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MorfoloSka diferencijacija larvenih stadijuma odabranih vrsta Zaba rodova Rana i Bufo
na podrucju Srbije

Sazetak

Mrke zabe (Rana dalmatina, R. graeca, R. temporaria)iobi¢nakrastaca (Bufo bufo) napodrucju
Srbije mogu biti sintopne, a ulaze u vodena stanista samo tokom kratkog reproduktivnog perioda u
rano prolece. Punoglavci provode duzi vremenski period u vodenim staniStima i lakSe su uocljivi u
odnosu na adulte. Analiza njihove morfologije je jedan od mogucih nacina taksonomske identifikacije,
narocito u sluc¢ajevima kada su geneticke metode nedostupne. Kod nekih vrsta punoglavci na ranim
stupnjevima su vizuelno veoma sli¢ni, §to otezava njihovu identifikaciju na terenu.

Definisani su slede¢i osnovni ciljevi: utvrditi osobine spoljasnje morfologije punoglavaca
analiziranih vrsta zaba na osnovu kojih se moze odrediti njihova taksonomska pripadnost; utvrditi
efikasnost primene analiza oblika tela punoglavaca u taksonomskoj identifikaciji; razviti procedure za
njihovu pouzdanu, brzu i ekonomi¢nu taksonomsku identifikaciju. Dodatno, izvrSena je taksonomska
geneticka identifikacija, uporedena je upotreba metoda tradicionalne i geometrijske morfometrije u
morfoloskoj diferencijaciji ranih larvenih stadijuma, kao i filogenetski i feneti¢ki odnosi analiziranih
vrsta.

Iz prirode su sakupljeni punoglavci R. dalmatina, R. temporaria 1 B. bufo na ranim razvojnim
stupnjevima. Taksonomska identifikacija izvrSena je DNK barkoding metodom, primenom 16S
rRNK markera. Metodama tradicionalne morfometrije je utvrdeno da relativna duzina 1 Sirina glave
predstavljaju karaktere za razlikovanje rodova Rana i1 Bufo, dok je relativna duzina repa karakter za
razlikovanje dve vrste mrkih zaba. Detaljnije analize oblika 1 veli¢ine laboratorijski uspes$no odgajanih
punoglavaca R. dalmatina, R. temporaria 1 B. bufo vrSene su metodama geometrijske i tradicionalne
morfometrije na ranim stupnjevima razvi¢a. Oba pristupa su dala sli¢ne rezultate kada su u pitanju
kvantifikacija 1 opis varijabilnosti veli¢ine 1 oblika. Za razliku od punoglavaca B. bufo, punoglavci
dve vrste roda Rana su sitniji sa manjim telima i repovima dva puta duzim od tela. Kada su poredene
dve vrste mrkih zaba, utvrdeno je da punoglavci R. dalmatina imaju kraci rep 1 vece telo. Medutim,
suptilne razlike u obliku distalnog dela repa bilo je moguce detektovati samo primenom geometrijske
morfometrije.

Kljucne reci: mrke Zabe, obi¢na krastaca, taksonomska identifikacija, tradicionalna morfometrija,
geometrijska morfometrija, oblik, veli¢ina
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UZa naucna oblast: Morfologija, sistematka i filogenija zivotinja
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Morphological differentiation of larval stages of selected anuran Rana and Bufo
species in Serbia

Abstract

Brown frogs (R. dalmatina, R. graeca, R. temporaria) and common toad (Bufo bufo) are anuran
species that can be syntopic on the territory of Serbia. They can be found in the aquatic habitats only
during short breeding season in the early spring. In contrast, their tadpoles are present for a longer
period of time in aquatic habitats and are easy to record. Analysis of tadpole morphology is one of the
possible ways for species identification, especially when genetic methods are unavailable. Tadpoles
at early developmental stages are visually very similar and thus difficult for identification in the field.

The main objectives of this study were: to determine external tadpole morphological characters
that can serve for taxonomic identification; to determine effectiveness of tadpole shape analyses in
taxonomic identification; to develop procedures for their reliable, rapid and economic taxonomic
identification. In addition, genetic identification was performed, the usage of traditional and geometric
morphometic methods for morphological differentiation of tadpoles at early developmental stages
was compared and phylogenetic and phenetic relationships of the analyzed species were examined.

Tadpoles at early developmental stages of R. dalmatina, R. temporaria and B. bufo were
collected from the field. Taxonomic identification of analyzed species was performed by DNA
barcoding, using marker 16S ¥RNA. Traditional morphometrics was applied and the results suggested
that relative head length and head width could be good discriminative characteristics for tadpoles of
two Rana species and B. bufo. To distinguish between tadpoles of two analyzed brown frog species,
relative tail length could be used. More detailed analyzes of size and shape of successfully laboratory
raised R. dalmatina, R. temporaria and B. bufo tadpoles were conducted by comparative (2D
landmark-based geometric and traditional) morphometric analyses. Both methodologies produced
very similar results considering quantification and description of size and shape variability. Unlike B.
bufo tadpoles, tadpoles of two Rana species were with smaller bodies and tails twice as long as the
body. When two species of brown frogs were compared, R. dalmatina tadpoles had shorter tails and
larger bodies. However, observed subtle shape variation of the distal region of the tail was detected
only by geometric morphometrics.

Key words: brown frogs, common toad, taxonomic identification, traditional morphometrics,
geometric morphometrics, shape, size

Research area: Biology
Area of special interest: Morphology, systematics and phylogeny of the animals
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1. UVOD



1.1. Teorijske postavke

Bezrepi vodozemci (Anura) ili Zabe predstavljaju grupu ki¢menjaka koju odlikuje izuzetna
morfoloska, ekoloSka i reproduktivna raznovrsnost. Ve¢ina vrsta ima slozeni, bifazni Zivotni ciklus
sa ekoloski 1 morfoloski razli¢itim Zivotnim stupnjevima (McDiarmid i Altig, 1999; Handrigan 1
Wassersug, 2007). Akvaticne larve (punoglavci) i metamorfozirane terestri¢ne juvenilne jedinke se
razlikuju u mnogo bioloskih aspekata, ukljucujuéi staniSte, nacin ishrane, ponasanje, fiziologiju, a
morfoloske razlike su posebno uocljive. Na ovaj nacin, larvene i suvozemne forme Zaba ne dolaze u
kompeticiju za hranu i staniste 1 podlezu razli¢itim selektivnim pritiscima.

Zarazliku od larvi ostalih grupa vodozemaca (repati vodozemci - Urodela i beznogi vodozemci
1 nazivaju se ,,punoglavci” (Duellman 1 Trueb, 1994). Punoglavac nije samo produzetak embrionske
faze koja se zavrSava metamorfozom, ve¢ je visoko specijalizovani stupanj kompleksnog zivotnog
ciklusa zaba. Punoglavac se hrani i raste, a zatim se preobrazava u suvozemni juvenilni oblik koji po
dostizanju polne zrelosti moze da ucestvuje u reprodukciji (Duellman 1 Trueb, 1994; McDiarmid i
Altig, 1999).

