,000043 15 0,84 0,639 0,000051 390 9,67 0,0001 0,000005 783

— =4 A4 A4 - -
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Najveée vrednosti FA10 indeksa ima T. cristatus, dok je vrednost najniza kod
T. ivanbureschi (Slika 32).
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Slika 32. Nivo fluktuirajuée asimetrije izrazen preko FA10 indeksa. Skracéenice: cri —
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T. cristatus, mar — T. marmoratus, crixmar — T. cristatus x T. marmoratus, iva —

T. ivanbureschi, mac — T. macedonicus, ivaxmac — T. ivanbureschi x T. macedonicus.

Statisticki znacajne razlike u nivou FA nisu utvrdene poredenjem roditeljskih vrsta i

hibrida ni Levenovim ni F testom (P > 0,05 u oba testa u svim poredenjima, Tabela 18).

Tabela 18. Poredenje nivoa fluktuirajuée asimetrija (FA) roditeljskih vrsta i hibrida, kao 1
hibrida medusobno. Primenom oba testa nije utvrdena statisticka znacajnost u nivou FA

(P > 0,05 u svim poredenjima).

Levenov test F test
Poredene grupe
F F

T.cri—T.crixT.mar 0,2946 1,0503
T.mar—T.cri xT. mar 0,0282 1,0197
T.ivaxT.mac—T.cri xT. mar 0,5751 1,1813
T.iva—T.ivaxT. mac 0,0300 1,1200
T.mac—T.ivax T. mac 0,1388 1,0641

lako se vrste ne razlikuju u nivou FA, Prokrastova analiza varijanse je pokazala da

postoji statisti¢ki znac¢ajna FA, kao i da se obrasci promene oblika na asimetri¢noj komponenti
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znacajno razlikuju izmedu vrsta. Prikazi obrazaca varijabilnosti asimetrije dobijeni su PCA
analizom asimetricne komponente za svaku grupu ponaosob. Prve dve glavne komponente
opisuju priblizno jednak procenat varijabilnosti, pa su obrasci promene oblika zakljuc¢eni na
osnovu promena oblika na obe glavne komponente. Asimetrija je najizrazenija kod struktura
koje imaju funkciju u ishrani, dok specifi¢ne tacke na orbitosfenoideumima kao i specifi¢ne

tacke na oti¢ko-okcipitalnom region pokazuju manji stepen varijacija (Slike 33 i 34).
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Slika 33. Obrasci promene oblika opisani prvom i drugom PC osom kod T. cristatus,
T. marmoratus i njihovog hibrida. Dati procenti predstavljavaju proporciju varijanse
asimetricne komponente opisane prvom i1 drugom glavnom komponentom. Plavi kruziéi

predstavljaju konfiguraciju specifi¢nih tacaka, a linije pravac i intezitet promena oblika.
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Slika 34. Obrasci promene oblika opisani na prvom i drugom PC osom kod
T. ivanburechi, T. macedonicus i njihovog hibrida. Dati procenti predstavljavaju proporciju
varijanse asimetricne komponente opisane prvom i drugom glavnom komponentom. Plavi

kruzié¢i predstavljaju konfiguraciju specifi¢nih tacaka a linije pravac i intezitet promena oblika.
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5 Diskusija

Okvir za ovu doktorsku disertaciju, njene osnovne ciljeve kao i za hipoteze koje se
odnose na neke od bazi¢nih postavki evolucione biologije razvi¢a, dat je na osnovu sledeceg
scenarija. Dve relativno blisko srodne vrste dolaze u ponovni kontakt nakon dugog perioda
nezavisne evolucije. Usled medusobne reprodukcije formira se hibridna zona. Tokom vremena
hibridna zona se pomera i ostavlja istorijski trag — Siroku zonu introgresije sa mitohondrijskom
DNK jedne vrste i jedarnom DNK druge. Fakticki, jedna vrsta hibridizujuéi sa drugom Siri
areal na racun te druge vrste, na Cijem se predasnjem arealu izdvaja izolovana enklava.
Ovakav, po mnogo ¢emu jedinstven scenario sreé¢e se na Balkanskom poluostrvu, na teritoriji
Srbije, gde dve vrste repatih vodozemaca, BureSov dugonogi mrmoljak (Triturus
ivanbureschi) i glavati veliki mrmoljak (T. macedonicus) dolaze u kontakt. Postavlja se pitanje
koji su to mehanizmi i procesi koji su omogucili formiranje, pomeranje i odrzavanje hibridne
zone. Da bi se doslo do odgovora na ova pitanja, bilo je neophodno vratiti se na pocetak, prvi
kontakt izmedu dve vrste i prvu generaciju njihovih hibrida. Sagledavanje reproduktivnog
potencijala roditeljskih vrsta, potencijalnih reproduktivnih barijera, odlika rane Zivotne
istorije, morfoloske varijabilnosti larvi i adulata i puteva razvica, kao 1 uticaja hibridizacije na
date osobine, jedni su od prvih koraka ka temeljnom objas$njenju datog scenarija. Takode,
ispitivanje morfoloske varijabilnosti u prirodnim populacijama i poredenje stabilnosti razvica
hibrida iz dve razli¢ite hibridne zone (u jednoj zoni hibridi su vijabilni, odnosno produkuju
dalje generacije hibrida sa potencijalom hibridne specijacije, dok su u drugoj hibridi fakticki
sterilni i predstavljaju ,,slepu” evolucionu liniju) pruzaju uvid u nivo genomskog stresa koji se

ispoljava na fenotipskom nivou pod uticajem hibridizacije.

5.1 Reproduktivni potencijal roditeljskih vrsta

Reproduktvini potencijal (broj produkovanih gameta) i stope prezivljavanja su glavne
odrednice bioloSkog potencijala vrste. Kod vrsta koje su u kompeticiji, razlike u
reproduktivnom potencijalu mogu da imaju znacajan uticaj na krajnji ishod, dajuéi prednost

vrstama sa viSim potencijalom, odnosno ve¢im brojem produkovanih gameta.
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Poznato je da je broj polozenih jaja kod vodozemaca visoko varijabilan i moze biti
razli¢it i medu Zenkama iste populacije (Kaplan i Salthe 1979; Kalezi¢ i sar. 1994; Rafinska
1991). Maksimalan broj jaja koje Zenke mrmoljaka mogu da poloze tokom jedne
reproduktivne sezone predstavljen je brojem formiranih oocita u oviduktu na pocetku sezone.
Medutim, deo jaja ne mora biti polozen (Bell 1977; Verrell and Francillon 1986; Arntzen and
Hedlund 1990).

Maksimalan broj polozenih jaja, zabelezen u eksperimentima u okviru ove teze, koje je
polozila jedna T. macedonicus Zenka (759), kao i T. ivanbureschi zenka (663, Tabela 5),
premasuje prethodne procene maksimalnog broja polozenih jaja za razli¢ite vrste velikih
mrmoljaka (od 189 do 489; Arntzen i Teunis 1993; Cogalniceanu i sar. 2013). Dobijeni
rezultat ukazuje da je reproduktivni potencijal velikih mrmoljaka daleko veéi nego $to se
ranije pretpostavljalo. Zabelezena sezonska varijabilnost u broju poloZenih jaja potvrduje

znacajan uticaj sredinskih faktora na ostvarenje reproduktivnog potencijala datih vrsta.

Na samu procenu ostvarenog reproduktivnog potencijala znatno uti¢e i odabrani metod
prikupljanja podataka. U studiji Furtule i saradnika (2008), gravidne zenke su prikupljene iz
prirodnih staniSta i prenete u laboratoriju radi polaganja jaja. Vrlo je verovatno da je deo jaja
prethodno ve¢ poloZen u prirodi, Sto bi moglo da objasni drasticne razlike u broju polozenih
jaja pri proceni ostvarenog reproduktivnog potencijala. Sli¢ne razlike u broju poloZenih jaja
pokazane su u poredenju dve studije u kojoj su gravidne T. dobrogicus Zenke donete iz prirode
da polazu jaja u laboratoriji (Furtula i sar. 2008) i u kojoj su adultne jedinke ukr$tane u samoj

laboratoriji (Cogalniceanu i sar. 2013).

5.1.1 Interspecijske razlike u broju i veli¢ini jaja

lako su se vrste razlikovale u prose¢nom broju poloZenih jaja samo u jednoj od tri
analizirane sezone, T. macedonicus ima veci broj ukupno poloZenih jaja, odnosno zenke ove

vrste se odlikuju viSim reproduktivnim u¢inkom.

Imaju¢i u vidu predaSnju i1 danaSnju distribuciju vrsta, ocekivano je da se
T. macedonicus odlikuje ve¢im reproduktivnom potencijalom. Uopsteno, dobijeni rezultati

potvrduju ovu pretpostavku. Medutim, relativno mali broj Zenki, velika intraspecijska
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varijabilnost u broju polozenih jaja (Tabela 5) i varijabilnost medu sezonama, u velikoj meri
utiu na procenu statisticke znacajnosti interspecijskih razlika. Posmatrajuéi razliku u broju
jaja medu vrstama tokom sve tri uzastopne sezone, uocava se da ne postoji doslednost i

odredeni obrazac interspecijske varijabilnosti.

Zanimljivo je napomenuti da zapremina vitelusa, koja odrazava materinsko ulaganje
(Duellman i Trueb 1986), kao i zapremina galerte, znacajno variraju unutar vrste (izmedu
zenki 1 medu sezonama). Poznato je da na veliCinu jaja utiCu razliciti unutrasnji (npr. starost
jedinke), kao 1 spoljasni faktori kako bioti¢ki (npr. prisustvo predatora), tako i abioticki (npr.
temperatura) faktori (Griffiths i de Wijer 1994; Kurdikova i sar. 2011; Smith i sar. 2015b;
To6th 2015). Upravo ovako Sirok spektar razlicitih uticaja, objasnjava i dobijenu varijabilnost.
Triturus macedonicus se odlikuje znacajno veéim jajima (vitelusom i galertom) u odnosu na
T. ivanbureschi. Veca galerta uti¢e na bolju zastitu jaja i embriona od razli¢itih Stetnih uticaja
iz spoljasnje sredine (npr. UV zracenja), mehanickih povreda i razlicitih gljivi¢nih infekcija
(Duellman i Trueb 1986; Adams i sar. 2001; Palen i sar. 2005). S obzirom da galerta ima
mnoge, razli¢ite funkcije, njena veli¢ina se moze smatrati adaptivnhom osobinom, tako da bi

veca galerta mogla biti prednost koja utice na stope prezivljavanja jaja i embriona.

5.1.2 Dodatni faktori koji bi mogli da objasne varijabilnost reproduktivnog potencijala

Vreme prilagodavanja na nove uslove, sama postavka eksperimenta i eksperimentalni
uslovi (koji iako simuliraju prirodne uslove ne odgovaraju u potpunosti optimalnim rasponima
sredinskih uslova za date vrste), kao i izloZenost potencijalno nepozeljnim muzjacima, mogu
da imaju znacajan uticaj na reproduktivni ishod. Poznato je da Zenke vodozemaca zadrZavaju
ili reapsorbuju deo oocita i oviduktalnih jaja ukoliko uslovi za oplodenje 1/ili ovipoziciju nisu
optimalni. Polaganje jaja moZe biti ograniceno razli¢itim spoljasnjim faktorima (npr. stalnost
vodenih basena, uklanjanje podvodne vegetacije na mestima ovipozicije) (Cogalniceanu i sar.
2013; Kurdikova i sar. 2011; Dvorak i Gvozdik 2009). Takode, kod Zaba je pokazano da
ampleksus sa neZeljenim muzjacima moze da dovede do smanjenja veliCine legla (Reyer i sar.

1999).
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U eksperimentima u okviru ove disertacije, ukr§tane su jedinke dve vrste koje su
donete iz prirodnih populacija sa razli¢itim geografskim i klimatskim karakteristikama.
Eksperimentalna ukrstanja su se izvodila pod istim spolja$njim uslovima izvan granica areala
obe vrste. UkrStanja su se razlikovala medu sezonama, odnosno ista jedinka je ucestvovala u
razli¢itim tipovima ukrStanja. U zavisnosti od sezone, istim Zenkama je bilo omoguéeno da se
ukr$taju sa muzjacima iste ili druge vrste, pri ¢emu su muzjaci bili iz dve uzrasne klase: mladi
(dve do tri godine) ili stariji muzjaci (pet i vise godina). Pre prvog eksperimenta 2016. godine,
T. ivanbureschi jedinke su ve¢ bile aklimatizovane na eksperimentalne uslove, odnosno dva
puta su hibernirale u laboratoriji i bile ukrStane u prethodnom eksperimentu, dok su jedinke
T.macedonicus uvedene u eksperiment nakon prve hibernacije u laboratoriji. Opisana razlika u
vremenu prilagodavanja na nove uslove je jo$ jedan od faktora koji je mogao da uti¢e na

dobijene razultate.

5.1.3 Dinamika ovipozicije

Zenke T. ivanbureschi zapoginjale su polaganje jaja ranije nego Zenke T. macedonicus
u sve tri sezone (ponovljena ukrstanja). Tokom celokupnog eksperimenta obe vrste su gajene u
istim uslovima (npr. ista temperatura, voda, hrana) tako da se zabeleZena razlika u pocetku
polaganja moZze objasniti temperaturom u spoljasnjoj sredini. Ranije je pokazano da
temperaturne promene mogu da imaju specifian uticaj na reprodukciju vodozemaca zavisno
od vrste (Mettouris i sar. 2017). Posto T. macedonicus ima juznije rasprostranjenje i
termofilniji je nego T. ivanbureschi (Litvinchuck i sar. 2007), oCekivano je da je visa
spoljasnja temperatura okida¢ koji pokreée reprodukciju i ovipoziciju ove vrste. U svakom
slu¢aju, razlike medu vrstama u dinamici ovipozicije (npr. pocetak ovipozicije, faza sa najvise
polozenih jaja) najslicnije su medu sezonama u odnosu na ostale ispitivane reproduktivne

karakteristike.

5.1.4 Reproduktivni potencijal i scenario zamene vrsta

Razlike u reproduktivnom potencijalu mogu biti veoma vazne u objaSnjavanju

scenarija zamena vrsta, ali to ne mora biti pravilo. Na primer, u zapadnoj Fancuskoj
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T. cristatus $iri areal na racun T. marmoratus. Medutim, T. marmoratus zenke imaju znatno
vedi broj polozenih jaja tokom jedne sezone kao i tokom celokupnog zivota jedinki. Dakle, u
slu¢aju T. cristatus i T. marmoratus reproduktivni potencijal Zenki ne moze da objasni dati
scenario. Arncen i Hedlund (Arntzen i Hedlund 1990) su pretpostavili da antropogene

promene terestri¢nih staniSta omogucéavaju Sirenje T. cristatus.

Rezultati dobijeni u ovoj disertaciji pokazuju da se T. macedonicus zenke uglavnom
odlikuju boljim reproduktivnim performansama (ve¢i prosecan broj i /ili veli¢ina polozZenih
jaja) i razli¢itom dinamikom polaganja jaja u odnosu na T. ivanbureschi. Uzimaju¢i u obzir
prethodnu studiju koja je pokazala da su stope prezivljavanja takode vise kod T. macedonicus
(Cvijanovi¢ i sar. 2009), moze da se zakljuci da su ispitivane reproduktivne karakteristike
mogle, barem inicijalno, doprineti Sirenju T. macedonicus na racun vrste T. ivanbureschi.
S obzirom na razlike u dinamici polaganja i na termofilnost T. macedonicus, promene
temperature i globalno zagrevanje mogli bi znacajno da doprinesu Sirenju rasprostranjenja date
vrste u buducénosti. Medutim, da bi se omogucilo detaljnije ispitivanje 1 kompletnije
objasnjenje datog scenarija u smislu reproduktivnih razlika, neophodno je ispitati
reproduktivne karakteristike recipro¢nih F; hibrida i stope prezivljavanja F, generacije
dobijene medusobnim ukrStanjem hibrida, kao 1 njthovim povratnim ukrStanjem sa

roditeljskim vrstama.

5.2 Uticaj hibridizacije na odlike rane Zivotne istorije

Hibridizacija moze, s jedne strane, dovesti do stabilnih evolucionih promena Zivotnih
istorija i hibridne specijacije, ili do smanjenja adaptivnih vrednosti hibrida i izumiranja, s
druge strane. Veliki mrmoljci su dobar model sistem za ispitivanje razli¢itih ishoda
hibridizacije budu¢i da do hibridizacije dolazi medu vrstama sa razli¢itim stepenom geneticke

diferencijacije i samim tim ishodi mogu biti raznovrsni.

U prirodnoj populaciji T. ivanbureschi x T. macedonicus, sve hibridne jedinke Fy
generacije imaju T. ivanbureschi mitohondrijsku DNK (Wielstra i Arntzen 2014; Wielstra i
sar. 2014c; Arntzen 1 sar. 2018). Sama ¢injenica da je populacija stabilna i vijabilna, ukazuje

da hibridizacija ne dovodi do drasticnih promena zivotne istorije. S druge strane, hibridna
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populacija T. cristatus x T. marmoratus, sastavljena je pretezno iz F; generacije i to sa
izrazenom asimetrijom gde je ¢ak 90% adultnih jedinki sa T. cristatus mtDNK. Medutim,
embrioni i1 larve oba hibrida su prisutni u slicnim ucestalostima, tako da je zakljuCeno da
diferencijalna selekcija deluje nakon metamorfoze, tokom juvenilnog i subadultnog perioda

razviéa (Arntzen i sar. 2009).