Suvozemne juvenilne forme Zzaba naseljavaju Sirok areal terestri¢nih i slatkovodnih stanista,
telo im je kompaktno sa dobro razvijenim udovima i nemaju rep. Punoglavci su jedinstvenog oblika
u odnosu na sve druge akvati¢ne ki¢menjake, a imaju i svojstvene odlike ponasanja i morfologije.
Larve bezrepih vodozemaca su vezane za akvati¢nu ili veoma vlaznu sredinu, a karakterise ih kratko,
okruglasto telo, bez boc¢nih peraja i relativno dugacak, miSicav, fleksibilan rep. Rep je lateralno
spljosten sa uocljivom centralnom osom kaudalne muskulature i dorzalnim i ventralnim ,,perajem”.
Kod punoglavaca ,,perajem” ili ,,perajnim naborom” koji obi¢no prelazi duzinu dorzalne i ventralne
ivice repnog misi¢a, naziva se kaudalna (repna) kresta, zalistak bez skeletne potpore izgraden od sloja
vezivnog tkiva i epidermisa (McDiarmid i Altig, 1999). Ventralno ,,peraje” poc¢inje od analnog otvora
i proteze se do vrha repa, dok dorzalno ,,peraje” pocinje od sredine ili zadnjeg dela tela i proteze se do
vrha repa. Oblik i veli¢ina dorzalnog i ventralnog ,,peraja” moze veoma da varira. Telo punoglavca je
blago izboceno. O¢i su bez kapaka, nozdrve su Siroke, a usta su veoma varijabilne forme i oblika. Usta
sadrze tzv. keratinozni kljun (engl. horny beak) u kome je nekoliko redova labijalnih, keratinoznih
zubica iza kojih se nastavlja bukofaringealna Supljina. Punoglavci u odnosu na adulte imaju razli¢it
digestivni sistem. Neki autori ih smatraju visoko specijalizovanim herbivorima (filtriraju fitoplankton
i perifiton), ali je zabelezeno da se hrane i malim akvati¢nim organizmima ili ¢ak i larvama drugih
vodozemaca, a kod nekih punoglavaca je uocen i povremeni kanibalizam (Duellman i Trueb, 1994;
Ambrogio i Mezzadri, 2014). Punoglavci imaju dugacko crevo ¢ija povrsina sluzi za apsorpciju
nutrijenata, a u nerazvijenom zelucu se nalazi zlezda (engl. manicotto gland) ¢ije lucenje potpomaze
digestiju hrane. Rano u razvoju, punoglavci imaju spoljasnje skrge, ispred kojih se nalazi kozni nabor.
Operkularni nabor ili ,,operkulum” je kozni nabor koji raste i zatvara skrge u ,,operkularnu” odnosno
Skrznu komoru. Ova komora je sa spoljasnjom sredinom povezana tvorevinom u obliku levka, tzv.
»spirakulumom?”, ¢iji broj 1 pozicija mogu da variraju od vrste do vrste (Duellman i Trueb, 1994).
Kod punoglavaca ,,spirakulum” se formira srastanjem operkularnog nabora sa telesnim zidom i nije
homolog spirakulumu koji se javlja kod riba (Gnathostomata). Termini ,,operkulum” i ,,spirakulum”



su se veoma dugo koristili kod punoglavaca i njihova upotreba se zadrzala da bi se izbeglo uvodenje
novih termina koji bi stvarali dodatnu zabunu (McDiarmid i Altig, 1999).

Kod Zaba, larvena faza pocinje izleganjem iz jaja, a zavrSava se metamorfozom. Izleganje
traje kratko i razlikuje se od stadijuma embriona (intrakapsularni stadijum) i larve (stadijum na
kom je punoglavac mobilan i1 hrani se). Stadijum tek izlegle jedinke (engl. hatchling) se moze
smatrati prelaznim stadijumom izmedu embriona i prave larve, jer je kretanje na ovom stupnju
veoma redukovano i jedinka nije sposobna da uzima hranu iz okruZenja. Zlezda na donjem delu
glave (engl. adhesive gland) luci lepljivi sekret kojim se jedinka pricvrS¢uje za ostatke jaja i1
hrani se ostacima Zumanca. Faza prave larve pocinje formiranjem digestivnog sistema (otvaranje
usnog otvora, prisustvo oralnog diska sa malim papilama, labijalnim zubima i mandibulom)
kada jedinka pocinje aktivno da pliva i trazi hranu, a telo i rep rastu. Gosner (Gosner, 1960) je na
osnovu morfoloskih promena opisao razvi¢e punoglavaca. Faza do metamorfoze uglavnom traje
od 25. do 35. Gosnerovog stupnja (Gosner, 1960). Zadnji ekstremiteti se pojavljuju pre prednjih, u
vidu ,,pupoljaka” (engl. buds) na zadnjoj strani tela. Razvijaju se horizontalno, u pravcu repa, $to
odrzava hidrodinamicni oblik tela punoglavca tokom larvalne faze. Udovi postaju funkcionalni pred
metamorfozu, kada jedinka pocinje da izlazi iz vodene sredine. Pojavom zadnjih udova koji relativno
brzo rastu, punoglavac ulazi u pro-metamorfoznu fazu (stupanj 36. do 41. prema Gosneru, 1960).
Pre- i prometamorfozna faza su najduze faze tokom kojih punoglavac dostize svoju maksimalnu
veli¢inu. Prednji ekstremiteti se razvijajaju unutar Skrzne komore i probijaju telesni zid neposredno
pre zavrSetka metamorfoze. Pojava prednjih nogu obelezava pocetak klimaksa metamorfoze (42.
do 46. stadijuma prema Gosneru, 1960; engl. metamorph), kada se kod larve deSavaju morfoloske
1 funkcionalne promene koje vode do fenotipa metamorfozirane juvenilne zabe (engl. froglet)
(Duellman i Trueb, 1994; McDiarmid i Altig, 1999).

Etkin (1932) je definisao tri morfoloske faze kod larvi vodozemaca: 1. premetamorfozu
koju karakteriSe znacajan rast i razvoj larvenih struktura, ali bez metamorfoznih promena; medu
vodozemcima ova faza je jedinstvena za Zzabe; 2. prometamorfozu koja predstavlja period
kontinuiranog rasta, pogotovu udova i inicijacije manjih promena i 3. klimaks tokom koga dolazi
do radikalnih promena koje kulminiraju gubitkom vecine larvenih struktura. Kod Anura ovaj period
pocinje skra¢ivanjem repa, a zavrSava se njegovom potpunom resorpcijom. Metamorfoza moze biti
definisana kao niz naglih postembrionskih promena u koje spadaju promene u strukturi, fiziologiji,
biohemiji i odlikama ponasanja. Tokom metamorfoze vodozemaca odigravaju se tri velike promene:
1. regresija struktura i funkcija koje su znacajne samo za larveni stadijum; 2. transformacija larvalnih
struktura u formu koja je odgovarajuca za upotrebu kod adulta i 3. razvoj struktura i funkcija koje
su potpuno nove i esencijalne za adulta. Svi procesi rasta i metamorfoze kod larvi Anura su pod
kontrolom hormona (Duellman i Trueb, 1994).

Morfoloski i1 ekoloski razliCite larve Anura adaptirane su za opstanak u razli¢itim tipovima
vodenih staniSta, a upravo ta njihova raznovrsnost je imala veliku ulogu u radijaciji Zzaba (Duellman
1 Trueb, 1994). Razlicite strategije zivotne istorije kod larvi bezrepih vodozemaca nastaju uticajem
razli¢itih ekoloSkih faktora koji na njih deluju selektivno (Miaud i sar., 1999; Morrison i Hero, 2003)
1 uticu na genotip da produkuje Sto uspeSniju Zivotnu strategiju, odnosno fenotipsku plasti¢nost
(Sarasola-Puente 1 sar., 2011; Johansson i Richter-Boix, 2013), kako kod razli¢itih vrsta, tako 1 kod
razli¢itih populacija iste vrste (Sarasola-Puente 1 sar., 2011).

Ekoloski faktori veoma uticu na vreme 1 duzinu razvica punoglavaca (Garriga 1 Llorente,
2012). Altig 1 Johnston (1989) zastupaju misljenje da je moguce ustanoviti opsSte morfoloske obrasce
koji su povezani sa specificnim staniStima i na¢inima ishrane kod punoglavaca. Studije koje se bave
izucavanjem fenotipske evolucije punoglavaca u okviru istog Zivotnog stupnja pokazuju da je njihova
morfoloSka raznovrsnost usko povezana i sa lokomotornom specijalizacijom (Sherratt 1 sar., 2017).
U mnogim istrazivanjima je utvrdeno da ne samo eksterna (spoljasnja), ve¢ 1 interna (unutrasnja)
morfologija punoglavaca moze biti povezana sa njihovom ekologijom (Wassersug, 1980; Satel 1
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Wassersug, 1981; Hall i sar., 2002; Alcalde i Rosset, 2003; Vera Candioti i Haas, 2004; Vera Candioti
i sar., 2004; Vera Candioti, 2005, 2006).

Brojni fizic¢ki faktori (udaljenost od obale, koncentracija kiseonika, kvalitet supstrata, dubina
vode 1 brzina toka, temperatura), kao 1 bioloski (karakteristike vrste, populaciona gustina, prisustvo
punoglavaca drugih vrsta Zaba ili prisustvo druge vrste uopsteno, prisustvo i raspored vegetacije)
mogu uticati na prostorni i vremenski raspored punoglavaca u mikrostanistima. Neka stanista imaju
stabilnije sredinske uslove, dok su druga veoma podlozna promenama temperature i koli¢ine kiseonika,
Sto moze uticati na punoglavce koji se nalaze u razli¢itim akvaticnim staniStima, kao i na njihovo
ponasanje. Temperatura veoma uti¢e na ponasanje, stopu rasta i ekologiju punoglavaca (Duellman i
Trueb, 1994), kao i na aktivnost, rast, razvoj, stopu metabolizma i vreme metamorfoze (McDiarmid
1 Altig, 1999). Populacije iste vrste koje naseljavaju razlicite geografske regione mogu se razlikovati
u brzini rasta 1 duzini zivota (Eaton i sar., 2005). Brz rast 1 razvoj su posebno bitni za vrste koje zive
u efemernim stanisStima, poput pustinja gde bare brzo presusuju ili na visokim nadmorskim visinama
gde su bare podloZzne zamrzavanju. Na primer, kod populacija vrste R. temporaria koje naseljavaju
staniSta oskudna vodom larvena faza moze da traje 1 samo 15 dana (McDiarmid i Altig, 1999).

Kod vecine vrsta zaba punoglavci zive zajedno, u agregatima. Grupisanje u agregate moze biti
posledica zadovoljavanja razli¢itih potreba poput trazenja hrane, odgovora na sredinske uslove, ali 1
pojave visokoorganizovanih socijalnih interakcija kod nekih vrsta (Lescure, 1968). Wassersug (1973)
je klasifikovao agregate punoglavaca u dve Siroke kategorije: jednostavne agregate koji se formiraju
usled biotaksisa i agregate koji se formiraju na osnovu biosocijalnih interakcija (tzv. ,,Skole”). Smatra
se da se grupisanjem u agregate punogolavci Stite od predatora ili lakSe dolaze do hrane (Duellman i
Trueb, 1994).

Stopa prezivljavanja punoglavaca je usko povezana sa prisustvom predatora koji mogu biti
1 beski¢menjaci 1 kicmenjaci. Kod nekih vrsta se javlja kanibalizam kada punoglavci jedu jaja i tek
izlegle larve istih i/ili drugih vrsta Zaba. Ova pojava se smatra ¢eS¢om nego §to je zabelezeno, i
posebno kod punoglavaca onih vrsta Zaba koje polazu jaja u malim, efemernim barama (McDiarmid
1 Altig, 1999; Ambrogio i Mezzadri, 2014).

Rezultati ekoloskih, morfoloskih 1 fizioloskih studija punoglavaca imaju veliku primenu u
taksonomiji, filogeniji 1 ontogeniji (Duelmann 1 Trueb, 1994; Larson 2002, 2004, 2005; Haas, 2003;
Grosjean, 2005; Vejarano i sar., 2006; Garriga 1 Llorente, 2012), Zivotnoj istoriji (Thomas i sar., 2005)
1 evoluciji bezrepih vodozemaca (Roelants 1 sar., 2011; Priti 1 sar., 2015; Sherratt 1 sar., 2017), a u
novije vreme 1 u konzervacionoj biologiji (Van Buskirk, 2009; Severtsova i sar., 2012; Pujol-Buxé 1
sar., 2013; Schulze 1 sar., 2015).