S obzirom na specificni scenario zamene vrsta 1 asimetricnu introgresiju
mitohondrijske DNK, ocekivano je da na nekom nivou interspecijskog ukrStanja
T. ivanbureschi i T. macedonicus postoje izolacioni mehanizmi kojim se isklju¢uje mtDNK
T. macedonicus. U unakrsnim ukr$tanjima T. macedonicus i T. ivanbureschi dobijena je
vijabilna F; generacija, §to ukazuje da do asimetrije dolazi dejstvom selekcije na stupnjeve
nakon izaljivanja larvi ili kod kasnijih hibridnih generacija nastalih medusobnim ili povratnim

ukr$tanjem sa roditeljskim vrstama.

Rezultati dobijeni u ovom radu ispitivanjem vijabilnosti jaja, embriona, kao i stope
izvaljivanja larvi Cistih vrsta i recipro¢nih Fy hibrida, ukazuju na nekoliko fenomena. Ve¢ u
prvoj generaciji hibrida dobijenoj u laboratorijskim uslovima, zabelezena je razlika u
preZzivljavanju jaja i embriona izmedu dve recipro¢ne grupe hibrida, ali ne i u stopi
izvaljivanja larvi. U F; hibridnoj generaciji, udeo jaja koje se ne razvijaju znacajno je veci u
ukrstanju gde su majke T. ivanbureschi. Samim tim dolazi i do razlike u udelu embriona koji
ne dovrSavaju razvice. Takode, obe roditeljske vrste razlikuju se samo od hibrida
T. ivanbureschi majki po udelu embriona koji ne zavrSavaju razvice. Ipak, kada se posmatra
procenat embriona koji su stali sa razvi¢em 1 izvaljenih larvi u odnosu na broj vijabilnih jaja,
ove razlike se gube. Dakle, hibridizacija utiCe na rano razvi¢e smanjujuci vijabilitet jaja i to
kod obe grupe reciprocnih hibrida, s tim S$to je uticaj izraZeniji kod hibridnih jaja

T. ivanbureschi majki.

Kako se u prirodnoj hibridnoj populaciji nalaze samo hibridi sa T. ivanbureschi
mtDNK (Arntzen i sar. 2018), moglo bi da se pretpostavi da promene rane zivotne istorije
mogu predstavljati postzigotsku barijeru pri ukrStanju T. macedonicus Zenki sa muzjacima
druge vrste. Medutim, dobijeni rezultati su u suprotnosti sa datom pretpostavkom, te ostaje
otvoreno pitanje kada i na koji nacin dolazi do isklju¢ivanja T. macedonicus mtDNK. Dalja

medusobna ukrstanja F; hibrida iste ili razli¢ite grupe (T. ivanbureschi majki i T. macedonicus
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majki), kao i povratno ukrStanje obe grupe hibrida sa roditeljskim vrstama, mogla bi da ukazu
da li uopste postoje, i ako postoje, kada i na kom nivou deluju izolacioni mehanizmi. Sama
introgresija mtDNK je cesta pojava u zivotinjskom svetu (Toews i1 Brelsford 2012).
Introgresija mtDNK se moze objasniti adaptivno$¢u introgresije mtDNK ili demografskim
razlikama, kao $to su na primer, razlika u disperziji polova ili izrazena asimetrija u brojnosti
muzjaka 1 zenki. Jedno od ponudenih objasnjenja je i pomeranje hibridne zone. Medutim,

prakticno nema empirijskih studija koje testiraju navedene hipoteze.

lako hibridizacija direktno ne uti¢e na stopu izvaljivanja larvi, smanjen vijabilitet jaja
dovodi do ukupnog manjeg broja hibridnih larvi. U prirodnim populacijama hibridne zone
mrmoljaka su uske (Arntzen i sar. 2014). Moguce je da je upravo uticaj hibridizacije na

smanjenje vijabilnosti jaja jedan od mehanizama koji ne dozvoljava Sirenje hibridnih zona.

5.3 Uticaj hibridizacije na morfoloSku varijabilnost larvi velikih
mrmoljaka

5.3.1 Promene u velicini i spoljasnjoj morfologiji repa

Rezultati analiza morfoloske varijabilnosti repa larvi T. ivanbureschi, T. macedonicus i
njihovih recipro¢nih F; hibrida, ukazuju da je morfoloska diferencijacija prisutna na larvenim
stupnjevima. Dve srodne vrste razlikuju se po obliki repa. Znacajne razlike medu dve vrste
pronadene su i za visinu miSica repa, kao i obrasce obojenosti. F; hibridi razlikuju se od
roditeljskih vrsta po veli€ini 1 obliku repa 1 karakteriSu se obojenim filamentom na vrhu repa.
Razlike izmedu dve grupe recipro¢nih hibrida (T. ivanbureschi majki i T. macedonicus majki)

nisu ustanovljene.

5.3.1.1 Divergencija roditeljskih vrsta

Postoji Citav niz dokumentovanih morfoloskih razlika adultnih T. ivanbureschi i
T. macedonicus (npr. Arntzen 2003; Vukov i sar. 2011). Rezultati dobijeni u ovom radu
potvrdili su da postoje razlike izmedu ovih vrsta i na stupnju larvi. U odnosu na T.

macedonicus, larve T. ivanbureschi odlikuju se uzim repom sa izrazenom muskulaturom.
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Ustanovljene su 1 razlike u obojenosti repa — drugaciji raspored i polozaj mramoraste
obojenosti i prisustvo odnosno odsustvo tamnih mrlja na sredini repa. Rep larvi
T. ivanbureschi se odlikuje mramorastom obojenos$¢u iznad i ispod lateralne linije i tamnim
mrljama na sredi$njem, miSi¢énom delu repa, dok je kod T. macedonicus mramorasta obojenost

uniformno rasporedena po celoj povrSini repa, bez mrlja na sredi$njem delu.

5.3.1.2 Divergencija roditeljskih vrsta i F; hibrida

Prethodne studije hibrida velikih mrmoljaka pokazale su da hibridi imaju
intermedijarne morfoloSke karaktere u odnosu na roditeljske vrste u ukrStanjima T. cristatus x
T. marmoratus (npr. Francillon-Vieillot i sar. 1990; Arntzen i Wallis 1994; SlijepCevic i sar.
2015), T. cristatus x T. carnifex (Brede i sar. 2000), T. carnifex x T. dobrogicus (Vinsalkova i
Gvozdik 2007), T. carnifex x T. karelinii (Litvinchuk i Borkin 2009) i T. dobrogicus x
T. karelinii (Litvinchuk i Borkin 2009). Rezultati dobijeni u ovom radu potvrdili su
intermedijarne vrednosti oba hibrida u odnosu na roditeljske vrste za visinu miSica repa.

Medutim, hibridi su imali relativno duzi rep u poredenju sa roditeljskim vrstama.

Recipro¢ni F; hibridi su veoma slicni medusobno bez znacajnih razlika u veli€ini,
obliku i obojenosti repa. NajizraZenija razlika izmedu oba F; hibrida i roditeljskih vrsta je
dugacak filament na vrhu repa. Izduzeni rep, sa dugackim filamentom, moze da uti¢e na
poviSenu stopu prezivljavanja u prirodi, odvlaceci predatora od glave i tela i time smanjujuci
povrede sa smrtonosnim ishodom (Van Buskirk i sar. 2003). S obzirom na izrazitu plasticnost
u veli¢ini, obliku i1 obojenosti larvi vodozemaca u prirodnim populacijama (npr. Van Buskirk
2009, 2011) neophodno je istraziti koliko je repni filament prisutan u prirodnim populacijama
van 1 u okviru hibridne zone da bi se doneo zaklju¢ak o moguc¢oj adaptivnoj prednosti ove

osobine.

5.3.1.3 Morfologija repa i moguée funkcionalne razlike

Vaznost varijabilnosti u veliini i obliku repa u odnosu na funkciju opsezno je
proucavana kod razli¢itih larvi vodozemaca (Webb 1984; Wassersug i Hoff 1985; Wassersug
1989; Weihs 1989; Liu i sar. 1996). Proucavanja varijabilnosti morfologije repa uglavnom su

se ticala uticaja na performansu plivanja, kao i odgovora na prisustvo predatora. Brzina
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plivanja znacajno je korelisana sa duzinom repa (Ackerly i Ward 2015), ali ne i sa visinom
repa (Van Buskirk i McCollum 2000). Maksimalna visina repa je vazna za efikasno
izbegavanje predatora (Van Buskirk i sar. 1997; Van Buskirk i Schmidt 2000).

Razlike u veli¢ini repa nisu utvrdene kod T. ivanbureschi i T. macedonicus larvi, mada
postoji razlika u obliku repa. Kao §to je ve¢ navedeno, postoji izrazita plasti¢nost u obliku repa
u prirodnim populacijama. Triturus ivanbureschi i T. macedonicus se reprodukuju u slicnim
akvati¢nim staniStima i izlozeni su izuzetno varijabilnim uslovima spoljasnje sredine u samim
staniStima (Dzuki¢ 1 sar. 2016). U ovom istrazivanju, poredene su larve odgajane u istim,
kontrolisanim laboratorijskim uslovima, tako da je dobijena razlika u obliku repa verovatno
geneticki determinisana, odnosno predstavlja rezultat relativno duge nezavisne evolucije dve

vrste.

Mnoge zivotinje, ukljuujué¢i vodozemce, imaju homoplasti¢ni oblik tela larvi u
poredenju sa adultnim jedinkama (Smith i sar. 1995; Wiens i sar. 2005). Dobijeni rezultati,
zajedno sa prethodno utvrdenom morfoloskom divergencijom oblika tela larvi kod velikih
mrmoljaka (Ivanovi¢ i sar. 2011), ukazuju da morfoloski disparitet karakteriSe larvene
stupnjeve velikih mrmoljaka, §to je 1 potvrdeno istraZzivanjem promena nivoa dispariteta tokom

onotogenije oblika glave.

5.3.2 Ontogenija oblika glave velikih mrmoljaka i njihovih hibrida sa posebnim osvrtom
na metamorfozu i sloZeni Zivotni ciklus kao ontogenetsko ogranicenje

Metamorfoza je izuzetno vazan period u razvicu vodozemaca u kome dolazi do
rapidnih morfoloskih i fizioloskih transformacija. Zbog opste integracije morfogenetskih
procesa pri prelasku akvati€nog, larvenog u terestri¢ni juvenilni fenotip, ocekivano je da
morfologija na juvenilnom stupnju odmah nakon metamorfoze bude konzervativnija u odnosu
na prethodne larvene stupnjeve. Medutim, rezultati dobijeni u okviru ovog rada ukazuju da se
divergencija medu roditeljskim vrstama, kao i medu vrstama i hibridima, javlja u ranom
razvi¢u 1 da se produbljuje tokom ontogenije. Vrste 1 hibridi razlikuju se u svim ispitivanim

parametrima — hronoloskoj starosti, veli€ini i obliku glave, kao i ontogenetskim trajektorijama
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oblika glave. Suprotno od polazne pretpostavke, na stupnju po zavrsetku metamorfoze, dve

.....

5.3.2.1 Razlike u hronoleskoj brzini razviéa roditeljskih vrsta i hibrida

Utvrdeno je da je period izvaljivanja konzervativan, odnosno da se larve obe vrste 1
njihovih hibrida izvaljuju iz galerte u priblizno istom periodu razvi¢a (okvirno 16. dana od
polaganja jaja). lzvaljene jedinke su na istom ontogenetskom stupnju (formirana prva dva
prsta na prednjim ekstremitetima). Dakle, pri izvaljivanju larvi ne postoje znacajne razlike
izmedu vrsta 1 hibrida ni u hronoloskoj starosti niti u stupnju razvi¢a. Do diferencije u starosti
larvi dolazi nakon stupnja koji se karakteriSe pocetkom formiranja zadnjih ekstremiteta
izmedu 30. 1 33. dana od ovipozicije. Ova razlika medu ispitivanim grupama se potom
zadrzava tokom kasnijih faza sve do zavrSetka metamorfoze. Slicnost medu grupama u starosti
I razvojnom stupnju pri izvaljivanju, ukazuje na visoku konzervativnost trajanja embrionskog
razvica §to je 1 ocekivano za vrste koje su se ne tako davno odvojile od zajednickog pretka.
Embrionsko razvi¢e srodnih vrsta moze biti spregnuto sli¢nim razvojnim, o0dnosno
ontogenetskim ograni¢enjima (fizi€kim, morfogenetskim i filogenetskim; pogledati Gilbert
2010) nasledenim od zajednickog pretka, koja zajedno sa kanalisano$¢u deluju u pravcu
smanjenja medugrupne varijabilnosti, tj. dispariteta. S druge strane, razlike u hronoloskoj
starosti nakon izvaljivanja, kada su larve u direktnom kontaktu sa spoljasnjom sredinom,
mogu biti povezane sa selektivnim pritiscima, zahtevima spoljasnje sredine i investiranjem u

rast i razvice, koji su specifi¢ni za svaku ispitivanu grupu.

5.3.2.2  Razlike u velic¢ini i obliku glave

Za razliku od starosti larvi, razlike u veli¢ini i obliku glave su primetne odmah po
izvaljivanju. Na ovom stupnju usni otvor jo$§ uvek nije potpuno formiran §to onemogucava
ishranu (Duellman i Trueb 1986; Takahama i sar. 1988; Lebedkina 2004). U skladu sa tim,
veli¢ina 1 oblik glave su definisani unutra§njim faktorima, a ne funkcionalnim ili mehanickim
sredinskim faktorima, kao $to je na primer veli¢ina plena. Takode, u ranijim studijama je

pokazano da morfoloske razlike medu vrstama zaba nisu posledica diferencijalnog rasta tokom
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larvenih stupnjeva ve¢ da se javljaju rano tokom embrionskog razvic¢a, ukazujuéi na razlicite

obrasce embrionskog i larvenog rasta (Harris 1989; Strauss 1992; Strauss i Altig 1992).

Alometrijske promene oblika, odnosno promene oblika koje su vezane za veli¢inu, u
velikoj meri uti¢u na promene oblika tokom ontogenije (npr. Klingenberg 2016). Empirijski je
utvrdeno da alometrija ima znacajan uticaj na promene oblika kranijuma velikih mrmoljaka
nakon metamorfoze (Ivanovi¢ i sar. 2007). Kod zaba je takode pokazano da alometrija ima
veliki uticaj, kako na varijabilnost oblika glavenog skeleta kod larvi (Larson 2002, 2004,
2005), tako i nakon metamorfoze (Ponssa i Candioti 2012; Vukov i sar. 2018). Rezultati
dobijeni u ovom radu ukazuju da obe analizirane vrste, kao i njihovi recipro¢ni hibridi, imaju
sli¢éne alometrijske promene oblika glave tokom ontogenije. Medutim, sa promenom veli¢ine
glave, javlja se i razlika izmedu T. ivanbureschi i ostalih analiziranih grupa. Do divergencije
dolazi tokom sredi$njeg larvenog perioda i zadrzava se u istom pravcu i nakon metamorfoze.

Dakle, metamorfoza ne utice na alometrijske odnose ustanovljene tokom larvenih faza razvica.