1.2. Istorijski pregled istraZivanja punoglavaca u svetu i u Srbiji

Prvi poznati zapisi o larvama bezrepih vodozemaca pojavili su se u XVI veku, kada je u svom
delu ,,Historiare Animalium” Gesner (1551 — 1604) dao ilustrovani prikaz adulta i juvenilnog oblika
zabe. Istorijski vaznu studiju Zivotne istorije evropskih zaba i prvi prikaz razvi¢a razvojnih stupnjeva
nekoliko evropskih vrsta, od jaja do adulta, dao je Rosel von Rosenhof (1753 — 1758), a u sli¢nom
periodu razvojem punoglavaca se bavio 1 Hutchinson (1796). Najraniju sliku 1 opis usnog aparata
punoglavca dao je Swammerdam (1737 — 1738), a gotovo vek kasnije delove usnog aparata opisao je
Saint-Ange (1831). Dugés (1834) je u svojoj komparativnoj studiji o osteologijiimiologiji vodozemaca
opisao 1 delimic¢no ilustrovao delove usnog aparata larvi. Razvoj labijalnih zubica vilice izucavao
je Vogt (1842), a Van Bambeke (1863) je u svom istrazivanju prvi koristio osobine punoglavaca
(ukljucujuéi 1 delove usnog aparata) kao taksonomske karaktere 1 uocio razlike izmedu evropskih
vrsta. Sledi nekoliko radova o varijabilnosti usnog aparata kod razli¢itih vrsta evropskih Zaba (Leydig,
1876; Lataste, 1879; Keiffer, 1888; Schulze, 1888; Gutzeit, 1889). U svojim istrazivanjima Héron-
Royer i Van Bambeke (1881, 1889) opisuju 1 uporeduju strukturu delova usnog aparata kod 22 vrste
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punoglavaca i isticu da su osobine punoglavaca zna¢ajne i na nivou roda i familije. Boulenger (1892)
usvaja dotadaSnja saznanja i u svom radu naglasava znacaj pozicije spirakuluma i analnog otvora kao
bitnih karakteristika za razlikovanje vrsta. Takode, smatra da bi u opise punoglavaca trebalo ukljuciti
obrasce pigmentacije i predlaze koriS¢enje formule redova labijalnih zubic¢a (engl. labial tooth row
formula) za identifikaciju jedinki. Boulenger (1892) objedinjuje svoja istrazivanja i publikuje kljuc¢
za 19 vrsta evropskih vodozemaca. U svom radu daje ilustracije punoglavaca i delova usnog aparata,
gde je opisivao samo ono $to je nazvao ,,zreli punoglavac”, dok se tek kasnije izu¢avaju i svi ostali
stupnjevi razvoja punoglavaca i njihova morfologija.

U XIX veku se javlja interesovanje za punoglavce i u Severnoj Americi. [zucavajuci
punoglavce drzave Masacusets, Hinckley (1881) je opisala i uporedila delove usnog aparata sedam
vrsta punoglavaca. Larvama bezrepih vodozemaca bavio se 1 Wright (1914, 1932). Orton (1952) je
sumirala osobine punoglavaca i potom napisala klju¢ za rodove koji naseljavaju Sjedinjene Americke
Drzave (SAD) i Kanadu, a dve decenije kasnije Altig i Brandon (1971) publikuju rad sli¢ne sadrzine
o punoglavcima Meksika. Altig je publikovao klju¢ za 72 vrste iz SAD 1 Kanade (Altig, 1970), kao i
jos jedan za 100 vrsta iz Meksika (Altig, 1987).

Orton (1953) je prema strukturi Skrzne komore, njenog otvora i tipa usnog aparata, razvrstala
punoglavce u Cetiri tipa (Duellman i Trueb, 1994). Ubrzo publikuje rad u kome na osnovu unutrasnjih
i spoljasnjih karakteristika anatomije razvrstava oko 600 vrsta zaba u osnovna Cetiri larvena tipa,
pri ¢emu izucava i obrasce njihove adaptivne radijacije (Orton, 1953). Kasnije, Orton (1957) Siri
svoje ideje 1 zagovara koriSéenje larvenih karakteristika u rekonstrukciji filogenije zaba. lako su
kritikovani odredeni aspekti larvenih kategorija koje je Orton odredila, Starrett (1973) formalizuje
ove grupe u Cetiri taksonomske kategorije: tip 1 - Xenoanura, tip 2 - Scoptanura, tip 3 - Lemmanura i
tip 4 - Acosmanura, i prikazuje evolutivni scenario njihovih pretpostavljenih odnosa. Altig i Johnston
(1986) su izucavali morfoloske karakteristike punoglavaca iz celog sveta, a potom su prikazali
Semu ekomorfoloskih grupacija (engl. guilds) na osnovu koje se jasno sumira morfoloski diverzitet
punoglavaca u smislu adaptacija (Altig i Johnston, 1989).

Sirenje i dopunjavanje saznanja o punoglavcima podsti¢e dalje interesovanje i prouéavanje,
te poCetkom 1970-ih sve viSe nauc¢nika pocinje da istrazuje njihovu biologiju. Tako su publikovani
radovi o funkcionalnim i evolucionim aspektima morfologije punoglavaca, ukljucujuc¢i studije
bukalnih struktura, kinetike plivanja i ekologije ishrane (Wassersug, 1976, 1980; Wassersug i Hoff,
1985; Lannoo i sar., 1987). Slede dve veoma bitne publikacije koje se bave strukturom i dinamikom
zajednice larvi vodozemaca (Wilbur, 1972) i ekoloSkim aspektima metamorfoze vodozemaca (Wilbur
1 Collins, 1973). Konacno, sva dotadasnja istraZivanja o larvama bezrepih vodozemaca sumiraju
Duellman i Trueb (1986).

Istrazivanja punoglavaca u Srbiji su bila prilicno skromna. U svojoj publikaciji, Sidorovska
1 sar. (2002) se bave poredenjem alopatrickih 1 simpatrickih populacija punoglavaca vrsta Pelobates
fuscus 1 P. syriacus sa lokaliteta u Makedoniji 1 Srbiji. Primenom tradicionalne morfometrije i
multivarjjatnih analiza nije se dobila diskriminacija izmedu dve analizirane vrste, narocito u zoni
simpatrije. Autori zakljucuju da se ova metoda ne moze koristiti za identifikaciju vrsta, osim na veoma
ranim larvenim stupnjevima.



1.3. MorfoloSka varijabilnost i fenotipska plasticnost larvenih stupnjeva bezrepih
vodozemaca

Kod punoglavaca postoji velika intra- i interspecijska morfoloska varijabilnost koja potice
od niza promena kroz koje punoglavci prolaze od svog izleganja do metamorfoze (Grosjean, 2005;
Sherratt i sar., 2018). Ekoloski faktori doprinose morfoloSkoj raznovrsnosti punoglavaca (Grosjean,
2005; Sherratt 1 sar., 2018), ali se smatra da je varijabilnost oblika tela kod razliCitih vrsta Zaba
nasledna i da se javlja rano u razvicu (Strauss 1 Altig, 1992). Varijabilnost morfoloskih karakteristika
punoglavaca tokom razvica bila je predmet mnogih istrazivanja (Strauss 1 Altig, 1992; Sidorovska i
sar., 2002; Grosjean, 2005; Handrigan 1 Wassersug, 2007; Garriga 1 Llorente, 2012; Severtsova i sar.,
2012; Sayed 1 sar., 2016; Sherratt i sar., 2017).