Tokom ontogenije, ustanovljena su dva glavna obrasca pozicioniranja T. ivanbureschi,
T. macedonicus i njihovih recipro¢nih hibrida u morfoloskom prostoru. Na stupnju nakon
izvaljivanja larvi, vrste 1 obe grupe hibrida se medusobno razlikuju. Tokom daljeg razvica
dolazi do promene obrasca tako da su recipro¢ni hibridi sli¢niji jednoj od roditeljskih vrsta. Na
stupnju nakon metamorfoze obrazac je sliCan onom nakon izvaljivanja, odnosno ponovno se
javlja razlika u obliku medu svim grupama. Po adaptivnoj hipotezi, po kojoj metamorfoza
omogucava nezavisne adaptacije stupnjeva koji su izloZeni razli€itim selektivnim pritiscima
(Moran 1994), ocekivani su razli¢iti obrasci morfoloSkog dispariteta kod larvi u odnosu na
metamorfozirane jedinke. Empirijski je pokazano da na makroevolucionom nivou, larve i
adultni stupnjevi velikog broja vrsta bezrepih vodozemaca imaju razli¢ite polozaje u
morfoloskom prostoru (npr. Sheratt 1 sar. 2017; Valero i sar. 2017). Dobijena interspecijska
sli¢nost u obrascima pozicioniranja u morfoloSkom prostoru, mogla bi da se objasni relativno
skorim odvajanjem od zajedni¢kog pretka 1 slicnom evolucionom istorijom (Wielstra 1 sar.
2019), ali 1 generalno slicnom ekologijom vrsta i preferencama u odabiru staniSta (Arntzen

2003; Dzukic i sar. 2016; Wielstra i sar. 2019).
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5.3.2.3 Dinamika fenotipske varijanse tokom ontogenije

Ranije je navedeno da bi smanjenje fenotipske varijanse trebalo da odrazava
kanalisanost razvi¢a, odnosno tendenciju razvojnih procesa da prate odredene trajektorije,
ograni¢e i usmere fenotipsku varijabilnost (Waddington 1942, 1953, 1957; Wagner i sar.
1997; Zelditch i sar. 2012; Hallgrimsson i sar. 2019; Takahashi 2019; Klingenberg 2019).
Dobijeni slicni obrasci promene varijanse tokom ontogenije velikih mrmoljaka i njihovih
hibrida, ukazuju da postoje vrlo sliéni mehanizmi kanalisanosti razvi¢a, bez obzira na
geneticku diferencijaciju dve vrste ili nove genetiCke kombinacije dobijene njihovim
ukrS$tanjem. Kod obe vrste 1 oba reciprocna hibrida, najviSa vrednost varijanse zabelezena je
na stupnju nakon izvaljivanja larvi iz zastitnog, galertnog omotaca. Svi analizirani larveni
stupnjevi odlikuju se nizim vrednostima varijanse koje su medusobno sli¢ne. Medutim, na
stupnju nakon metamorfoze vrednost varijanse ponovo raste do nivoa slicnog onom po
izvaljivanju (Slika 25a). Dakle, na osnovu ovih rezultata moze se zakljuciti da je period rasta i
razvi¢a larvi znatno kanalisaniji u odnosu na stupnjeve nakon izvaljivanja i metamorfoze.
Zanimljivo je da se povecanje vrednosti varijanse podudara sa stupnjevima na kojima se
organizmi suocavaju sa novom, drugac¢ijom spoljasnjom sredinom. Naime, kako je ranije
spomenuto, embrionsko razvice i formiranje larvi odvija se u zastitnom omotacu. Razbijanjem
omotaca larve dolaze u direktan kontakt sa akvatiénom spoljasnjom sredinom. Isto tako,
metamorfozirane, juvenilne jedinke izlaze na kopno i stupaju u novu, terestri¢nu sredinu.
Najvisa vrednost varijanse zabelezena na stupnju po izvaljivanju u skladu je sa pretpostavkom
da je rana ontogenija fleksibilnija i manje funkcionalno ograni¢ena od kasnijih stupnjeva
(Zelditch i sar. 2003, 2012). Na primer, neka od funkcionalnih ograni¢enja razvica larvi
velikih mrmoljaka u vezi su sa ishranom i razvi¢éem usnog otvora, koji na ovom stupnju jos

nije formiran.

Ocekivani poviSen nivo kanalisanosti razvica tokom metamorfoze, koji bi se ogledao
smanjenom varijansom na stupnju po zavrsetku metamorfoze, nije uocen. Naprotiv, na datom
stupnju varijansa je povisena. Ovakav obrazac mogao bi biti u skladu je sa adaptivnom
hipotezom, jer poviSena varijansa moze biti povezana sa evolvabilnoS¢u metamorfoze 1

rezultuju¢im fenotipom koji dolazi u susret sa novom sredinom.
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5.3.2.4 Ontogenetska dinamika morfoloskog dispariteta

Bez obzira na moguce trendove dispariteta tokom larvenog razviéa, bilo je ocekivano
da nivo dispariteta bude najnizi na stupnju nakon metamorfoze. Ova pretpostavka je uglavnom
zasnovana na prethodno dobijenim rezultatima ispitivanja ontogenetske dinamike promena
oblika velikih mrmoljaka koji su pokazali da tek metamorfozirane juvenilne jedinke imaju
nizu intra- i interspecijsku varijabilnost u obliku tela u odnosu na larve (Ivanovi¢ i sar. 2011)
ili u obliku kranijuma u odnosu na adulte (Ivanovi¢ i sar. 2007). Medutim, detaljnija studija
ontogenije oblika kranijuma ukazala je da nema razlike u disparitetu izmedu tek
metamorfoziranih juvenilnih jedinki i adulata (Cvijanovi¢ i sar. 2014). Razlika u obrascima
dispariteta dobijenim u ove dve studije, moze da se objasni neodgovaraju¢im uzorkom i
odabirom vrsta u prvoj studiji (Ivanovi¢ i sar. 2007). Striktno definisani ontogenetski stupnjevi
i ontogenetske serije Cetiri ispitivane grupe koriS¢ene u istrazivanju u okviru ove teze,
omogucavaju pouzdanu procenu dispariteta u obliku glave. Dobijeni rezultati se nadovezuju
na rezultate Cvijanovi¢eve 1 saradnika (2014) ukazuju¢i da je tokom ontogenije (od
izvaljivanja larvi, preko metamorfoze i juvenilnih, do adultnih stupnjeva) nivo dispariteta
uglavnom konstantan. Jedini skok u nivou dispariteta uocen je na stupnju po zavrSetku

metamorfoze.

5.3.2.5 Metamorfoza i razvojna ogranicenja

Visok nivo varijanse i dispariteta u obliku glave na stupnju nakon metamorfoze
(Cvijanovi¢ i sar. 2014; rezultati ovog rada) i kanalisan i veoma konzervativan oblik tela na
istom stupnju (Ivanovi¢ i sar. 2011), mogu se objasniti prirodom same morfoloske celine ¢ija
se ontogenija prati. Kao §to je ranije navedeno, tokom metamorfoze neke morfoloSke celine
prolaze kroz vece, ¢ak drasticne promene, dok druge ostaju relativno nepromenjene ili visoko
integrisane (Bonett i Blair 2017; Bonett i sar. 2018). Upravo se oblik glave i tela mogu
okarakterisati kao osobine koje prolaze kroz razli¢itu ,,koli¢inu promena‘“ tokom metamorfoze.
Aksijalni skelet je definisan tokom ranog embrionskog razvi¢a i1 nije podlozan drasti¢nim
promenama tokom metamorfoze (Slijepcevic i sar. 2015; Govedarica i sar. 2017). Ekstremiteti
su u potpunosti razvijeni na kasnim larvenim stupnjevima i takode ne prolaze kroz znacajne

promene tokom metamorfoze. Medutim, pokazano je da suprostavljeni funkcionalni zahtevi
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dve sredine dovode do razlika u obrascima korelacije skeletnih elemenata ekstremiteta kod
larvi i tek metamorfoziranih juvenilnih jedinki (TomaSevi¢ Kolarov i sar. 2011). Dakle, postoji
odredeni balans (engl. trade-off) medu suprostavljenim zahtevima razli¢itih na¢ina kretanja —
plivanja i hodanja (Gvozdik i Van Damme 2006). Povecana evolvabilnost usled eliminacije
jedne od faze (akvaticne ili terestri¢ne), i samim tim i gubitkom slozenog Zivotnog ciklusa i
metamorfoze, utvrdena je za oblik tela repatih vodozemaca (Bonett i Blair 2017; Bonett i sar.
2018). Za razliku od aksijalnog skeleta i skeleta ekstremiteta, glaveni skelet prolazi kroz
drasti¢ne promene tokom metamorfoze, pri ¢emu dolazi do potpune promene i razdvajanja
specijalizovanih struktura kod larvi i metamorfoziranih jedinki, §to omogucava eksploataciju

razli¢itih zivotnih sredina.

Slozenost razvojnih procesa, ukljucujué¢i metamorfozu, moze biti istovremeno izvor 1
ograni¢enje morfoloskih promena (Alberch 1982; Hanken 1989; Moran 1994; Wake 2009).
Visoka morfoloska varijabilnost oblika glave na stupnju nakon metamorfoze medu vrstama i
hibridima, kao i unutar samih vrsta i njihovih hibrida, ukazuje da metamorfoza ne predstavlja
razvojno ogranicenje, barem to nije za oblik glave repatih vodozemaca. Medutim, da bi se
testirao uticaj metamorfoze na morfolosku varijabilnost i procenila ograni¢enja metamorfoze,
neohodna su dalja istrazivanja dodatnih osobina koje prolaze kroz razli¢it nivo promena tokom

metamorfoze i to na Sirem, makroevolucionom nivou.

5.3.2.6  Rekonstrukcija ontogenetskih putanja

Obe vrste velikih mrmoljaka kao 1 njihovi hibridi imaju medusobno jasno odvojene
puteve razvica. lako je opSti obrazac promena oblika glave naizgled slican, utvrdene su
znacajne razlike u svim atributima ontogenetskih trajektorija: poziciji, veli€ini, pravcu i
obliku. Po vrednostima ispitivanih atributa, trajektorije oba hibrida se uglavhom pozicioniraju

izmedu roditeljskih.

Momenat razdvajanja putanja nije uocen Sto ukazuje da do morfoloske divergencije
vrsta i njihovih hibrida dolazi pre izvaljivanja larvi iz zastitne opne, tokom embrionskog
razvi¢a (videti Mitteroecker 1 sar. 2004). Ovakva rana divergencija, moze biti posledica
nezavisne evolucije dve vrste Ciji se zajedniCki predak procenjuje u kasnom Miocenu

(Ivanovi¢ i Armtzen 2014; Wielstra i sar. 2019). Da bi se utvrdilo u kom periodu dolazi do
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morfoloske divergencije medu vrstama, kao i medu vrstama i njihovim hibridima, neophodna
je rekonstrukcija i poredenje trajektorija tokom ranijih faza, odnosno embrionskog razvica.
Ovi rezultati ukazuju na problem ,tradicionalnog formalizma*“ (Alberch i sar. 1979) koji
pretpostavlja da do morfoloskih promena dolazi na kasnijim stupnjevima razvica (npr.
Zelditch 1 sar. 2012). Odnosno, ¢ak i kod filogenetski bliskih vrsta, koje se medosobno
ukrstaju 1 daju vijabilno potomstvo, do razdvajanja ontogenetskih trajektorija dolazi tokom

ranih faza embrionskog razvica.

5.4 Uticaj hibridizacije na morfolo$ku varijabilnost adulata velikih mrmoljaka

5.4.1 Oblik kranijalnog skeleta

Oblik lobanje velikih mrmoljaka je specifi¢an za svaku vrstu i odrazava filogenetske
odnose u okviru roda (Ivanovi¢ i Arntzen 2014). Rezultati dobijeni u ovoj disertaciji u skladu
sa prethodnim nalazima (npr. Ivanovi¢ i sar. 2013; Ivanovi¢ i Arntzen 2014) i sve vrste Se
medusobno razlikuju po obliku glavenog skeleta. Najvise se izdvaja oblik glave
T. marmoratus sto je 1 ocekivano s obzirom da se klada kojoj pripada najranije odvojila. U
analiziranom uzorku, najveca razlika je utvrdena izmedu T. cristatus i T. marmoratus dok su
(T. cristatus x T. marmoratus i T. ivanbureschi x T. macedonicus) razlikuje se medusobno,
kao 1 od obe roditeljske vrste. Dakle, hibridizacija rezultuje novim, drugacijim oblikom
glavenog skeleta. Hibrid T. cristatus x T. marmoratus se u morfoloskom prostoru pozicionira
izmedu roditeljskih vrsta, odnosno oblik lobanje se karakteriSe intermedijarnim vrednostima.
Intermedijarni oblik lobanje hibrida T. cristatus x T. marmoratus ocekivan je s obzirom da su i
druge morfoloSke osobine (npr. broj prsSljenova) imaju srediSnje vrednosti u odnosu na
roditeljske vrste (Vallée 1959; Amtzen i sar. 2009; SlijepCevi¢ 1 sar. 2015). Hibrid
T. ivanbureschi x T. macedonicus takode je intermedijarno postavljen u odnosu na roditeljske
vrste. Slican obrazac utvrden je i za disparitet u obliku glave tek metamoforziranih jedinki

dobijenih eksperimentalnim ukrs$tanjem.
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5.4.2 Uticaj hibridizacije na stabilnost razvica

Primena kompjuterizovane tomografije i metoda 3D geometrijske morfometrije,
omogucava veoma preciznu procenu fluktuirajue asimetrije sa veoma malom greSkom
merenja (Palmer i Strobeck 1986; Klingenberg 2015). Uzorak ispitivan u okviru ove teze
sastoji se od Cetiri vrste velikih mrmoljaka (jedinke prikupljane iz razlicitih populacija
udaljenih od hibridnih zona) i jedinka prikupljenih iz dve hibridne populacije. Ovakva
struktuiranost podataka omogucava da se umanji spoljasnji, sredinski uticaj na FA i ispita
uticaj unutra$njih, genetickih razlika. Kao $to je ranije navedno, ispitivane vrste pripadaju
razli¢itim kladama velikih mrmoljaka. Medutim, utvrdeni nivo FA je sli¢an kod svih vrsta §to
bi moglo da ukaze na slican mehanizam puferisanja i amortizacije stresora koji bi mogli da
uticu na stabilnost razvica. Odnosno, mehanizam odrzavanja homeostaze, nasleden od

zajednickog pretka, vrlo je malo menjan tokom adaptivne radijacije vrsta velikih mrmoljaka.

Glavno pitanje pri ispitivanju stabilnosti razvi¢a, u okviru ovog rada, odnosi se na
uticaj hibridizacije na stabilnost razvi¢a. Poznato je da u hibridnim zonama dolazi do promene
nivoa stabilnosti razvica (npr. Leary i sar. 1985a,b; Alibert i sar. 1994; Hallgrimson 1988;
Auffray 1 sar. 2001). Kod razlicitih sojeva miSeva je pokazano da hibridizacija uti¢e na
smanjenje FA, odnosno F; generacija se odlikuje viSim nivoom stabilnosti razviéa od
roditeljskih vrsta (Bader 1965; Leamy 1984, 1992; Alibert i sar. 1994; Auffray i sar. 1996).
Smatra se da je ovakav obrazac dobijen jer su u roditeljskoj generaciji koris¢eni uglavnom
sojevi dobijeni inbridingom kod kojih je visok nivo homozigotnosti. Medutim, slican obrazac
je dobijen 1 ukrStanjem roditelja koji nisu dobijeni inbridingom (Auffray i sar. 1996). Takode,
negativna korelacija FA i nivoa heterozigotnosti kod hibrida ustanovljena je i kod primata iz
roda Saguinus (Hutchinson i Cheverud 1995). PoviSen nivo FA hibrida u odnosu na roditeljske
vrste nije ustanovljen ni kod ispitivanih Zzaba iz roda Hyla (Lamb i sar. 1990) i Bombina
(Plaiasu 1 sar. 2012). Medutim, poviSen nivo FA kod hibrida pokazan je kod razli¢itih riba
(Graham i Felley 1985; Ferguson 1986; Leary i sar. 1985a,b; Graham 1992), kao i kod jedne
vrste guStera (Dosselman 1 sar. 1998). Takode, pokazano je da nivo FA moze biti 1
intermedijaran medu roditeljskim vrstama kod pastrmke (Wilkins i sar. 1995). Dodatno,

eksperimentima na drozofilama pokazano je da se nivo FA moZe menjati u zavisnosti od
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ispitivane hibridne generacije, kao i od ispitivanih osobina (Andersen i sar. 2002; Vishalakshi
i Singh 2008).

Dva ispitivana hibrida velikih mrmoljaka odlikuju se razli¢itim karakteristikama
zivotne istorije. Kao $to je prethodno navedeno, hibridi T. cristatus x T. marmoratus su
pretezno sterilne jedinke Fi generacije, dok su hibridi T. ivanbureschi x T. macedonicus
vijabilne, fertilne jedinke F, generacije dobijene viSegeneracijskim medusobnim ukrstanjem,
kao 1 povratnim ukrStanjem sa roditeljskim vrstama. Sterilnost, odnosno vijabilnost hibrida je
direktno povezana sa stepenom geneticke srodnosti medu roditeljskim vrstama. Naime,
T. marmoratus pripada odvojenoj kladi mramorastih mrmoljaka (TM) te je filogenetska
udaljenost najverovatnije i razlog sterilnosti hibrida T. cristatus i T. marmoratus. S druge
strane, T. ivanbureschi i T. macedonicus takode pripadaju odvojenim kladama (TK i TC,
respektivno) ali srodnijim u odnosu na TM i TC kladu. Zbog navedene filogenetske
udaljenosti i sterilnosti hibrida, pretpostavljeno je da je nivo FA T. cristatus x T. marmoratus
visi nego kod T. ivanbureschi x T. macedonicus hibrida, odnosno da vijabilni hibridi
T. ivanbureschi x T. macedonicus imaju stabilnije razi¢e. Medutim, dobijeni rezultati ukazuju

da se nivo FA ne razlikuje izmedu dva hibrida, kao ni izmedu hibrida 1 roditeljskih vrsta.