Sposobnost organizma da reaguje na sredinski pritisak promenom u svojoj formi, stanju
ili nivou aktivnosti se naziva fenotipska plasticnost (West-Eberhard, 2003). Takode, fenotipska
plasticnost moze da se definiSe i kao kapacitet genotipa da obrazuje razli¢ite fenotipove kao odgovor
na varijabilne sredinske uslove (Pigliucci, 2001). Kao odgovor na stalne promene u spoljasnjoj
sredini, organizmi su razvili brojne strategije kako bi proizveli adaptivnu fenotipsku plasti¢nost/
varijabilnost (Meyers i1 Bull, 2002). Tako nije svaka plasti¢nost adaptivna (Ghalambor i sar., 2015),
»adaptivna plasti¢nost” odnosno plasti¢nost koja povecava adaptivnu vrednost jedinke (engl. fitness)
(Via 1 sar., 1995), omoguc¢ava jedinkama da odgovore na promene u spoljasnjoj sredini tako Sto
ispoljavaju fenotipove koji su selektivno favorizovani dominantnim uslovima, ¢ak i kada se ti uslovi
nepredvidivo menjaju (Via i sar., 1995; West-Eberhard, 2003). Pitanje porekla i diverzifikacije novih,
kompleksnih fenotipova je jedno od otvorenih pitanja u evolucionoj biologiji (Mayr, 1959; Moczek,
2008; Wagner i1 Lynch, 2010). Ranije se smatralo da novi fenotipovi nastaju iskljucivo genetickim
promenama (Carroll, 2008), ali se fenotipske promene nastale usled uticaja okruzenja smatraju jednim
od mogucih nacina nastanka inicijalne novine (npr. Price i sar., 2003; West-Eberhard, 2003; Badyaev,
2005; Pigliucci i1 sar., 2006; Lande, 2009; Pfennig i sar., 2010; Moczek 1 sar., 2011; Schlichting 1
Wund, 2014; Laland i sar., 2015; Susoy i sar., 2015; Levis i Pfennig, 2016, 2018).

1.3.1. Intraspecijska fenotipska plasti¢nost

Intraspecijska morfoloska varijabilnost punoglavaca je odgovor jedinke na spoljasnje faktore
1 nastaje delovanjem razli¢itth mehanizama. Fenotipska plasti¢nost i razli¢iti procesi koji izazivaju
geneticke promene u okviru populacija (Van Buskirk i McCollum, 1999; Pfennig i Murphy, 2000;
Relyea, 2004, 2005) su prirodni izvori intraspecijske varijabilnosti. Promene u spoljasnjoj sredini
deluju na jedinku koja se u njoj nalazi izazivajuéi ispoljavanje alternativnog fenotipa radi opstanka u
novonastalim uslovima, odnosno dolazi do fenotipske akomodacije (West-Eberhard, 2003). Ukoliko
postoji i geneticka varijabilnost koja omoguéava da jedinke ispolje razli¢it nivo odgovora na promene
u okruzenju, onda prirodna selekcija moze da deluje na tu varijabilnost i poboljsa funkcionalnost/
uspesnost novog fenotipa. Zavisno od toga da li plasti¢nost omogucava adaptivnu prednost, selekcija
moze da favorizuje: ili povecanu osetljivost jedinke na promene u okruzenju kada kao rezultat
nastaje novi fenotip koji je deo polifenizma ili smanjenu osetljivost na te promene, u kom slucaju je
plasti¢nost osobine izgubljena i fenotip postaje kanalisan, odnosno dolazi do geneticke asimilacije
(Waddington, 1953). Do geneticke asimilacije moze do¢i zbog dva razloga: 1- kada je plasti¢nost
»skupa” za jedinku (Snell-Rood i sar., 2010; Murren i sar., 2015) selekcija ¢e je eliminisati 1 doci ¢e
do kanalisanosti favorizovanog fenotipa; 2- plasti¢nost se gubi usled mutacije ili genetickog drifta
(Masel i sar., 2007).

Punoglavci su tokom razvica pod uticajem raznovrsnih bioticki i abioticki selektivnih pritisaka
koji u kombinaciji sa specificnim krakteristikama zivotne istorije vrste oblikuju njihovu morfologiju
(Relyea, 2004; Richter-Boixisar.,2006a,b,2007; TouchoniWarkentin, 2008; Van Buskirk, 2009; Vukov
isar.,2018). Morfoloske karakteristike punoglavaca su u pozitivnoj korelaciji sa adaptivnom vrednoscu
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jedinkitokom larvalnih stupnjeva (Johnsonisar.,2008; Dijkisar.,2016; Pujol-Buxdisar.,2017),auticui
namorfologijuiadaptivnuvrednostjedinkeinakonmetamorfoze(Tejedoisar.,2010;JohanssoniRichter-
Boix, 2013; Pujol-Buxd i sar., 2013). Spoljasnji faktori koji najvise uti¢u na populacije punoglavaca
su prisustvo predatora i tip vodenog staniSta (efemerno ili permanentno) (Pujol-Bux6 i sar., 2017).

1.3.2. Fenotipska plasti¢nost i morfoloSka evolucija

Gubitak plasti¢nosti, tj. ,,geneticka asimilacija” (Waddington, 1953) se smatra vaznim faktorom
u procesu nastanka novih osobina, ¢ak i novih vrsta (Pfennig 1 sar., 2010; Moczek i sar., 2011). Bez
obzira da li je doSlo do polifenizma ili geneticke asimilacije, kljucno je da prirodna selekcija moze
da deluje na sredinski-indukovan fenotip i tako unapredi adaptivne promene u formi i/ili regulaciji
tog fenotipa (Pfennig 1 Pfennig, 2012). Zbog ¢injenice da alternativni fenotipovi mogu dovesti do
kanalisanosti osobine kroz geneticku asimilaciju, na ovaj na¢in moze do¢i i do reproduktivne izolacije
(Pfennig 1 McGee, 2010), odnosno plasti¢nost moze da doprinese specijaciji i adaptivnoj radijaciji
vrste (pregledno u Pfennig i sar., 2010; Wund, 2012; Schneider i Meyer, 2017). Neki istrazivaci su
zapazili da plasti¢nost moze da dovede i do fenotipske divergencije izmedu vrsta (Liem i Kaufman,
1984), te da tako moze da doprinese i velikim evolutivnim (,,makroevolutivnim”) promenama
(Pigliucci i Murren, 2003; Jablonski, 2017).

Plasti¢nost moze imati ulogu u nastanku evolutivnih novina putem mehanizma primarne
evolucije plasticnosti (engl. plasticity-first evolution, PFE - Schwander i Leimar, 2011; Levis 1 Pfennig,
2016) odnosno svojstva da povecava adaptivnu vrednost jedinke u stresnim uslovima (Schmalhausen,
1949; Badyaev, 2005; Ghalambor i sar., 2015). Evolucija primarne plasti¢nosti ima dve faze: 1 —
fenotipska akomodacija u kojoj je novi fenotip indukovan i precis¢en, 2 — geneticka akomodacija
kada selekcija genetickim procesima favorizuje adaptivni/preciS¢en oblik indukovanog fenotipa
kroz generacije. Ovaj proces (PFE) nastaje u sluajevima: 1 - kada promena u spoljasnjoj sredini
dovede do ispoljavanja novog fenotipa usled postojanja fenotipske plasti¢nosti jedinke, 2 - razliciti
genotipovi variraju u tendenciji i/ili na¢inu odgovora na ove sredinske promene, 3 - selekcija favorizuje
razli¢ite odgovore, a samim tim i genotipove, ¢ime dolazi do evolucije fenotipske plasti¢nosti, 4
- kroz ove procese, predpostojeca fenotipska plasticnost (engl. preexisting phenotypic plasticity)
je konac¢no oblikovana prirodnom selekcijom u kompletno/potpuno funkcionalni fenotip (West-
Eberhard, 2003; Moczek i sar., 2011; Levis i Pfennig, 2016; Levis i sar., 2018). Levis 1 sar. (2018) su
analizirali punoglavce srodnih vrsta Scaphiopodidae (Scaphiopus holbrookii, Spea multiplicata i Sp.
bombifrons) kako bi pokazali da razlicite linije ovih zaba predstavljaju razli¢ite stupnjeve u evoluciji
karnivornog morfotipa. Za predstavnika predacke fenotipske karakteristike koris¢eni su punoglavci
vrste Sc. holbrookii koji su isklju€ivi omnivori, ne ispoljavaju polifenizam, a vrsta je ekoloski
veoma sli¢na vrstama roda Spea. Kod punoglavaca vrsta roda Spea javlja se polifenizam (omnivori
1 karnivori), a dalje preoblikovanje kroz geneticku asimilaciju se javlja kod punoglavaca vrste roda
Sp. bombifrons koji u simpatriji sa punoglavcima vrste Sp. multiplicata sekundarno gube polifenizam
karnivor-omnivor i postaju gotovo iskljucivi karnivori. Rezultati koje su dobili Levis 1 sar. (2018)
podrzavaju postojanje PFE 1 sugeriSu da fenotipska plasti¢nost zaista doprinosi nastanku evolutivnih
novina. Takode, pokazali su da je fenotipska plasticnost predackog predstavnika verovatno bila
prisutna u trofickim karakteristikama kao i u ekspresiji gena i da su ove karakteristike bile adaptivno
preoblikovane te su generisale evolutivnu novinu — prepoznatljivu karnivornu morfologiju — koja
omogucava punoglavcima roda Spea da nasele nove nise. lako je smatrano da se PFE i mutacija
medusobno iskljucuju prilikom formiranja novina, autori su pokazali da ova dva mehanizma deluju
sinergisticki. Tokom evolucije karakteristicnog karnivornog morfotipa, kombinacijom PFE i takson-
specificnih mutacija dobijen je koordinisani adaptivni odgovor (Levis i sar., 2018).



1.4. Tradicionalna i geometrijska morfometrija u analizi morfoloske varijabilnosti
larvenih stupnjeva bezrepih vodozemaca

Morfometrija se moze definisati kao ,,istrazivanje problema veli¢ine i1 oblika morfoloskih
celina koriS¢enjem statistickih metoda, po pravilu razli¢itih multivarijatnih procedura, na osnovu
podataka dobijenih merenjima” (Rohlf, 1990). Morfometrija, pored podataka o veli¢ini 1 obliku,
omogucava dobijanje opste ,,slike”, 1 obrazaca morfoloske varijabilnosti, a potom1,,principa” promena
morfoloskih celina, odnosno mogucih procesa 1 mehanizama koji dovode do promena morfoloskih
celina (Ivanovi¢ i Kalezi¢, 2013). U morfometriji postoje dva pristupa - tradicionalna i geometrijska
morfometrija - 1 oba nalaze primenu u studijama morfoloSke varijabilnosti punoglavaca.

Tradicionalna (linearna) morfometrija

Tradicionalna morfometrija ¢ini spoj kvantitativne morfologije 1 multivarijantnih statisti¢kih
metoda. Podaci se dobijaju merenjem spoljasnjih morfoloSkih celina (Oxnard, 1978), najcesce
duzinskih karakteristika (morfometrijskih varijabli), kao i merenjemrastojanjaizmedu jasno definisanih
specifitnih tacaka (engl. landmarks). Specificne tacke su jasno definisane anatomske tacke, koje je
moguce sa velikom preciznos¢u i ponovljivos¢u odrediti kod svih jedinki u analiziranom uzorku.
Specifi¢ne tacke se Cesto u literaturi nazivaju homologim tackama (termin koji je uveo Bookstein,
1991), ali zbog moguce zabune do koje dovodi upotreba samog termina homologija, kao 1 zbog toga
Sto odabrane specificne anatomske tacke u osnovi ne moraju biti homologe tacke, termin specificne
taCke se smatra odgovaraju¢im (detaljnije u Zelditch i sar., 2012; Ivanovic¢ i1 Kalezi¢, 2013).

Metode tradicionalne morfometrije su primenjivane u studijama morfoloske varijabilnosti
punoglavaca u zavisnosti od stanista. Sidorovska i sar. (2002) su utvrdili da kod larvenih stupnjeva
dve vrste (Pelobates fuscus 1 P. syriacus) staniSte ima veliki uticaj na intraspecijsku varijabilnost, a
da su interspecijske razlike u veli¢ini glave mnogo vece medu punoglavcima na ranijim stupnjevima
razvoja. Na kasnijim stupnjevima morfologija ovih vrsta punoglavaca konvergira, te je njihova
identifikacija otezana (Sidorovska i sar., 2002). Linearna morfometrija je primenjivana i za procenu
variranja morfoloskih karaktera tokom ontogenije. Grosjean (2005) je analizirao punoglavce vrste
Rana (Sylvirana) nigrovittata kao model organizme. Koristio je morfometrijske linearne mere
spoljasnjih oralnih i unutras$njih bukalnih karaktera i utvrdio da ve¢ina morfoloskih karakteristika
tela/glave dobro opisuju oblik punoglavaca i malo variraju izmedu jedinki, dok su mere repa i oralnog
diska bile manje pouzdane. Grosjean (2005) zakljucuje da se svi karakteri potencijalno mogu koristiti
u taksonomiji ili filogeniji i da posebnu paznju treba obratiti na visoko varijabilne osobine kako bi se
upotpunio opis oblika.

Geometrijska morfometrija

Metode geometrijske morfometrije pruzaju moguénost odvojenog analiziranja varijabilnosti
veli¢ine i oblika morfoloskih celina, primenom uni- i multivarijantnih statistickih metoda, kao i
graficko predstavljanje varijabilnosti oblika (Ivanovic¢ i Kalezi¢, 2013). Morfoloske celine se istrazuju
na novi nacin, preko njihove geometrije (Rohlf, 2000; Adams i sar., 2004), pri ¢emu se polazi od
rasporeda specifiénih tacaka u dve ili tri ravni prostora, odnosno geometrijskih odnosa varijabli
(Monteiro, 1999; Monteiro i sar., 2000; Klingenberg, 2002).