Bez obzira na to $to nisu pokazane statisticki znacajne razlike u nivou FA, utvrdene su
razlike u asimetriji izmedu vrsta 1 hibrida. Zajednicko za sve vrste i hibride je to Sto su
asimetricne promene vezane za delove kranijalnog skeleta koji direktno ili indirektno
ucestvuju u ishrani, dok je smer i veli€ina promena razliit za razli¢ite grupe. Ove razlike
mogu da budu posledica razli¢itog ponaSanja prilikom ishrane, odnosno razli¢itih fizickih
opterecenja koje trpe skeletni elementi koji su direktno uklju€eni u pridrZzavanje ili gutanje
plena (Lukanov i sar. 2016; Heiss i sar. 2018). Medutim, razliiti obrasci variranja FA kod
sloZzenih morfoloSkih celina mogu ukazivati i na razlike u modularnosti 1 morfoloskoj
integraciji izmedu vrsta, odnosno roditeljskih vrsta i hibrida (npr. Klingenberg 2015). Dalja

istrazivanja, koja prevazilaze okvire ove disertacije, mogu dati odgovore na ova pitanja.

Dakle, kod velikih mrmoljaka hibridizacija nema direktan uticaj na stabilnost razvica i
na razli¢itim nivoima geneticke odnosno genomske kompatibilnosti. Postoji ¢itav niz moguc¢ih
objasnjenja za dobijeni obrazac FA. S obzirom da ispitivane jedinke poticu iz prirodnih

populacija, jedno od moguc¢ih objaSnjenja je da prirodna selekcija deluje na ranijim
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stupnjevima razvic¢a i uklanja hibridne jedinke sa visokim FA nivoom, kako je pretpostavljeno
u slucaju zaba iz roda Hyla (Lamb i sar. 1990). U tom smislu, ispitivanje ontogenetskih
promena nivoa FA moglo bi da doprinese razjasnjavanju dobijenih obrazaca fluktuirajuce
asimetrije 1 stabilnosti razvi¢a kod razli¢itih vrsta 1 hibrida velikih mrmoljaka. Takode,
moguce je da kod osobina koje su direktno povezane sa prezivljavanjem, kao Sto je oblik

glavenog skeleta, ne dolazi do poveéanja FA i pored prisutnog genomskog stresa.

Iako se nivo FA direktno povezuje sa stabilnoS¢u razvica, 1 dalje ne postoji solidna
teorijska osnova koja bi omogucila direkno tumacenje veze izmedu FA 1 sredinskog ili
genomskog stresa. Takode sve viSe studija, ukljucujuci i rezultate ove disertacije, ukazuje na
nepostojanje jasne povezanosti izmedu obrazaca variranja u nivou FA u odnosu na
pretpostavljene sredinske ili genomske stresore. Zbog brojnih nekonzistentnosti izmedu
ocekivanih rezultata i1 rezultata dobijenih u eksperimentalnim studijama, Bjorksten i sar.
(2000) predlazu potpuno napustanje ovog pravca istrazivanja i upotrebe FA kao mere
(ne)stabilnosti razviéa. Medutim, bez obzira na prisustvo ili odsustvo jasne povezanosti
izmedu spoljasnjih 1 unutrasnjih stresora, varijanse i nivoa FA morfoloskih celina, istrazivanja
stabilnosti i kanalisanosti razvi¢a su neophodna kako zbog boljeg uvida u njihov nastanak tako
i zbog njihove kljuéne uloge u evoluciji razvojnih procesa na mikro- i makroevolucionom

nivou (Dongen 2006).
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6 Zakljuéci

Triturus macedonicus odlikuje se nesto viSim reproduktivnim performansama (broj i
veli¢ina jaja) u odnosu na T. ivanbureschi. Visoka varijabilnost reproduktivnih karakteristika
medu sezonama, ukazuje na znacajan uticaj sredinskih faktora na reproduktivni ishod kod obe
vrste. Dinamika polaganja jaja razlikuje se medu vrstama. Imajuéi u vidu prethodno utvrdenu
vecu stopu prezivljavanja kod T. macedonicus (Cvijanovi¢ i sar. 2009), kao i termofilnost
T. macedonicus (Litvinchuck i sar. 2007), ve¢i reproduktivni potencijal T. macedonicus i
razlike u dinamici polaganja (ova disertacija), kao i ¢injenicu da akvati¢ni period
T. macedonicus traje mesec dana duze nego T. ivanburechi (npr. Wielstra i sar. 2019), moze se
zakljuciti da su upravo ove razlike dale ekolosku prednost T. macedonicus u odnosu na

T. ivanbureschi i omogudile Sirenja areala, makar u njegovim pocetnim fazama.

Ukrstanjem dve vrste velikih mrmoljaka T. ivanbureschi i T. macedonicus u
laboratorijskim uslovima dobija se vijabilna F; hibridna generacija u oba recipro¢na ukrstanja.
S obzirom da u prirodnim populacijama hibridne jedinke imaju mitohondrijsku DNK
T. ivanbureschi, ocekivano je da na nekom nivou ukrStanja deluju izolacioni mehanizmi.
Dobijeni fertilni F; hibridi u oba ukr$tanja, ukazuju da pri po¢etnom ukrStanju ne postoje

prezigotske barijere koje bi objasnile asimetri¢nu introgresiju mitohondrijske DNK.

Hibridizacija utice na rane karakteristike Zivotne istorije smanjujuéi vijabilnost jaja.
Upravo je ovaj mehanizam jedna od mogucih postzigotskih barijera koja odrZava uske
hibridne zone. S obzirom na to da nisu utvrdene razlike u broju izvaljenih larvi, po¢etno
smanjenje broja jaja verovatno dovodi do ukupnog manjeg broja hibridnih jedinki u prirodnim

populacijama u odnosu na roditeljske vrste.

Hibridizacija uti¢e na stopu i brzinu razvi¢a. Roditeljske vrste T. ivanbureschi i
T. macedonicus se medusobno razlikuju, dok se recipro¢ni hibridi odlikuju razli¢itim, ali
srediSnjim vrednostima u odnosu na roditeljske vrste. Triturus ivanbureschi se razvija znatno
brze u odnosu na T. macedonicus i recipro¢ne hibride. Uzimajuéi u obzir i period polaganja

jaja, koji uglavnom zapocCinje i zavrsava se ranije nego kod T. macedonicus, gledajuci celu
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reproduktivnu sezonu, moze se zakljuciti da T. ivanbureschi ranije tokom godine zavrsava sa

akvati¢nim, larvenim periodom.

Hibridizacija uti¢e na morfolosku varijabilnost velikih mrmoljaka. Rezultujuéi hibridni
fenotipovi razlikuju se od obe roditeljske vrste i uglavnom su intermedijarni, $to je i o¢ekivano
s obzirom da su hibridi vijabilni. Isti obrazac uticaja hibridizacije na varijabilnost je potvrden

za sve ispitivane karakteristike:

1) spoljasnju morfologiju, oblik i veli¢inu repa larvi;
2) velicinu 1 oblik glave na pet ontogenetskih stupnjeva od izvaljivanja larvi iz
zaStitnih opni do zavr$etka metamorfoze;

3) veli¢inu i oblik kranijalnog skeleta kod adultnih jedinki.

Hibridizacija utice na puteve razvi¢a velikih mrmoljaka. Roditeljske vrste imaju
razlicite, specificne ontogenetske trajektorije. Trajektorije recipro¢nih hibrida se razlikuju
barem od jedne roditeljske vrste i imaju sredi$nje vrednosti atributa ontogenetske trajektorije

(pozicija, veli€ina, pravac i oblik).

Stupanj po izvaljivanju larvi iz za$titnih omotaca, kao i stupanj nakon metamorfoze
kada jedinke dolaze u kontakt sa novom, drugac¢ijom spoljasnjom sredinom, odlikuju se znatno
vec¢om varijansom u poredenju sa analiziranim stupnjevima tokom larvenog razvica koji su

kanalisaniji, odnosno manje varijabilni.

Iako je bilo o€ekivano da nakon metamorfoze medugrupna varijabilnost (morfoloski
disparitet) bude smanjena, kao posledica kanalisanosti razvica i dejstva stabilizacione
selekcije, pokazano je da je nivo dispariteta na stupnju nakon metamorfoze zapravo najvisi,
odnosno da su morfoloske razlike izmedu roditeljskih vrsta i njihovih hibrida najizraZenije
nakon metamorfoze. Takode, unutargupna varijabilnost (varijansa) je visoka kod svih
ispitivanih grupa. Moguce je da visok nivo unutar- i medugrupne varijabilnosti omogucava

prilagodavanje i vecu Sansu prezivljavanja u novoj terestri¢noj, zivotnoj sredini.

Hibridizacija, kao unutrasnji, genomski stresor ne dovodi do povecanja nivoa FA.

Nasuprot ocekivanjima, sterilni hibridi dve filogenetski udaljene vrste, fertilni hibridi dve
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filogenetski blize vrste, kao i1 jedinke sve cCetiri roditeljske vrste ne pokazuju statisticki

znacajne razlike u nivou FA.

Buduca istrazivanja koja proisticu iz ove disertacije, kao $to su dalja, medusobna
ukrStanja Fy hibrida, kao i povratna ukrStanja sa roditeljskim vrstama, mogu dati odgovore
vezane za ustanovljavanje mehanizama koji odrzavaju hibridne zone velikih mrmoljaka, kao i

mehanizme koji dovode do asimetri¢ne introgresije mtDNK.

Takode, primena savremenih metoda kompjuterizovane tomografije 1 istrazivanja
morfoloske varijabilnosti embrionskih faza razvi¢a mogu pruziti uvid u promene u razvojnim

procesima koje su dovele do morfoloske diverzifikacije u okviru roda Triturus.
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8 Prilozi

Prilog 1. Pregled taksonomske istorije i rasprostranjenja velikih krestatsih mrmoljaka

(Triturus cristatus superspecies).

U okviru roda Triturus ranije su se nalazile vrste koje se danas svrstavaju u vise

odvojenih rodova. Rod Triturus je u odnosu na veli¢inu tela tradicionalno bio podeljen na tri

grupe:

1) veliki mrmoljci — oko 16 cm ukupne duzine koja obuhvata vrste

mrmoljaka koje danas ¢ine rod Triturus,
2) mrmoljci srednje veli¢ine — 12 cm, vrsta Icthyosaura alpestris,
3) mali mrmoljci — oko 8 cm, vrste roda Lissotriton.

Bolkaj (Bolkay 1928) na osnovu karakteristika lobanje predlaze klasifikaciju familije
Salamandridae i deli monofiletski rod Triturus u tri grupe: Palaeotriton, Mesotriton i Neotriton
(gde pripadaju danasnji predstavnici roda Triturus). Vejk i Ozeti (Wake i Ozeti 1969) ispituju
evolucione odnose u okviru familije Salamandridae na osnovu 40 karaktera, od kojih je 27
vezano za mehanizme ishrane, 1 takode zakljucuju monofiletsko poreklo tadasnjeg roda
Triturus. Do istog zakljuCka dolazi i Halidej (Halliday 1977) na osnovu ponaSanja tokom
reprodukcije, odnosno izostanka ampleksusa 1 karakteristicnog ,udvaranja®“. Daljim
istraZzivanjima, pre svega alozima, mikrosatelita 1 mtDNK, pobijena je teza o monofiliji roda
(npr. Rafinski i Arntzen 1987; Titus i Larson 1995; Zajc i Arntzen 1999; Weisrock i sar. 2006;
Steinfartz i sar. 2007; Zhang i sar. 2008; Wiens i sar. 2011). Garsija-Paris i saradnici
(Garcia-Paris i sar. 2004) predlazu odvajanje malih mrmoljaka u rod Lissotriton i vrste
Ichtyosaura alpestris u rod Messotriton, dok Litvincuk i saradnici (Litvinchuck i sar. 2005)

dodatno odvajaju vrstu T. vittatus u rod Ommatotriton.

Volterstrof (Wolterstorff 1923) opisuje Cetiri podvrste vrste T. cristatus na osnovu
morfoloskih razlika (Wolterstroff-Index predstavlja duzinu prednjih ekstremiteta podeljenu sa

rastojanjem izmedu ekstremiteta): T. C. cristatus — sa najsevernijim rasprostranjenjem,
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T. c. carnifex — juzno od Alpa i u Italiji i isto¢no do Dinarskih Alpa, T. c. dobrogicus — dolina
Dunava od Bec¢a do Crnog mora i T. c. karelinii — od Balkanskog poluostrva do Kaspijskog
mora (Wallis i Arntzen 1989). Ovakva klasifikacija podrzana je geografski koherentnim
obrascem distribucije — jedan takson na severnom Palearktiku, jedan na Apeninskom
poluostrvu i severnom Balkanu i jedan na juznom Balkanu ukljucujuéi isto¢no Krim, Kavkaz i

juzne obale Kaspijskog mora (Arntzen i Wielstra 2010).

Na osnovu komparativne analize specificnih genomskih karaktera i1 rezultata
citogenetickih studija interspecijskih hibrida Cetiri podvrste vrste T. cristatus podignute su na
nivo vrsta: T. cristatus (Laurenti 1768), T. dobrogicus (Kiritzescu 1903), T. carnifex (Laurenti
1768) i T. karelinii (Strauch 1870) (Bucci — Innocenti i sar. 1983).

Vrsta T. cristatus ima najSire i najsevernije rasprostranjenje od svih vrsta velikih
mrmoljaka — od Velike Britanije, centralne Svedske i Norveske na severu, centralne Rusije i
Urala na istoku, do obala Atlantika u Francuskoj na zapadu i zapadne Rumunije na jugu
(Horak 2007). Populacije vrste T. cristatus imaju malu geneticku varijabilnost prema
alozimskim 1 mtDNK podacima (Wallis 1 Arntzen 1989; Steinfartz i sar. 2007). Morfoloske
razlike nisu opisane (Horak 2007).

Triturus carnifex naseljava Apeninsko i Balkansko poluostrvo sa proSirenjem areala u
centralnu Evropu do juznih delova Ceske (Arntzen 2003). Na osnovu morfoloskih i geneti¢kih
istrazivanja (Crnobrnja i sar. 1989; Kalezi¢ i sar. 1997; Arntzen i Wallis 1999; Arntzen 2003;
Horak 2007) prepoznate su dve podvrste: T. c. carnifex (Apeninsko poluostrvo i severno-
isto¢ni deo Balkana) i T. c. macedonicus (zapadna Albanija i Gréka do centralne Srbije i
Makedonije na istoku). Podvrste su pocele da divergiraju odavno, verovatno nastankom

Jadranskog mora (Arntzen i sar. 2007).

Arncen i Volis (Arntzen i Wallis 1999) klasifikuju vrstu originalno opisanu kao Molge
karelinii var. Macedonica (Karaman 1922) kao podvrstu T. ¢. macedonicus sa distribucijom na
Balkanu, juZno i isto¢no od Bosne i Hercegovine. Na osnovu broja trupnih pr§ljenova, mtDNA
RFLP analize (Arntzen i Wallis 1999) i visokog nivoa geneticke diferencijacije izmedu

podvrsta, zatim morfoloskih razlika u obojenosti 1 obrascu mrlja, kao 1 starosti vece od
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5 miliona godina, Arncen i saradnici (Arntzen i sar. 2007) podizu podvrstu T. c. macedonicus

na nivo vrste T. macedonicus.

Rasprostranjenje vrste T. dobrogicus je ograni¢eno basenom srednjeg i donjeg toka
Dunava, severno do juzno-isto¢nih delova Ceske i juzno do severnih delova Bugarske (Horak
2007) i podeljeno je na dva dela. Podaci dobijeni elektroforezom (Litvinchuk i sar. 1994) i
ispitivanjem mtDNK (Arntzen i Wallis 1999) pokazuju veliku sli¢nost medu regionima i ne
podrzavaju odvajanje podvrsta. Ipak, Litvincuk i Borkin (Litvinchuk i Borkin 2000) na osnovu
morfoloskih razlika (morfometrije, broja trupnih prsljenova, obojenosti i obrasca mrlja na
abdomenu) predlazu dve podvrste T. d. macrosomus (naseljava Panonski basen) i
T. d. dobrogicus (naseljava Dobrudzu). Voro§ i Arcen (Vordés i Arntzen 2010) na osnovu
visoke varijabilnosti alozima i protoka gena medu populacijama, ponovo dovode u pitanje
postojanje podvrsta. Vielstra i saradnici (Wielstra i sar. 2016) sprovode filogeografsko
istrazivanje pomocu novih jedarnih markera. Dobijeni podaci ukazuju na intraspecijske
varijacije u Panonskom basenu, ali sa obilnim protokom gena. Podaci dobijeni ispitivanjem
mtDNK ukazuju na nedostatak geografske struktuiranosti vrste. Zaklju¢uju da dobijeni
rezultati ne pruzaju dokaz o postojanju dve podvrste i preporucuju da se T. dobrogicus

posmatra kao monotipska vrsta (Wielstra i sar. 2016).