U geometrijskoj morfometriji, oblik morfoloske celine odreduju geometrijske informacije
nakonisklju¢ivanjaefekatanjegove veli¢ine, poloZajaiorijentacije u prostoru (Kendall, 1977), odnosno
u matematickom pogledu, oblik morfoloSke celine se definiSe kao skup geometrijskih informacija
koje su nepromenljive u odnosu na skaliranje, translaciju i rotaciju (Klingenberg i Monteiro, 2005).
Najcesce primenjivana procedura u savremenim studijama geometrijske morfometrije koja za cilj ima
uklanjanje efekata veli¢ine, polozaja i orijentacije, jeste Generalizovana Prokrustova analiza (engl.
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General Procrustes Analysis — GPA) (Rohlf 1 Slice, 1990; Dryden i Mardia, 1998; Rohlf, 1999),
odnosno Prokrustova superimpozicija (poravnavanje). Prokrustove koordinate (engl. Procrustes
coordinates) koje predstavljaju koordinate specificnih tacaka nakon Prokrustove superimpozicije,
nose informacije o obliku analizirane morfoloSke celine i predstavljaju varijable oblika i polazne
podatke za dalje analize varijabilnosti oblika (Dryden i Mardia, 1998). Linearna mera razlike u obliku
izmedu konfiguracija koje se porede oznacava se kao Prokrustova distanca (engl. Procrustes distance)
1 predstavlja osnovnu meru razlika u obliku u geometrijskoj morfometriji (Bookstein, 1991).

Veli¢ina centroida (engl. centroid size — CS) se koristi kao geometrijska mera veli¢ine nekog
objekta opisanog konfiguracijom specificnih ta¢aka. Veli¢ina centroida predstavlja meru disperzije
specifi¢nih tacaka od sredista (centroida) date konfiguracije (Bookstein, 1991) i njena vrednost zavisi
od broja 1 rasporeda specifi¢nih tacaka. Ukoliko je odsutna alometrija (promene oblika povezane sa
promenama u veli¢ini morfoloskih celina), CS predstavlja meru velic¢ine nezavisnu od oblika (Zelditch
1 sar., 2012; Ivanovi¢ 1 Kalezi¢, 2013).

Specifi¢na odlika geometrijske morfometrije je njena velika ,,statisticka osetljivost”, odnosno
primenom geometrijske morfometrije mogu se otkriti male promene u obliku morfoloskih celina
koje se ne mogu utvrditi metodama tradicionalne morfometrije (Klingenberg, 2002). Geometrijska
morfometrija moze biti korisna u reSavanju brojnih taksonomskih, evolucionih i ekoloskih nedoumica,
a njen razvoj usko je povezan sa razvojem novih tehnologija (prvenstveno softvera), zbog Cega
pokazuje tendenciju konstantnog usavrsavanja (Joji¢, 2010).

Geometrijska morfometrija nalazi primenu u analizi morfoloske varijabilnosti razli¢itih
grupa zivotinja, medu kojima i vodozemaca (Ivanovi¢ i sar., 2009, 2011; Lawing i Polly, 2010;
Kaliontzopoulou, 2011; Cvijanovi¢ 1 sar., 2014). U studijama morfoloSke varijabilnosti bezrepih
vodozemaca (Sherratt i sar., 2017; Vukov 1 sar., 2018) posebno su interesantna istraZivanja
punoglavaca (Larson, 2002, 2004, 2005; Vera Candioti, 2006; Arendt, 2010; Sherratt i sar., 2017,
2018). Metode geometrijske morfometrije se ¢esto koriste i kao dopuna u studijama koje se bave
rasvetljavanjem filogenetskih odnosa bezrepih vodozemaca (Larson i de Sa, 1998; Maglia i sar.,
2001; Haas, 2003).

Geometrijska morfometrija je zastupljena 1 u istrazivanjima koja se bave morfoloSkom
varijabilno$¢u punoglavaca tokom ontogenije, a njenom primenom moguce je kvantifikovati razlike
u obliku 1 graficki predstaviti promene oblika, opisati kompleksne oblike i razumeti kako se oblik
menja tokom razvic¢a organizama (Ivanovic i sar., 2009, 2011; Lawing i Polly, 2010; Kaliontzopoulou,
2011; Cvijanovi¢ 1 sar., 2014). Kod punoglavaca na razli¢itim stupnjevima razvica metodama
geometrijske morfometrije moguce je detektovati ontogenetske promene na nivou hondrokranijuma.
Ova kompleksna struktura pokazuje morfoloSku varijabilnost, ¢ak 1 kod srodnih vrsta (detaljnije u
Larson i de Sa, 1998), a obzirom da je hondrokranijum usko povezan sa Skrgama i na¢inom ishrane,
na osnovu njegove analize moze se dobiti uvid 1 u ekomorfoloSke aspekte punoglavaca (Larson,
2005).

Metode geometrijske morfometrije su koriS¢ene za uocavanje razlika u obliku usnog aparata
kod razlicitih populacija iste vrste koje se hrane razli¢itim vrstama hrane (Sousa i sar., 2014), a
utvrdena je i1 korelisanost anatomije hiobranhijalnog skeleta i ekologije punoglavaca (Vera Candioti,
2006). Geometrijska morfometrija se koristila i u ispitivanjima uticaja herbicida i antibiotika na
razvoj, veli¢inu, oblik i rast punoglavaca razlicitih vrsta (Katzenberger i sar., 2014; Peltzer i sar.,
2017). Zbog velikog uticaja koje okruzenje ima na oblik punoglavaca, izucavanje evolucije oblika
njihovog tela u razlic¢itim staniStima metodama geometrijske morfometrije bilo je predmet velikog
broja istrazivanja (Van Buskirk, 2009, 2017; Haad i sar., 2011; Baldo i sar., 2014; Marques i Nomura,
2015; Pezzuti i sar., 2016; Sherratt i sar., 2018). Punoglavci vecéine vrsta zaba naseljavaju heterogena
staniSta zbog Cega imaju i veoma razlicite fenotipove (Orton 1953, 1957; Altig i Johnston, 1989;
Relyea, 2000; Miner i sar., 2005). Odnosi fenotipa (morfologije) i ekologije (varijabilnosti resursa)
punoglavaca (na nivou jedinki, populacija i zajednica), mogu se objasniti ekomorfoloskim pristupom
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(Peres-Neto 1 sar., 2006; Van Buskirk, 2009; Griffen i Mosblack, 2011). Ovim pristupom se mogu
uociti 1 morfoloske razlike izmedu vrsta koje nastaju usled delovanja ekoloskih faktora (Irschick i
Losos, 1999) 1 utvrditi na koji nacin pritisci iz okruzenja odreduju sastav vrsta u zajednici (Marques
i Nomura, 2015; Sherratt i sar., 2018). Posebno uticajan sredinski faktor u pogledu morfologije
punoglavaca predstavljaju predatori i metode geometrijske morfometrije se koriste za detektovanje 1
analiziranje njihovog uticaja na oblik tela punoglavaca razlicitih vrsta. Johnson i sar. (2008) su pokazali
da punoglavci vrste Rana sphenocephala u prisustvu predatora imaju $iri repni misi¢ 1 duze repove
radi skretanja paznje predatora sa ranjivog tela, a sli¢ne razlike u veli¢ini 1 obliku detektovane su i
kod punoglavaca vrste Lithobates clamitans (Johnson i sar., 2015). Takode, metodama geometrijske
morfometrije uocene su promene izazvane uticajem predatora u rastu, razvoju, ponasanju i spoljasnjoj
morfologiji punoglavaca R. temporaria (Van Buskirk, 2017).