Rasprostranjenje mrmoljaka ranije smatranih vrstom T. karelinii obuhvata Balkansko
poluostrvo (izolovane enklave u Srbiji 1 Trakiji), Anatoliju, Kavkaz, Krim i juzne obale
Kaspijskog mora (Wielstra i sar. 2010). Geneti¢ku varijabilnost u okviru T. karelinii grupe,
prvi su uocili Volis 1 Arncen (Wallis 1 Arntzen 1989) ispitivanjem mtDNK. Litvincuk 1
saradnici (Litvinchuk i sar. 1999) na osnovu veliine genoma, varijacije proteina i morfoloskih
karakteristika, zaklju¢uju da se populacije T. karelinii u Srbiji razlikuju od drugih populacija,
odnosno da balkanski mrmoljci pripadaju novoj podvrsti T. k. arntzeni. Potvrdeno je i
parafileti¢ko grupisanje u okviru T. karelinii grupe (Steinfartz i sar. 2007). Pomoc¢u podataka
dobijenih obradom sekvenci mitohondrijske i jedarne DNK, podvrste T. k. karelinii i
T. k. arntzeni podignute su na nivo vrsta — isto¢nu T. karelinii (Strauch 1870) i zapadnu
T. arntzeni (Litvinchuk, Borkin, Dzuki¢ i Kalezi¢ 1999), uz objasnjenje da su taksoni
geneti¢ki razdvojeni na istom ili dubljem nivou od ostalih vrsta roda Triturus i da su imali

dugacku nezavisnu evolucionu istoriju jer je vreme njihovog porekla blisko bazalnoj radijaciji
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grupe velikih mrmoljaka (Themudo i sar. 2009). Arncen i Vielstra (Arntzen i Wielstra 2010)
elektroforetski analiziraju 40 jedarnih lokusa da bi istrazili gde je i kako locirana kontaktna
zona T. arntzeni — T. karelinii. Zakljuéili su da postoje zapadna i isto¢na grupa koje
odgovaraju vrstama T. arntzeni i T. karelinii, a da se granica medu vrstama prostire u zapadnoj

Anatoliji, a ne u Trakiji kako je prvobitno smatrano.

Vielstra i saradnici (Wielstra i sar. 2010) sprovode opsezno filogeografsko istrazivanje
zasnovano na podacima dobijenim sekvenciranjem mtDNK. Zakljuc¢uju da T. karelinii grupa
ima monofiletsko poreklo i da se sastoji iz tri geografski koherentne klade: istocne (Kavkaz,
Krim i juZne obale Kaspijskog mora), centralne (severna Turska i juzna obala Crnog mora) 1
zapadne (zapadna Turska — azijski deo i Balkansko poluostrvo). U daljem istrazivanju
(Wielstra i Arntzen 2012) uklju¢uju i metode prostorne ekologije. Kvantifikuju razlike u
ekoloskim niSama medu vrstama velikih mrmoljaka ukljucujuci i kandidate za vrste (tri
filogenetske linije T. karelinii grupe). Sve vrste naseljavaju znatno razli¢ite segmente Zivotne
sredine. Vrednosti preklapanja niSa za tri linije nemaju znacajne razlike od onih za priznate
vrste. Na osnovu dobijenih rezultata, kao i mtDNK geneticke divergenicije, zakljucuju da tri
filogenetske linije T. karelinii zapravo predstavljaju kripti¢ne vrste. lako postoji geneti¢ka
diferencijacija medu tri filogenetske linije, nisu postojale utvrdene morfoloske razlike (npr.
broj trupnih prsljenova iznosi 13 za sve tri linije) Sto moze da ukazuje da postoji veoma
sloZzena intraspecijska varijacija mtDNK ili da tri linije zapravo predstavljaju morfoloski
kripticne vrste. IstraZivanjem veli¢ine 1 oblika lobanje (Ivanovi¢ i sar. 2013) dobijen je veoma
kompleksan obrazac varijabilnosti. Zaklju¢eno je da postoji znacajna razlika u obliku lobanje
izmedu mtDNK linija sa velikom varijabilnoS¢u unutar linija i bez jasnog preklapanja u
obrascima morfoloske 1 geneticke varijabilnosti. Multilokusnim pristupom (sekvenciranjem tri
jedarna introna i jednog mtDNK gena), doSlo se do zakljucka da tri mtDNK linije
predstavljaju i odvojene fondove jedarnih DNK gena (Wielstra i sar. 2013a). Neslaganje je
pronadeno na severozapadu azijskog dela Turske, gde je nekoliko populacija identifikovano
kao centralni T. karelinii na osnovu jedarne DNK, ali sa mtDNK zapadnog T. karelinii. Ovaj
fenomen objasnjen je asimetricnom mtDNK introgresijom koja je podrzana biogeografskim
scenarijom. Smatra se da tri filogenetske linije T. karelinii treba posmatrati kao odvojene

vrste. Takode, zakljuceno je da, iako je ime T. arntzeni dodeljeno zapadnom T. karelinii,
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mrmoljci sa tipi¢nog lokaliteta Vrtovac zapravo pripadaju vrsti T. macedonicus — prema
veli¢ini genoma i obrascu mrlja na vratu i abdomenu. Predlazu da se ime T. arntzeni posmatra
kao sinonim T. macedonicus i da se ne koristiti kao ime zapadnog T. karelinii. Pomocu
sekvenciranja nove generacije i 52 jedarna markera (Wielstra i Arntzen 2014), zaklju¢eno je
da je vecina alela vrste sa lokaliteta Vrtovac pripada T. macedonicus, ali uz znatno prisustvo
alela T. ivanbureschi, kao i alela T. cristatus i T. dobrogicus u niskim frekvencijama.
Populacije na lokalitetu Vrtovac, prethodno smatrane za T. arntzeni, predstavljaju geneticki
izmeSanu hibridinu populaciju T. macedonicus-T. ivanbureschi nastalu dugogodi$njim
unakrsnim ukrStanjem sa roditeljskim vrstama. Zbog hibridizacije, ime T. arntzeni moze se
smatrati 1 sinonimom za vrstu T. ivanbureschi, pored ve¢ predlozenog sinonima za
T. macedonicus. Kao ime zapadnog i centralnog T. karelinii i kao novu vrstu, Vielstra i
saradnici (Wielstra i sar. 2013b) predlazu T. ivanbureschi sa rasprostranjenjem na
jugoistocnom delu Balkanskog poluostrva (Bugarska, istocni delovi Grcke, Makedonija,
Srbija), evropskom delu Turske i azijskom delu Turske (uz obalu Egejskog, Mramornog i
Crnog mora). U Srbiji je potvrdena izolovana enklava formirana Sirenjem T. cristatus na
severu i T. macedonicus na jugu (Wielstra i Arntzen 2012; Wielstra i sar. 2017). Vielstra i
Arncen (Wielstra i Arntzen 2014) utvrduju da se mtDNK T. ivanbureschi Siri van granica
odredenih jedarnom DNK, zapadno u juznoj Srbiji u opseg T. macedonicus i isto¢no u
severozapadnom azijskom delu Turske u opseg T. anatolicus. Primenom 52 nuklarna markera
i sekvenciranjem nove generacije, utvrdeno je i da se vrsta T. ivanbureschi sastoji iz dva
odvojena genska fonda. Vielstra i Arncen (Wielstra i Arntzen 2016) zaklju¢uju da bi ovaj
takson trebalo tretirati kao dve odvojene, morfoloski kripti¢ne vrste: zapadnu T. ivanbureschi
(jugoisto¢no Balkansko poluostrvo) i isto¢nu, novu vrstu, T. anatolicus (severni azijski deo
Turske).
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Prilog 2. Pregled biogeografske istorije velikih krestastih mrmoljaka (Tritrus cristatus

superspecies).

Biogeografija objasnjava prostorno-vremensku distribuciju biodiverziteta koja je
oblikovana mrezom razliitih faktora. Kombinacijom dva biogeografska pristupa, ekoloskog i
istorijskog, odnosno aktivnog i pasivnog, mogucée je shvatiti kompleksnu sliku dana$njeg
rasprostranjenja. Ispitivanjem prostorne distribucije filogenetskih linija formuliSu se
biogeografske hipoteze. Tema filogeografskih istrazivanja je distribucija intraspecijskih
genetickih diferencijacija. Danasnja geneticka struktura vrste je rezultat njene evolucione
istorije (Avise 2004). Ledena doba povezana su sa velikim klimatskim oscilacijama koje imaju
glavni uticaj na obrasce distribucije vrsta. Dugi, hladni i suvi glacijalni ciklusi smenjuju se sa
relativno kratkim, toplim i vlaznim interglacijalima. Vrste prezivljavaju u refugijumima tokom
glacijalnih perioda, da bi tokom interglacijala ponovo rekolonizovale prethodne areale (Hewitt
2000).

Rasprostranjenje vodozemaca je usko povezano sa uslovima Zivotne sredine tako da
velike klimatske promene dovode do zna¢ajnih promena areala. Areal roda Triturus (veci deo
Evrope 1 susedne Azije) odlikuje se dinami¢nom geomorfoloskom i klimatoloskom istorijom
koja u kombinaciji sa ekoloskim faktorima daje sliku evolucione istorije kroz prostor i vreme
(Wielstra 2012). Balkansko poluostrvo, gde se susreu cetiri vrste velikih mrmoljaka
(T. cristatus, T. macedonicus, T. ivanbureschi i T. dobrogicus), smatra se centrom porekla
diverziteta velikih mrmoljaka (Crnobrnja—Isailovi¢ i sar. 1997). Mrmoljci nasaljevaju regione
koji su vazni glacijalni refugijumi (Iberijsko, Apeninsko 1 Balkansko poluostrvo, Anatolija,
Kavkaz i juzne obale Kaspijskog mora), kao i delove koji su bili nenaseljivi tokom glacijalnih

perioda (npr. umereni deo Evroazije) (Wielstra i sar. 2013).

Istrazivanjem pomocu alozima i mtDNK potvrdena je monofilija roda, kao 1 grupa
unutar roda (mramorastih i krestaststih velikin mrmoljaka). Arncen i saradanici (Arntzen i sar.
2007) postavljaju hipotezu da je nemoguénost razreSenja filogenetskih odnosa velikih
mrmoljaka posledica politomije — simultanog vremenskog i prostornog porekla vrsta i
procenjuju radijaciju pretka velikih mrmoljaka u cetiri linije prema dva biogeografska

scenarija. Prema prvom scenariju, zasnovanom na alozimskim podacima, postojao je jedan
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centar porekla velikih mrmoljaka blizu Sofije u Bugarskoj odakle su nastale Cetiri linije:
isto¢na od koje nastaje T. dobrogicus, juzna od koje nastaje T. karelinii, zapadna koja se $iri
preko Dinarida i formira T. carnifex i severna koja se Siri preko Karpata i daje T. cristatus.
Prema drugom verovatnijem scenariju, zasnovanom na mtDNK molekulskom satu, predak
velikih mrmoljaka naseljavao je centralni deo Balkanskog poluostrva u srednjem Miocenu. Pre
14 do 13 miliona godina Turska i Evropa su bile povezane, oko Panonskog basena postojala je
kontinuirana kopnena masa a Dobrudza nije bila ostrvo. Nakon dva miliona godina, Dobrudza
je izolavana i sa njom linija koja ¢e dati T. dobrogicus. Karpati se odvajaju od Dinarida i
Rodopa na mestu danasnje Perdapske klisure, Sto dovodi do odvajanja linija koje ¢e dati
T. cristatus i T. carnifex. Moreuz razdvaja Evropu i Aziju kao i liniju koja ¢e dati T. karelinii.
Pre 8,5 do 7 miliona godina, Dobrudza je ponovo povezana sa kontinentom, a moreuzi kod
Perdapa i Istanbula bivaju zatvoreni, Sto Cetiri vrste dovodi ponovno u kontakt. Po ovom
scenariju, radijacija velikin mrmoljaka desila se pre oko 13,5 miliona godina po paleografskim
podacima ili pre oko 11 miliona godina po molekularnim podacima. Takode po ovom
scenariju Cetiri linije su bile odvojene tokom dugackog vremenskog perioda §to je omogucilo
nastanak nezavisnih evolucionih puteva i sticanje visokog stepena reproduktivne izolacije
(Arntzen i sar. 2007).

Istrazivanjem odnosa izmedu morfoloSke i1 ekoloske 1 razreSenijim filogenetskim
stablom dobijenim sekvenciranjem mtDNK genoma, ustanovljeno je drugacije vreme
razdvajanja i utvrdeno je da politomija nije “teska” kako je prvobitno smatrano (Wielstra i
Arntzen 2011). Odvajanje T. karelinii grupe od ostalih vrsta velikih mrmoljaka desilo se pre
oko 10,4 miliona godina, ¢emu je prethodio nastanak Egejskog mora koje je razdvojilo
Balkansko poluostrvo od Anatolije (pre oko 12 do 9 miliona godina). Ne postoji jasno
objasnjenje geografskih dogadaja koji su prethodili odvajanjima koja su dala preostale tri eko-
morfoloske grupe, odvajanje T. carnifex — T. macedonicus od T. cristatus i T. dobrogicus (pre
oko 9,3 miliona godina) i odvajanje T. cristatus i T. dobrogicus (pre oko 8,8 miliona godina).
Posto ne postoje opsezne filogeografske rekonstrukcije Balkanskog poluostrva za period
izmedu 11 1 8,5 miliona godina, moguce je da jo§ uvek nisu otkriveni dogadaji koji su doveli
do ovih razdvajanja. Vremenski okvir radijacije velikin mrmoljaka odgovara periodu

povecanih sezonskih razlika u Evroaziji tokom kasnog Miocena (11,6 do 5,3 miliona godina)
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koje je povezano sa uzdizanjem Tibetanskog platoa. S obzirom da razli¢ite morfoloSke grupe
velikih mrmoljaka pokazuju ekoloske razlike u vremenu koje godi$nje provode u vodi,
moguce je postavljanje alternativne hipoteze koja bi objasnila sta se dogodilo u periodu za koji
ne postoje jasni geografski preduslovi. Prema toj hipotezi, razlike u obliku tela velikih
mrmoljaka odrazavaju rapidnu adaptivnu radijaciju u odnosu na razli¢ite vodne rezime. Ove
dve hipoteze, istorijska i ekoloska, ne moraju da iskljuc¢uju jedna drugu (Wielstra i Arntzen
2011).

Opsezno filogeografsko istrazivanje na osnovu podataka dobijenih analizom mtDNK
omogucilo je odredivanje geografske geneticke struktuiranosti za sve vrste roda Triturus
(Wielstra 1 sar. 2013). Kori§¢enjem modela rasprostranjena utvrdeno je rasprostranjenje vrsta
tokom poslednjeg glacijalnog maksimuma. Kombinacijom filogeografije i modelovanja
rasprostranjenja moguce je locirati glacijalne refugijume, odnosno moguce je otkriti geneticki
bogatije regione koji odrazavaju dugotrajnu naseljenost i geneticki siromasnije regione koji su
tek skorije postali naseljivi. Mrmoljci su tokom ledenog doba naseljavali i Anatoliju, juzni
basen Kaspijskog mora i zapadnu Gruziju, pored Iberijskog, Apeninskog i Balkanskog
poluostrva. Vrste roda Triturus pokazuju prostornu varijabilnost u genetickoj kompoziciji
populacija, §to moze biti rezultat dva procesa — dugotrajnog in situ prisustva i sekundarnog
kontakta razdvojenih populacija. Rod se odlikuje parapatrickom distribucijom vrsta koja se
medusobno geografski iskljucuju §to ukazuje da su razliite vrste ekoloski previse slicne da bi
mogle da koegzistiraju. Trenutne kontaktne zone rezultat su sekundarnog kontakta — tokom
glacijala areali vrsta su bili ograni€eni da bi se ponovo proSirili tokom interglacijala. Medutim,
vrste mogu biti blokirane geofizickim barijerama tokom interglacijalnog $irenja i mogu
medusobno da iskljuuju prisustvo blokiraju¢i drugu vrstu pregustom naseljenoscu.
Asimetricna introgresija mtDNK omogucuje uvid u interspecijske interakcije nakon
sekundarnog kontakta. Introgresija je uglavnom ogranicena na kontaktne zone kod velikih
mrmoljaka, osim u slucajevima T. marmoratus — T. pygmaeus i T. ivanbureschi — T.
macedonicus gde se introgresija javlja na velikom prostoru i ukazuje na interspecijsku

kompeticiju u proslosti (Wielstra 1 sar. 2013).

Nedostatak varijabilnosti mtDNK ukazuje da je veliki deo danasnjih T. cristatus

populacija potekao iz samo nekoliko ili ¢ak jednog refugijalnog centra koji se verovatno
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nalazio najsevernije od svih vrsta velikin mrmoljaka. U refugijumima su populacije verovatno
masovno prolazile efekat uskog grla. Nekoliko haplotipova pronadenih u centralnoj Evropi
ukazuju da su verovatni refugijumi bili u podnozju Karpata u Rumuniji (Horak 2007). Tokom
interglacijala, T. cristatus naseljava veliku povrSinu od zapadne Evrope do centralne Rusije,
Sto ukazuje na brzinu kojom su se Sirili. Jedino je u Karpatima zabeleZena visoka geneticka
diferencijacija medu populacijama inace genetic¢ki uniformne vrste. Iako je areal T. cristatus
proSiren juzno na ra¢un T. ivanbureschi, prisustvo nekoliko relativno starih T. cristatus
mtDNK linija u Srbiji 1 Bugarskoj ukazuje na dugotrajno prisustvo juzno od Dunava (Wielstra
I sar. 2013). Triturus cristatus je jedina vrsta velikih mrmoljaka koja je uspela da kolonizuje
umerene delove Evroazije nakon poslednje glacijacije. Rezultatima dobijenim kombinacijom
multilokusne filogeografije (mitohondrijske i jedarne DNK) i modelovanja distribucije vrsta,
utvrdeno je da se tokom glacijalnih ciklusa odrzalo viSe razliCitih geografski razdvojenih

populacija u Karpatima (Wielstra i sar. 2015).

Populacije T. carnifex razdvojene su na Balkanskom i Apeninskom poluostrvu, $to
ukazuje na razli¢ite evolucione istorije filogenetskih linija koje su se Sirile iz razliitih
refugijuma ili su imale razli¢ite postglacijalne puteve rekolonizacije (Horak 2007). Na osnovu
mtDNK podataka uoceno je da se razli¢iti genski fondovi nalaze sa obe strane Jadranskog
mora uz postojanje visokog geneti¢kog diverziteta u Italiji. Klimatske simulacije podrzavaju
scenario prema kome T. carnifex postglacijalno kolonizuje deo areala isto¢no i severno od
Alpa. Introgresija T. carnifex mtDNK u T. cristatus u kontaktnim zonama dve vrste ukazuje da
su balkanske populacije T. carnifex bile ukljuene u Sirenje areala. Prisustvo mtDNK
T. dobrogicus na granici isto¢nog areala T. carnifex je dodatni dokaz ekspanzije T. carnifex
(Wielstra i sar. 2013). Istrazivanjem filogeografije i evolucione istorije T. carnifex pomocu
filogenetskog pristupa, molekulskog sata i analiza strukture populacije dva fragmenta mtDNK,
pronadene su tri glavne mtDNK linije sa parapatrickom distribucijom. Procenjeno vreme
divergencije je izmedu kasnog Pliocena i ranog Pleistocena. Jedna linija je bila Siroko
rasprotranjena juzno i severno do Apenina 1 dalje bila geografski struktuirana na pet podlinija
tokom srednjeg Miocena. Druga linija je bila rasprostranjena kroz Padsko-venecijansku
ravnicu 1 ne pokazuje jasnu filogeografsku strukturu. Trec¢a linija je primecena u samo dve

populacije na prelazu zapadne Hrvatske i Slovenije. Filogeografska struktura, kao i vremena
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divergencije razlicitih linija, ukazuju da su odgovori vrste T. carnifex na Pleistocenske
promene zivotne sredine bili veoma raznoliki. Ovi odgovori ukljucuju visestruke refugijume:
na Apeninima, u velikim perikostalnim nizijama i kripti¢ne severne refugijume (Canestrelli i
sar. 2012).

Nastankom Jadranskog mora dolazi do odvajanja podvrsta T. c. carnifex i
T. c. macedonicus, odnosno danas$njih vrsta T. carnifex i T. macedonicus (Arntzen i sar. 2007).
Zapadni deo trenutnog rasprostranjenja T. macedonicus je verovatno bio naseljiv tokom
poslednjeg ledenog doba prema klimatskim modelima. Medutim, to ne odgovara u potpunosti
podacima dobijenim sekvenciranjem mtDNK koji pokazuju struktuiranost u juznom delu
danasnjeg rasprostranjenja, ukljucujuéi jugoistok ali ne i severozapad. Geneticka varijabilnost
T. macedonicus je najveca u odnosu na ostale vrste velikih mrmoljaka. Odvojena klada javlja
se na Krfu koji je bio povezan sa kopnom tokom glacijacija zbog opadanja nivoa mora. U
poslednjoj interglacijalnoj rekolonizaciji, T. macedonicus §iri areal na rac¢un T. ivanbureschi,
tako da u velikom delu danasnjeg areala T. macedonicus poseduje T. ivanbureschi mtDNK.
Modeli distribucije vrsta takode potvrduju ovaj scenario (Wielstra i Arntzen 2012; Wielstra i
sar. 2017).

Za razliku od ostalih vrsta velikih mrmoljaka kod kojih je areal populacija ograni¢en
slabom pokretljivos¢u (godiSnje Sirenje od deset metara do jednog kilometra), areal
T. dobrogicus se §iri i pasivno tokom poplava (do nekoliko kilometara godisnje) (Horéak
2007). Raprostranjenje T. dobrogicus poklapa se sa plavnim podru¢ijima Dunava, Tise, Drave
i Save i okruzeno je planinama koje naseljavaju druge vrste velikih mrmoljaka T. cristatus na
Karpatima, T. ivanbureschi na Balkanskim planinama, T. macedonicus na Dinarskim
planinama i T. carnifex na Alpima. Parapatricki obrazac distribucije ukazuje da su se vrste
medusobno isklju¢ivale — T. dobrogicus u nizijama nasuprot drugim vrstama na planinama.
Do odvajanja T. dobrogicus od ostalih vrsta doslo je tokom Miocena (pre 12 do 11 miliona
godina) kada se Dobrudza odvojila od kontinenta. Vrsta ponovo dolazi u kontakt sa drugim
vrstama kada dolazi do rekonekcije Dobrudze (pre 8,5 do 7 miliona godina). Karpati, Dinaridi,
Balkanske planine i Panonski basen formirani su magmatskom aktivno$¢u od Eocena (pre 55
miliona godina) do ranog Miocena (pre 23 miliona godina). Relativna stabilnost regiona od

tada do danas, ukazuje da je nizijsko-planinska dihotomija stanista T. dobrogicus u odnosu na
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druge vrste starija od radijacije grupe koja se desila pre oko 11 miliona godina. Klimatske
promene u poslednjih dva miliona godina morale su da dovedu do periodi¢nih promena areala
vrsta. Pozicije jednog ili vise glacijalnih refugijuma nisu poznate za T. dobrogicus. Potencijal
za panmiksiju u nizijskim sistemima koje naseljava T. dobrogicus moze biti visok zbog
nedostatka barijera i pasivne disperzije. Utvrdeno je postojanje niske geneticke varijabilnosti
mtDNK $to potvrduje postojanje kontinuirane panmiticke populacije (VOros i Arntzen 2010).
Vielstra 1 saradnici (Wielstra i sar. 2013) zakljuCuju postojanje vise refugijuma tokom
poslednjeg glacijala na osnovu relativno visokog genetickog diverziteta. Postojanje veoma
niske genetiCke diferencijacije mtDNK ukazuje da je doSlo do znacajne redukcije distribucije
T. dobrogicus. Veliki broj veoma sli¢nih, ali ve¢inom nisko frekventnih haplotipova je u
saglasnosti sa rapidnom demografskom ekspanzijom populacija koje su prosSle kroz efekat
uskog grla. Ne postoji geneticka divergencija medu populacijama Dobrudze i Panonske nizije.
Opadanje nivoa Crnog mora tokom glacijala i Holocena, dovodi do povezivanja Dunava i
Dnjepra ¢ime je formirana ruta koja je olakSala skoraSnji protok gena. Asimetricna introgresija
T. dobrogicus mtDNK u cetiri druge vrste (T. carnifex, T. cristatus, T. ivanbureschi i
T. macedonicus) ukazuje da su ove vrste ,,izgurale” T. dobrogicus iz dela prethodnog areala
(Wielstra i sar. 2013).

Inicijalno razdvajanje pretka T. karelinii grupe od ostalih vrsta velikih mrmoljka
procenjuje se na oko pre 9 miliona godina. Tokom ranog i srednjeg Miocena (pre oko 23,03 do
11,61 miliona godina), distribucija pretka obuhvatala je kontinuirano Balkansko-anatolijsko
kopno. Tokom kasnog srednjeg i ranog kasnog Miocena (pre oko 12 do 9 miliona godina)
doslo je do odvajanja Balkanskog poluostrva i Anatolije formiranjem srednje-egejskog rova
§to dovodi do odvajanja pretka T. karelinii grupe. Razdvajanje koje je dovelo do formiranja
isto¢ne klade T. karelinii grupe (koja ¢e dati T. karelinii) desilo se pre oko 7 miliona godina u
vreme uzdizanja jermenskog platoa (pre 10 do 5 miliona godina) izazvanog odvajanjem
Arabijsko poluostrva i Azije $to je dovelo do izolovanja istocne klade na prostor danasnjeg
Irana. Takva izolacija bila je dodatno omogucena povremenim povezivanjem Mediterana i
Paratetisa kroz Tursko-iranski region. Ostatak danas$njeg areala T. karelinii jo§ uvek nije bio
dostupan. Pre nego §to je doSlo do podele Paratetisa na Crno i Kaspijsko more i konstituisanja

kopnenog prolaza do juzne Rusije, Kakvaz je bio arhipelag. Pre 5,59 miliona godina dolazi do
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tektonski izazvanog zatvaranja koridora i izolovanja Mediterana od Atlantskog okeana.
Razdvajanje centralne i zapadne klade desilo se pre oko 5,5 miliona godina $to se podudara sa
privremenim isuSivanjem Mediterana koje je omogucilo kretanje velikih mrmoljaka izmedu
Anatolije i Balkanskog poluostrva. Pre 5,33 miliona godina formiranjem Gibraltara dolazi do
ponovnog spajanja Atlantika i Mediterana $to dovodi do ponovnog punjenja mediteranskog
basena preko Egejskog do Crnog mora. Vodeni tok Mediteran — Crno more preseca
kontinuiranu distribuciju velikih mrmoljaka na Anatolijsku i Balkansku komponentu koje
odgovaraju centralnoj i zapadnoj kladi (Wielstra i sar. 2010). Pretpostavlja se da je glacijalni
refugijum zapadne i centralne mtDNK linije bio u krajnjem severozapadu azijskog dela Turske
gde je najveci geneticki diverzitet, dok se refugijumom isto¢ne linije smatra juzni basen
Kaspijskog mora i zapadna Gruzija. Balkansko poluostrvo je postalo naseljivo tek posle
poslednjeg glacijala. Relativno skoro jedna klada je naselila Kavkaz i Krim iz Kaspijskog dela
areala. Ova klada je jo§ uvek relativno odvojena, Sto ukazuje da se kolonizacija dogodila
tokom poslednjeg interglacijala i da je klada istrajala u refugijumu tokom jednog ili nekoliko
glacijalnih ciklusa (Wielstra i sar. 2013).
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Prilog 3. Dozvola Ministarstva energetike, razvoja i zaStite Zivotne sredine za prikupljane
adultnih jedinki T. ivanbureschi iz prirodnih populacija.
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Cpouje Op.(03- 020-271) u Toxpajurcxor 3aBoa 3a 3awraty mpupoge 6p. (03- 14512),
MHHHCTAPCTBO je OLEHIO Aa ¢y HCIYESCHH YCTIOBH 32 CaKYTbaRe CTPONO 3AITHACHHX W
3atTHfeHIX BPCTa BOT03EMAA 1 T\H3ABAIA, Y HaySHOHCTPAKHBATKE CBDXE.

JlosBomero je caxymmame Bpete [riturus spp., y Kommammn 10 myxjaxa u 20
TPABATHHX KeHKH Ha NokamteruMa: bawara, Jarommme, Knanosa, oxomine 3ajevapa,
Kmakenita, oxomine Bracimckux mwianuna, Bocuierpaa, [Tetrepeke prcopasi,

Jlossozmero je caxynmarse THK y3opaxa (63 kprsosara susotutsa) Bpete Triturus
spp., Ha noxamureruva: Kpymesna, Yauxa, CokoGame u [lerposua wa Mrasn, kao i
cakymate spete Pelobates syraacus, Ablepharus kitaibelii, Darevskia praticola, Podarcis
tauricus, Dolichophis caspius, Vipera ursinii, Ha nokamureruma: oxomma CyGoTe,
Turena, Anaria, Bpbaca, Moxkpisa, Bemnxor I'pammra 1 [ony6ua ka0 1 caxymsame
(praoate KuoTHEsA) M0 20 Myxjaxa 1 20 Kewkn Bpera Bufo bufo, Bufo viridis, Rana
dalmatina, Pelophylax esculentus comlex, Lacerta viridis, ua noxamreriva Asaie n
Kary6ume 1 no 60 Myxjaxa i 60 xerxu Bpeta Podarcis muralis Ka nokamutery ABaia,

3a morpee momynamionnx CMR merpausama, 10380/baBa ce (H3MOBBaBatbe,
MADKHPABE H [OHOBHO NYWITAihe) HABCICHHX BPCTA BOZO3CMALA H TMi3asala Ha
JokamTeriMa fiomHa peke [lumme, okommna Yiama, [pujenosma, [Tanvesaukn put,
Asana, [Tanyesauxn pur, CPI1,,06encka Gapa".

3a notpele HCTpaXuBAmbA PRNPONYKTHBHHX KApAKTEPHCTHKA NOMYALK}A TIOCKOKA
Vipera ammodytes, Jo3sorbaa ce H3I0BIbABAIbG |5 TABHHIX KEHKH HA MOZPYYjiMa
nomse pexe [Tumse i Bamesckix mianmHa.

3a norpede m3paze Lipsene Kibire Boxosemaa i rvimsaaita Cpouje, 103B0/masa ce
Y3UMaEe J0KA3HX TIPHMEpaKka MPHCYTHHX BPCTa BOZ03EMALIA H IMH3aBalla Ha MOPy4jHMa
bauxe, Cpeva, [llymamuje, [lomopasma, 3anase, jyrosanagse, HCTOWHE, jyTOHCTOUHE H
jyxae Cpbuje.

Ha epirropiji Bojsomite [03B0/beHO je cakyIbame BOZI03eMAL i TMH32BaIa Ha
noxamternMa (Bauka, Bawar, Cpew, oxomma CyGoruue, Tupena, Amatuna, Bpbaca,
Moxprna, [lamvesaskn pur, CPIT ,Ofexcka 6apa), Hakon o0aBbeHux paiosa H
eKCIIepHMeHaTa, I0TPeOHo je a ce yxpalieHe jeTHHKe Bpate Y BHX0BO CTAHHLITE.

Pyxoominan npojexta je xp Mutom Kanesuh, ysechnm Ha mpojexty cy: Aa
Tony6osut, Maja Crnjemruesuti, Mapxo Anfjemxos, sp Harama Tomamesuhi-Konapos, ip
Cora Boplesnfi, 1p Anexcarziap Ypomesih, 1p Minena L[pujaronuhi, ip Tata Byxos, 1p
Ana Visarosufi u 1ip Jbusmana Tomosuh.

Ha ocHOBY H3MOMKEHOT OLTY4EHO j€ Ka0 Y AHCTIO3HTHBY A03BOTE,

[IOYKA O TIPABHOM CPEJICTBY: Jlo3soia je KoHauta y YpaBHOM MOCTYIIKY.
[TpoTi Hete ce Moe NOKpeRyTH ynpasHu criop mpex Ynpasin cyiom y poky o7 30 fana
011 JaHa FETOBOT YPy4etba.

JloctasbeHo:
- T10]THOCHOLLY 3aXTeBa
- HHCTIEKIIjH
- GPXHBI
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Prilog 4. Dozvola Agencije za zastitu zivotne sredine Vlade Crne Gore za prikupljane adultnih
jedinki T. macedonicus iz prirodnih populacija.

CRNA GORA

VLADA CRNE GORE

AGENCIJA ZA ZASTITU ZIVOTNE SREDINE
02 Broj UPL-328/4

Podgorica, 06.04.2015. godine

rauna o odrzanju vrste i da se ne ugrozi prirodno staniste, Gime su se stekli uslovi za
izdavanje dozvole podnosiocu zahtjeva.

Na osnovu izlozenog odluceno je kao u dispozitivu ovog riesenja.

PRAVNA POUKA: Protiv ovog riesenja moze se izjaviti Zalba Ministarstvu odrzivog razvoja i
turizma, u roku od 15 dana od dana dostavijanja riesenja, preko ovog organa.

Na osnovu ¢lana 84 stav 2 i ¢lana 1 stav 1 Zakona o zasiit prirode (,S1list CG", br.51/08,

21109, 40111, 62113, 06/14) i ¢lana 196 Zakona o opstem upravnom postupku (,Sl.list RCG", Riesenje obradi:

Jelena Lekovi¢

br. 60103, ,Sllist CG", br. 32/11), a rjeSavajuci po zahtjevu Instituta za biolo3ka istrazivanja i J’H (I" 7{
Sinisa Stankovic’, Beograd broj: 02-UPI-328/1 od 11.03.2015. godine, Agencila za zastu ( W*f{f ,‘( An
4 : : Pomocnik direktora:
zivotne sredine donosi -
Dragan Asanovi¢
RJESENJE
D_!&\E;TOR
EnvitnSpahié
| DOZVOLJAVA SE Institutu za bioloska istrazivanja ,Sinisa Stankovic® iz Beograda izvoz i ¢ 2 /Zp
koriscenje u vidu sakupljanje 6 adultnih Zenki i 6 aduftnh muZjaka vrste Trturus ‘t‘ SV ’
macedonicus za potrebe laboratorijskih istrazivanja . %' vy
4 W/
Sone 3/
Sakuplanje jedinki navedene vrste e se vrsiti na lolalitetima lokva Pijavica (Ceklin) i lokva \\\-//
Rid (Meterizi) u periodu do 30.04.2015. godine.
Dostavijeno:

i GO T 0 o e oo, - Institut za biolo3ka istrazivanja ,Sinisa Stankovic', Bul. Despota Stefana 142, Beograd

- Uprava za inspekcijske poslove: Ekoloska inspekcija
-ala
-02

Il Podnosilac zahtjieva je duzan da nakon zavrdetka istrazivanja dostavi podatke o
rezultatima istrazivanja ovoj Agenciji

Obrazlozenje

Insitut za bioloska istrazivanja ,SiniSa Stankovic® iz Beograda je podnio ovom organu
zahtjev (br.02-UP1-328/1 od 11.03.2015. godine) za izdavanje dozvole sakupljanje i izvoz
jedinki vrste mmoljka Triturus macedonicus. U zahtjevu su vremenski period kada bi se
istrazivanje vrilo, nacin transporta i ostali podaci koji su potrebni za dalje postupanje.

Postupajuéi po predmetnom zahtievu unutar Agenciie za zadfitu Zivotne sredine je
20.03.2015. godine putem dopisa (br. 02-UPI-328/2) trazeno struéno mislienje Sektora za
zastitu prirode, monitoring, analizu i izvjeStavanje. U pomenutom struénom misljenju (01-
UPI-328/3 od 27.03.2015. godine) je navedeno da izlov vrste Triturus macedonicusu na
natin kako je navedeno u Zahtjevu nece ugroziti opstanak vrste, niti se negativno odraziti na
brojnost populacija, uz napomenu da je predmetna vrsta zasticena RieSenjem o stavljanju
podzastitu pojedinih biljnih i Zivotinjskih vrsta (,SLlist RCG”, br. 76/06) i da se strogo vodi
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Prilog 5. Misljenje Etickog komiteta Instituta za bioloska istrazivanja ,,Sini$a Stankovic*.

AHCTUTYT 3A BAUONOWKA HCTPAXHBATSY
"CHUHMWIUA CTAHKOBHR"

,[10TyM.......O.../'(.‘...Q.A/..‘....QO.@.zron
SEOTPAJ, byn. gecnova Cratana 6p.147

o %
A CHHHILA 72
& CTAHKOBHR %

Resenje broj: 03-03/16

ETICKA KOMISIJA

Institut za bioloska istrazivanja "Sini$a Stankovic¢"

Na I redovnoj sednici Eti¢ke komisije IBISS odrzanoj 30.03.2016. godine, razmatran je
zahtev o davanju mi$ljenja za upotrebu eksperimentalnih Zivotinja vrsta Triturus ivanbureschi i
Triturus macedonicus za potrebe istrazivanja pod nazivom ,Hibridizacija i stabilnost razvi¢a
velikih mrmoljaka“, istrazivata Tijane Vu¢i¢. Eksperiment ¢e se realizovati u Institutu za
bioloska istrazivanja "Sini$a Stankovi¢". -

Na osnovu sagledavanja prispele dokumentacije i neposrednog uvida u stanje, Eticka
komisija IBISS smatra da je eksperimentalni protokol u skladu sa propisanim etickim normama i
daje pozitivno misljenje o neophodnosti upotrebe 30 adultnih jedinki vrste Triturus ivanbureschi
i 12 adultnih jedinki vrste Triturus macedonicus u eksperimentu koji ¢e se realizovati u periodu

od marta 2016. Do septembra 2018.

U Beogradu, 01.04.2016. Predsednik Eticke komisije

r/zg Lt Lv/«/?'{;? Q &Ky / @2 ~

dr Branko Filipovi¢
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Prilog 6. Pregled uzorka i podaci o jedinkama koris¢enim za analize oblika glavenog skeleta i
stabilnosti razvi¢a velikih mrmoljaka. Skracenice: NATURALIS — Holandski nacionalni
centar za proucavanje biodiverziteta, Lajden, Holandija; IBISS — Institut za bioloska
istrazivanja ,,SiniSa Stankovi¢“, Univerzitet u Beogradu, Srbija: 7 — 7enka; M — muzjak;

na — nepoznat pol.

ID Vrsta Zbirka Broj Populacija Pol
crist_13a_netlim_f T. cristatus NATURALIS 9313 a Holandija: Limburg, Wijnantsrade 7
crist_13b_netlim_f T. cristatus NATURALIS 9313 b Holandija: Limburg, Wijnantsrade Z
crist_13c_netlim_f T. cristatus NATURALIS 9313 ¢ Holandija: Limburg, Wijnantsrade Z
crist_232_ukrkam_f T. cristatus NATURALIS  cr232 Ukrajina: Kamenskoye village Z
crist_251_ukrkam_f T. cristatus NATURALIS  cr251 Ukrajina: Kamenskoye village Z
crist_267_ukrkam_f T. cristatus NATURALIS  cr267 Ukrajina: Kamenskoye village Z
crist_276_polsla_f T. cristatus NATURALIS  cr6276 Poljska: Slaskie, Mogielica Z
crist_282_polsla_f T. cristatus NATURALIS  cr6282 Poljska: Slaskie, Mogielica Z
crist_284_polsla_f T. cristatus NATURALIS  cr6284 Poljska: Slaskie, Mogielica Z
crist_286_polsla_f T. cristatus NATURALIS  cr6286 Poljska: Slaskie, Mogielica 7
crist_288 polsla_f T. cristatus NATURALIS  cr6288 Poljska: Slaskie, Mogielica 7
crist_304_ukrkam_f T. cristatus NATURALIS  cr304 Ukrajina: Kamenskoye village Z
crist_306_ukrkam_f T. cristatus NATURALIS  cr306 Ukrajina: Kamenskoye village Z
crist_355_romvif_m T. cristatus NATURALIS ZMA9167_355 Rumunija: Virfuri M
crist_356_romvif_m T. cristatus NATURALIS ZMA9167_356 Rumunija: Virfuri M
crist_359_romvif_m T. cristatus NATURALIS ZMA9167_359 Rumunija: Virfuri M
crist_510_enggad_m T. cristatus NATURALIS 9285 _10 Engleska, Gaddesby, Leicestershire M
crist_511_enggad_m T. cristatus NATURALIS 9285 11 Engleska, Gaddesby, Leicestershire M
crist_512_enggad_m T. cristatus NATURALIS 9285 12 Engleska, Gaddesby, Leicestershire M
crist_513_enggad_m T. cristatus NATURALIS 9285 13 Engleska, Gaddesby, Leicestershire M
crist_ 514 _enggad_m T. cristatus NATURALIS 9285 14 Engleska, Gaddesby, Leicestershire M
crist_711_romvif_f T. cristatus NATURALIS ZMA9167_711 Rumunija: Virfuri Z
crist_712_romvif_f T. cristatus NATURALIS ZMA9167_712 Rumunija: Virfuri Z
crist_713_romvif_f T. cristatus NATURALIS ZMA9167_713 Rumunija: Virfuri Z
crist_714_romvif_f T. cristatus NATURALIS ZMA9167_714 Rumunija: Virfuri Z
crist_715_romvif_f T. cristatus NATURALIS ZMA9167_715 Rumunija: Virfuri 7
crist_757_romvif_f T. cristatus NATURALIS ZMA9167_757 Rumunija: Virfuri 7
crist_758_romvif_f T. cristatus NATURALIS ZMA9167_758 Rumunija: Virfuri 7
crist_851 enggad_f T. cristatus NATURALIS 9285 1 Engleska, Gaddesby, Leicestershire 7
crist_852_enggad_f T. cristatus NATURALIS 9285 2 Engleska, Gaddesby, Leicestershire Z
crist_853_enggad_f T. cristatus NATURALIS 9285 3 Engleska, Gaddesby, Leicestershire Z
crist_854_enggad_f T. cristatus NATURALIS 9285 4 Engleska, Gaddeshy, Leicestershire Z
crist_855_enggad_f T. cristatus NATURALIS 9285 5 Engleska, Gaddesby, Leicestershire Z
crist_856_enggad_f T. cristatus NATURALIS 9285 6 Engleska, Gaddesby, Leicestershire 7z
crist_858_enggad_m T. cristatus NATURALIS 9285 8 Engleska, Gaddesby, Leicestershire M
crist_859_enggad_m T. cristatus NATURALIS 9285 9 Engleska, Gaddesby, Leicestershire M
crist_crl_ukrkam_f T. cristatus NATURALIS cril Ukrajina: Kamenskoye village Z
marmo_161_spaelb_m T. marmoratus NATURALIS 7614_161 Spanija: Prov. Madrid, El Berrueco M
marmo_162_spaelb_m T. marmoratus NATURALIS 7614_162 Spanija: Prov. Madrid, EI Berrueco M
marmo_163_spaelb_m T. marmoratus NATURALIS 7614_163 Spanija: Prov. Madrid, El Berrueco M
marmo_164_spaelb_m T. marmoratus NATURALIS 7614 164 Spanija: Prov. Madrid, El Berrueco M
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ID Vrsta Zbirka Broj Populacija Pol
marmo_165_spaelb_f T. marmoratus NATURALIS 7614 165 Spanija: Madrid, Berrueco Z
marmo_166_spaelb_f T. marmoratus NATURALIS 7614 166 Spanija: Madrid, Berrueco Z
marmo_167_spaelb_f T. marmoratus NATURALIS 7614 167 Spanija: Madrid, Berrueco Z
marmo_39a_fracon_f T. marmoratus NATURALIS ZMA_9339 a Francuska: Confolens 7z
marmo_39b_fracon_f T. marmoratus NATURALIS ZMA_9339 b Francuska: Confolens 7z
marmo_39c_fracon_f T. marmoratus NATURALIS ZMA_9339 ¢ Francuska: Confolens 7z
marmo_39d_fracon_f T. marmoratus NATURALIS ZMA_9339 d Francuska: Confolens 7z
marmo_39e_fracon_f T. marmoratus NATURALIS ZMA 9339 e Francuska: Confolens Z
marmo_39f fracon_f T. marmoratus NATURALIS ZMA 9339 f Francuska: Confolens Z
marmo_535_fraroc_f T. marmoratus NATURALIS ZMA9151 535 Francuska: Rochechouart Z
marmo_536_fraroc_f T. marmoratus NATURALIS ZMA9151 536 Francuska: Rochechouart Z
marmo_749_porsai_m T. marmoratus NATURALIS ZMA9377_1749 Portugal: Saide M
marmo_750_porsai_f T. marmoratus NATURALIS ZMA9377_1750 Portugal: Saide 7z
marmo_751_porsai_m T. marmoratus NATURALIS ZMA9377_1751 Portugal: Saide M
marmo_752_porsai_m T. marmoratus NATURALIS ZMA9377_1752 Portugal: Saide M
marmo_753_porsai_m T. marmoratus NATURALIS ZMA9377_1753 Portugal: Saide M
marmo_754_porsai_f T. marmoratus NATURALIS ZMA9377_1754 Portugal: Saide Z
marmo_755_porsai_f T. marmoratus NATURALIS ZMA9377_1755 Portugal: Saide Z
marmo_756_porsai_m T. marmoratus NATURALIS ZMA9377_1756 Portugal: Saide M
marmo_757_porsai_f T. marmoratus NATURALIS ZMA9377_1757 Portugal: Saide 7z
marmo_758_porsai_m T. marmoratus NATURALIS ZMA9377_1758 Portugal: Saide M
marmo_759 _porped_f T. marmoratus NATURALIS ZMA9379_1759 Portugal: Pedra do Altar 7z
marmo_760_porped_m  T. marmoratus NATURALIS ZMA9379_1760 Portugal: Pedra do Altar M
marmo_761_porped_f T. marmoratus NATURALIS ZMA9379 1761 Portugal: Pedra do Altar Z
marmo_762_porped_f T. marmoratus NATURALIS ZMA9379_1762 Portugal: Pedra do Altar Z
marmo_763_porped_m  T. marmoratus NATURALIS ZMA9379_1763 Portugal: Pedra do Altar M
marmo_764_porped_f T. marmoratus NATURALIS ZMA9379_1764 Portugal: Pedra do Altar Z
marmo_765_porped_f T. marmoratus NATURALIS ZMA9379_1765 Portugal: Pedra do Altar 7z
marmo_766_porped_m  T. marmoratus NATURALIS ZMA9379_1766 Portugal: Pedra do Altar M
marmo_767_porped_m  T. marmoratus NATURALIS ZMA9379_1767 Portugal: Pedra do Altar M
marmo_769_porsan_f T. marmoratus NATURALIS 9380_1769 Portugal: Santos 7z
marmo_770_porsan_m T. marmoratus NATURALIS 9380_1770 Portugal: Santos M
marmo_771_porsan_f T. marmoratus NATURALIS 9380_1771 Portugal: Santos Z
marmo_772_porsan_m T. marmoratus NATURALIS 9380_1772 Portugal: Santos M
marmo_773_porsan_f T. marmoratus NATURALIS 9380_1773 Portugal: Santos Z
marmo_774_porsan_m T. marmoratus NATURALIS 9380_1774 Portugal: Santos M
marmo_775_porsan_m T. marmoratus NATURALIS 9380_1775 Portugal: Santos M
marmo_nol_spaelb_f T.marmoratus  NATURALIS 7614 not labeled Spanija: Madrid, Berrueco 7z
crxma_057_framay_m T.crixT. mar NATURALIS ZMA_8057 Francuska: Mayenne M
crxma_140_framay_f T.crix T. mar NATURALIS 9241_40 Francuska: Mayenne Z
crxma_141_framay_f T.crix T. mar NATURALIS 9241 41 Francuska: Mayenne Z
crxma_142_framay_m T.crix T. mar NATURALIS 9241 42 Francuska: Mayenne M
crxma_322_framay_m T.crix T. mar NATURALIS 9322 Francuska: Mayenne M
crxma_327_framay_f T.crixT. mar NATURALIS 9058 327 Francuska: Mayenne V4
crxma_328_framay_f T.crixT. mar NATURALIS 9058_328 Francuska: Mayenne V4
crxma_329_framay_N T.crix T. mar NATURALIS 9058_329 Francuska: Mayenne na
crxma_331_framay m T.crix T. mar NATURALIS ZMA 8033 1 Francuska: Mayenne M
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ID Vrsta Zbirka Broj Populacija Pol
crxma_332_framay_f T.crixT. mar NATURALIS ZMA 8033 2 Francuska: Mayenne Z
crxma_333_framay_f T.crixT. mar NATURALIS ZMA 8033 3 Francuska: Mayenne Z
crxma_333_framay_m T.crixT. mar NATURALIS 9062_333 Francuska: Mayenne M
crxma_43a_framay f T.crix T. mar NATURALIS 9243 a Francuska: Mayenne 7z
crxma_43b_framay_f T.crix T. mar NATURALIS 9243 b Francuska: Mayenne 7z
crxma_470_framay_f T.crix T. mar NATURALIS ZMA 9063 470 Francuska: Mayenne 7z
crxma_525_framay_m T.crix T. mar NATURALIS 7525 Francuska: Mayenne M
crxma_526_framay_f T.crixT. mar NATURALIS 7526 Francuska: Mayenne Z
crxma_527_framay_m T.crixT. mar NATURALIS ZMA _7527 Francuska: Mayenne M
crxma_528_framay_f T.crixT. mar NATURALIS 7528 Francuska: Mayenne Z
crxma_534_framay_f T.crixT. mar NATURALIS 7534 Francuska: Mayenne Z
crxma_535_framay_m T.crix T. mar NATURALIS 7535 Francuska: Mayenne M
crxma_536_framay_m T.crix T. mar NATURALIS 7536 Francuska: Mayenne M
crxma_537_framay_m T.crix T. mar NATURALIS ZMA_7537 Francuska: Mayenne M
crxma_538_framay_f T.crix T. mar NATURALIS ZMA_7538 Francuska: Mayenne 7z
crxma_539_framay_f T.crixT. mar NATURALIS ZMA 7539 Francuska: Mayenne Z
crxma_540_framay_m T.crixT. mar NATURALIS 7540 Francuska: Mayenne M
crxma_542_framay_f T.crixT. mar NATURALIS ZMA 9060 _542 Francuska: Mayenne Z
crxma_543_framay_N T.crixT. mar NATURALIS ZMA 7543 Francuska: Mayenne M
crxma_543_framay_m T.crix T. mar NATURALIS 9058 543 Francuska: Mayenne na
crxma_544_framay_f T.crix T. mar NATURALIS  9058_544 Francuska: Mayenne 7z
crxma_545_framay_f T.crix T. mar NATURALIS  9058_545 Francuska: Mayenne 7z
crxma_548_framay_f T.crix T. mar NATURALIS ZMA _9065_548 Francuska: Mayenne 7z
crxma_549_framay_f T.crixT. mar NATURALIS ZMA 9066 _549 Francuska: Mayenne Z
crxma_550_framay_N T.crixT. mar NATURALIS 7550 Francuska: Mayenne Z
crxma_550_framay_f T.crix T. mar NATURALIS 9058 550 Francuska: Mayenne na
crxma_551_framay_f T.crix T. mar NATURALIS 9062_551 Francuska: Mayenne Z
crxma_553_framay_m T.crix T. mar NATURALIS 7553 Francuska: Mayenne M
crxma_598_framay_f T.crix T. mar NATURALIS 7598 Francuska: Mayenne 7z
crxma_607_framay_m T.crix T. mar NATURALIS 7607 Francuska: Mayenne M
crxma_610_framay_f T.crix T. mar NATURALIS 7610 Francuska: Mayenne 7z
crxma_620_framay_f T.crix T. mar NATURALIS ZMA_7620 Francuska: Mayenne Z
crxma_621_framay_f T.crix T. mar NATURALIS ZMA 7621 Francuska: Mayenne Z
crxma_877_framay_f T.crix T. mar NATURALIS ZMA 9067_877 Francuska: Mayenne Z
crxma_878_framay_f T.crix T. mar NATURALIS ZMA 9067_878 Francuska: Mayenne Z
crxma_879_framay_f T.crix T. mar NATURALIS ZMA 9067_879 Francuska: Mayenne 7z
ivanb_120_turcay_f T.ivanbureschi  NATURALIS 7564_120 Turska: Caycuma an Bartin 7z
ivanb_200_bulost_m T.ivanbureschi  NATURALIS RMNH_RENA_47200 Bugarska: Ostar Kamak M
ivanb_201_bulost_m T.ivanbureschi  NATURALIS RMNH_RENA_47201 Bugarska: Ostar Kamak M
ivanb_202_bulost_m T. ivanbureschi  NATURALIS 47202 Bugarska: Ostar Kamak M
ivanb_203_bulost_m T. ivanbureschi  NATURALIS RMNH_RENA_ 47203 Bugarska: Ostar Kamak M
ivanb_204_bulost_f T.ivanbureschi  NATURALIS RMNH_RENA_ 47204 Bugarska: Ostar Kamak Z
ivanb_206_bulost_f T.ivanbureschi  NATURALIS RMNH_RENA_ 47206 Bugarska: Ostar Kamak Z
ivanb_209_bulost_f T.ivanbureschi  NATURALIS RMNH_RENA_47209 Bugarska: Ostar Kamak Z
ivanb_210_bulost_f T.ivanbureschi  NATURALIS 47210 Bugarska: Ostar Kamak Z
ivanb_211 bulost_f T.ivanbureschi  NATURALIS RMNH_RENA_ 47211 Bugarska: Ostar Kamak 7
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ID Vrsta Zbirka Broj Populacija Pol
ivanb_212 bulost_f T.ivanbureschi  NATURALIS 47212 Bugarska: Ostar Kamak 7
ivanb_213 bulost_f T.ivanbureschi  NATURALIS RMNH_RENA_47213 Bugarska: Ostar Kamak 7
ivanb_216_bulost_f T.ivanbureschi  NATURALIS RMNH_RENA_47216 Bugarska: Ostar Kamak 7
ivanb_442_bullev_m T.ivanbureschi  NATURALIS ZMA _9134_442 Bugarska: Levski M
ivanb_443 bullev_m T.ivanbureschi  NATURALIS ZMA 9134 443 Bugarska: Levski M
ivanb_444 bullev_m T.ivanbureschi  NATURALIS ZMA 9134 444 Bugarska: Levski M
ivanb_445 bullev_m T.ivanbureschi  NATURALIS ZMA _ 9134 445 Bugarska: Levski M
ivanb_769 bullev_f T.ivanbureschi  NATURALIS ZMA 9134 769 Bugarska: Levski 7
ivanb_770_bullev_f T.ivanbureschi  NATURALIS ZMA 9134 770 Bugarska: Levski 7
ivanb_772_bullev_f T.ivanbureschi  NATURALIS ZMA 9134 772 Bugarska: Levski 7
ivanb_773 bullev_f T.ivanbureschi  NATURALIS ZMA 9134 773 Bugarska: Levski 7
maced_658_greano_f T. macedonicus  NATURALIS ZMA_9085_658 Grcka: Ano Kaleniki Z
maced_659_greano_f T. macedonicus  NATURALIS ZMA _9085_659 Grcka: Ano Kaleniki 7
maced_660_greano_f T. macedonicus  NATURALIS ZMA _9085_660 Grcka: Ano Kaleniki 7
maced_661_greano_f T. macedonicus  NATURALIS ZMA _9085_661 Grcka: Ano Kaleniki 7
maced_674_greano_m T. macedonicus  NATURALIS ZMA 9085 674 Grcka: Ano Kaleniki M
maced_675_greano_m T. macedonicus  NATURALIS ZMA 9085 675 Grcka: Ano Kaleniki M
maced_676_greano_m T. macedonicus  NATURALIS ZMA 9085 676 Grcka: Ano Kaleniki M
maced_896_bihvis_m T. macedonicus  NATURALIS ZMA 9118 896 BiH: Visegrad M
maced_898_bihvis_m T. macedonicus  NATURALIS ZMA_9118_898 BiH: Visegrad M
maced_899_bihvis_f T. macedonicus  NATURALIS 9118 899 BiH: Visegrad M
maced_900_bihvis_N T. macedonicus  NATURALIS 9118 900 BiH: Visegrad M
maced_901_bihvis_f T. macedonicus  NATURALIS ZMA _9118_901 BiH: Visegrad Z
maced_902_bihvis_f T. macedonicus  NATURALIS 9118 902 BiH: Visegrad Z
maced_903_bihvis_f T. macedonicus  NATURALIS 9118 903 BiH: Visegrad Z
maced_904_bihvis_f T. macedonicus ~ NATURALIS ZMA_9118_904 BiH: Visegrad Z
maced_906_bihvis_f T. macedonicus ~ NATURALIS ZMA_9118_906 BiH: Visegrad Z
maced_907_bihvis_f T. macedonicus  NATURALIS ZMA 9118 907 BiH: Visegrad 7
maced_909_bihvis_f T. macedonicus  NATURALIS ZMA 9118 908 BiH: Visegrad 7
maced_962_bihvis_m T. macedonicus  NATURALIS ZMA 9118 962 BiH: Visegrad M
mexiv_454 srbvla_m T.ivax T.mac IBISS G23454 Srbija: Vlasi M
mcxiv_455_srbvla_f T.ivaxT.mac  IBISS G23455 Srbija: Vlasi Z
mcxiv_456_srbvla_f T.ivaxT.mac  IBISS G23456 Srbija: Vlasi Z
mexiv_457_srbvla_f T.ivaxT.mac  IBISS G23457 Srbija: Vlasi Z
mcxiv_458 srbvla_f T.ivaxT.mac  IBISS (G23458 Srbija: Vlasi Z
mexiv_459 srbvla_m T.ivax T.mac IBISS G23459 Srbija: Vlasi M
mexiv_460_srbvla_m T.ivax T.mac IBISS G23460 Srbija: Vlasi M
mexiv_462_srbvla_f T.ivax T.mac IBISS G23462 Srbija: Vlasi 7
mexiv_463_srbvla_f T.ivax T. mac IBISS G23463 Srbija: Vlasi 7z
mexiv_467_srbvla_m T.ivax T. mac IBISS G23467 Srbija: Vlasi M
mexiv_468_srbvla_m T.ivax T. mac IBISS G23468 Srbija: Vlasi M
mexiv_469_srbvla_f T.ivax T. mac IBISS G23469 Srbija: Vlasi Z
mexiv_470_srbvla_f T.ivax T. mac IBISS G23470 Srbija: Vlasi Z
mexiv_471_srbvla_m T.ivax T. mac IBISS G23471 Srbija: Vlasi M
mexiv_472_srbvla_f T.ivax T. mac IBISS G23472 Srbija: Vlasi Z
mexiv_474 srbvla f T.ivax T. mac IBISS G23474 Srbija: Vlasi 7
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mexiv_475_srbvla_f T.ivax T. mac IBISS G23475 Srbija: Vlasi 7
mcxiv_476_srbvla_f T.ivax T.mac IBISS G23476 Srbija: Vlasi 7
mexiv_477_srbvla_m T.ivax T.mac IBISS G23477 Srbija: Vlasi M
mexiv_478 srbvla_f T.ivax T. mac IBISS G23478 Srbija: Vlasi Z
mexiv_479_srbvla_m T.ivax T. mac IBISS G23479 Srbija: Vlasi M
mexiv_480_srbvla_m T.ivax T. mac IBISS G23480 Srbija: Vlasi M
mexiv_482_srbvla_m T.ivax T. mac IBISS G23482 Srbija: Vlasi M
mexiv_483_srbvla_m T.ivax T.mac IBISS G23483 Srbija: Vlasi M
mcxiv_484 srbvla_f T.ivax T. mac IBISS G23484 Srbija: Vlasi 7
mcxiv_485_srbvla_f T.ivax T.mac IBISS G23485 Srbija: Vlasi 7
mcxiv_486_srbvla_ m T.ivax T. mac IBISS G23486 Srbija: Vlasi M
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9 Biografija autora

Tijana Vuci¢ rodena je 20.08.1986. godine u Beogradu. Nakon zavrSene Pete
beogradske gimnazije, Skolske 2005/2006. godine upisuje Bioloski fakultet Univerziteta u
Beogradu, studijska grupa Biologija. Diplomirala je 2014. godine odbranom diplomskog rada
pod nazivom ,,Morfoloska razlike izmedu filogenetskih linija obi¢nog zvizdaka (Phylloscopus
collybita collybita i Phylloscopus collybita abietinus) na podru¢ju zone hibridizacije u Srbiji*.
Skolske 2015/2016. godine, upisala je doktorske akademske studije na Bioloskom fakultetu
Univerziteta u Beogradu, smer Biologija, modul Morfologija, sistematika i filogenija Zivotinja.
Eksperimentalni deo doktorske disertacije uraden je na Odeljenju za evolucionu biologiju,
Instituta za bioloska istrazivanja ,,Sini$a Stankovi¢“ u Beogradu.

Od skolske 2015/2016. godine angazovana je kao student doktorskih studija saradnik u
nastavi na katedri za Morfologiju, sistematiku i filogeniju Zivotinja Bioloskog fakulteta
Univerziteta u Beogradu. Od septembra 2016. do jula 2017. godine, bila je zaposlena na istoj
katedri kao istraziva¢ pripravnik na projektu OI 173043: , Diverzitet vodozemaca i gmizavaca
Balkana: evolucioni aspekti i konzervacija®“ (Ministarstvo prosvete, nauke i tehnoloskog
razvoja). Od jula 2017. do avgusta 2018. godine bila je zaposlena na Odeljenju za evolucionu
biologiju Instituta za bioloska istrazivanja. Zvanje istraziva¢ saradnik stekla je u aprilu 2018.
godine odlukom nauc¢nog veca Instituta. Od avgusta 2018. do danas zaposlena je kao
istraziva¢ saradnik na katedri za Morfologiju, sistematiku i filogeniju Zivotinja BioloSkog
fakulteta na istom projektu. Tokom 2018. godine bila je angazovana na projektu ,,Monitoring
vodozemaca 1 gmizavaca Nacionalnog parka Kopaonik® (JP Nacionalni park ,,Kopaonik®).
Kao student doktorskih studija ucestvovala je na projektu ,,Procena ugroZenosti staniSta
gmizavaca u P¢injskom regionu kroz karakteristike distribucije i fitnesa populacija Podarcis
erhardii‘“ (Raford fondacija) tokom 2018. godine.

U toku dosadasnjeg nauc¢nog rada objavila je tri rada u medunarodnim (dva iz teze na
kojima je prvi autor) i jedan rad u nacionalnom casopisu. Rezultate doktorske disertacije
prezentovala je na cetiri medunarodna kongresa.

Clan je Evropskog herpetoloskog drustva (Societas Europaea Herpetologica — SEH) i
Drustva za proucavanje evolucije (Society for the Study of Evolution — SSE).
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Izjave

Izjava o autorstvu

Ime i prezime autora __Tijana Vuci¢

Broj indeksa _ B3024/2015

Izjavljujem
da je doktorska disertacija pod naslovom

Hibridizacija, morfoloSka varijabilnost i stabilnost razvi¢a velikih mrmoljaka (Triturus spp.)

e rezultat sopstvenog istrazivackog rada;

e da disertacija u celini ni u delovima nije bila predlozena za sticanje druge diplome
prema studijskim programima drugih visokoSkolskih ustanova,

e da su rezultati korektno navedeni i

e danisam krSio/la autorska prava i koristio/la intelektualnu svojinu drugih lica.

Potpis autora

U Beogradu,
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Izjava o istovetnosti Stampane i elektronske verzije doktorskog

rada
Ime i prezime autora  Tijana Vuéi¢
Broj indeksa B3026/2015
Studijski program Biologija
Naslov rada Hibridizacija, morfoSoloska varijabilnost i stabilnost razvi¢a velikih

mrmoljaka (Triturus spp.)

Mentorke dr Ana Ivanovié, dr Milena Cvijanovié

Izjavljujem da je Stampana verzija mog doktorskog rada istovetna elektronskoj verziji koju sam predala
radi pohranjena u Digitalnom repozitorijumu Univerziteta u Beogradu.

Dozvoljavam da se objave moji licni podaci vezani za dobijanje akademskog naziva doktora nauka,
kao $to su ime i prezime, godina i mesto rodenja i datum odbrane rada.

Ovi liéni podaci mogu se objaviti na mreznim stranicama digitalne biblioteke, u elektronskom katalogu
i u publikacijama Univerziteta u Beogradu.

Potpis autora

U Beogradu,
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Izjava o koriS¢enju

Ovlas¢ujem Univerzitetsku biblioteku ,,Svetozar Markovi¢* da u Digitalni repozitorijum Univerziteta u
Beogradu unese moju doktorsku disertaciju pod naslovom:

Hibridizacija, morfoloska varijabilnost i stabilnost razvi¢a velikih mrmoljaka (Triturus spp.)

koja je moje autorsko delo.
Disertaciju sa svim prilozima predala sam u elektronskom formatu pogodnom za trajno arhiviranje.

Moju doktorsku disertaciju pohranjenu u Digitalnom repozitorijumu Univerziteta u Beogradu i
dostupnu u otvorenom pristupu mogu da koriste svi koji postuju odredbe sadrzane u odabranom tipu
licence Kreativne zajednice (Creative Commons) za koju sam se odlucila.

1. Autorstvo (CC BY)

2. Autorstvo — nekomercijalno (CC BY-NC)

3. Autorstvo — nekomercijalno — bez prerada (CC BY-NC-ND)

4. Autorstvo — nekomercijalno — deliti pod istim uslovima (CC BY-NC-SA)
5. Autorstvo — bez prerada (CC BY-ND)

6. Autorstvo — deliti pod istim uslovima (CC BY-SA)

(Molimo da zaokruzite samo jednu od Sest ponudenih licenci.
Kratak opis licenci je sastavni deo ove izjave).

Potpis autora

U Beogradu,
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1. Autorstvo. Dozvoljavate umnozavanje, distribuciju i javno saopsStavanje dela, i prerade, ako se
navede ime autora na nacin odreden od strane autora ili davaoca licence, ¢ak i u komercijalne svrhe.
Ovo je najslobodnija od svih licenci.

2. Autorstvo — nekomercijalno. Dozvoljavate umnozavanje, distribuciju i javno saopstavanje dela, i
prerade, ako se navede ime autora na nacin odreden od strane autora ili davaoca licence. Ova licenca ne
dozvoljava komercijalnu upotrebu dela.

3. Autorstvo — nekomercijalno — bez prerada. Dozvoljavate umnozavanje, distribuciju i javno
saopStavanje dela, bez promena, preoblikovanja ili upotrebe dela u svom delu, ako se navede ime
autora na nacin odreden od strane autora ili davaoca licence. Ova licenca ne dozvoljava komercijalnu
upotrebu dela. U odnosu na sve ostale licence, ovom licencom se ograni¢ava najve¢i obim prava
koris¢enja dela.

4. Autorstvo — nekomercijalno — deliti pod istim uslovima. Dozvoljavate umnozavanje, distribuciju
1 javno saopstavanje dela, i prerade, ako se navede ime autora na nacin odreden od strane autora ili
davaoca licence i ako se prerada distribuira pod istom ili slicnom licencom. Ova licenca ne dozvoljava
komercijalnu upotrebu dela i prerada.

5. Autorstvo — bez prerada. Dozvoljavate umnozavanje, distribuciju i javno saop$tavanje dela, bez
promena, preoblikovanja ili upotrebe dela u svom delu, ako se navede ime autora na nacin odreden od
strane autora ili davaoca licence. Ova licenca dozvoljava komercijalnu upotrebu dela.

6. Autorstvo — deliti pod istim uslovima. Dozvoljavate umnozavanje, distribuciju i javno
saopStavanje dela, i prerade, ako se navede ime autora na nacin odreden od strane autora ili davaoca
licence 1 ako se prerada distribuira pod istom ili slicnom licencom. Ova licenca dozvoljava

komercijalnu upotrebu dela i prerada. Sli¢na je softverskim licencama, odnosno licencama otvorenog
koda.
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