Kombinovanje tradicionalne i geometrijske morfometrije u analizama morfoloSke
varijabilnosti punoglavaca

Jedan broj studija morfoloske varijabilnosti punoglavaca zasnovan je na kombinaciji
oba morfometrijska pristupa. Tako je Larson (2002) koristio metode tradicionalne i geometrijske
morfometrije za analize hondrokranijuma tokom larvenog razvica vrste Rana sylvatica (od 27. do
39. stupnja prema Gosneru, 1960). Rezultati obe metodologije su se u velikoj meri podudarali i
pokazali da rast hondrokranijuma kod punoglavaca ove vrste nije izometrijski i da su razli€iti obrasci
promena oblika prisutni u odredenim regionima hondrokranijuma. U kasnijem istrazivanju, Larson
(2005) je koristio metode geometrijske morfometrije kako bi utvrdio prisustvo alometrije tokom
ontogenije kod Sest vrsta roda Rana. Na osnovu oblika hondrokranijuma, analizirane vrste su se jasno
morfoloski razdvojile u tri grupe koje su odgovarale medusobnim filogenetskim odnosima. Uocena
je uska veza izmedu ontogenije, filogenije 1 morfologije i istaknuta uloga razvic¢a u interspecijskoj
morfoloskoj varijabilnosti, kao i neophodnost uklju¢ivanja i onotogenije i filogenije u studije evolucije
hondrokranijuma punoglavaca.

Jasna diskriminacija vrsta na osnovu oblika hondrokranijuma ukazala je na potencijal metoda
geometrijske morfometrije kao taksonomskog alata koji moze biti koris¢en za identifikaciju vrsta
(Larson, 2005). Isti autor (Larson, 2004) je analizirao hondrokranijum punoglavaca vrste Bufo
americanus (od 27. do 40. stupnja prema Gosneru, 1960) 1 dobio slicne rezultate kao za punoglavce
R. sylvatica (Larson, 2002). U ovom istrazivanju on je dodatno testirao i postojanje intraspecijske
varijabilnosti tri populacije punoglavaca B. americanus i utvrdio da se populacije jasno razdvajaju
na osnovu oblika hondrokranijuma. Iako je tokom ontogenije bio prisutan alometrijski rast, uocene
su znacajne razlike u obliku hondrokranijuma jo$ na ranim stupnjevima (27. 1 28. Gosnerov stupanj)
Sto je sugerisalo da alometrijski rast nije uzrok intraspecijskih razlika u obliku hondrokranijuma
kod ove vrste (Larson, 2004). Garriga 1 Llorente (2012) su takode koristili metode tradicionalne i
geometrijske morfometrije u svojoj studiji razvi¢a hondrokranijuma vrste Pelodytes punctatus, od
stadijuma punoglavca do juvenilne jedinke, a u cilju kvantifikovanja razlika u obliku i1 alometriji
tokom ontogenije. Utvrdeno je da promene oblika hondrokranijuma kod analizirane vrste delom
poticu od alometrije, tj. da veli¢ina ima mali uticaj na ontogenetske promene oblika. Takode,
uoceno je da spoljasnji bioticki faktori (dva tipa kompeticije) uticu na oblik hondrokranijuma tokom
ontogenije. Autori zakljucuju je da je ontogenija hondrokranijuma analizirane vrste u velikoj meri
konzervativna S§to otezava detektovanje uticaja filogenetskih i ekoloskih faktora na varijabilnost
oblika ove morfoloske celine.

Pored hondrokranijuma, primenom metoda i tradicionalne i geometrijske morfometrije,
razli¢iti autori su analizirali i intra- i interspecijsku varijabilnost tela punoglavaca. Analizirajuci
varijabilnost punoglavaca dve vrste roda Pelobates, Escoriza i Ben Hassine (2014) su uocili znac¢ajnu
intraspecijsku varijabilnost, ali i znacajne interspecijske morfoloske razlike. Arendt (2010) je u
svom istrazivanju ispitivao brzinu plivanja, kao 1 odnose morfologije i brzine plivanja kod pet vrsta
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punoglavaca (Scaphiopodidae). Utvrdio je da je morfologija punoglavaca velikim delom zasluZzna
za razlike u brzini plivanja svake vrste, $to je opisano metodama i tradicionalne i geometrijske
morfometrije. U navedenim studijama, autori (Arendt, 2010; Escoriza i Ben Hassine, 2014) se
slaZzu da metode tradicionalne i geometrijske morfometrije daju slicne rezultate, ali da se primenom
geometrijske morfometrije mogu detektovati suptilne razlike kod analiziranih vrsta koje nisu bile
ocigledne u rezultatima dobijenim primenom metoda tradicionalne morfometrije.

Metodama tradicionalne 1 geometrijske morfometrije, Johansson i sar. (2010) su ispitivali da
li fenotipske promene nastale rano u ontogeniji mogu da uticu na fenotip kasnijeg ontogenetskog
stupnja, tj. da li brzina plivanja punoglavca moze da uti¢e na duzinu skoka juvenilne jedinke. Utvrdili
su da oblik tela punoglavca ima uticaj na brzinu plivanja, kao i da oblik tela juvenilne jedinke ima
uticaj na duzinu skoka, ali da ne postoji korelacija izmedu ove dve osobine kod dva ontogenetska
stupnja, tj. da plivanje i skakanje nisu korelisani. Sa druge strane, uocili su da veli¢ina punoglavca ima
uticaj na veli¢inu juvenilne jedinke, te smatraju da se osobine povezane sa velicinom ne ,,razdvajaju”
procesom metamorfoze.

1.5. Taksonomska identifikacija analizom spolja$njih morfoloskih karakteristika
punoglavaca

Mnoge vrste evropskih Anura su aktivne nocu ili u ve€ernjim asovima pa se adulti retko mogu
videti u toku dana, osim u sezoni parenja (Arnold 1 Ovenden, 2002). Sa druge strane, uzorkovanje
punoglavaca je efikasan i dobar nacin za procenu raznovrsnosti lokalne faune vodozemaca. Larve
bezrepih vodozemaca provode duzi vremenski period (od nekoliko nedelja do nekoliko meseci) u
vlaznim staniStima koja predstavljaju reproduktivne centre, tj. mesta za parenje 1 polaganje jaja, te su
lakSe uocljivi u odnosu na adultne jedinke iste vrste (Duellman 1 Trueb, 1994).

Taksonomska identifikacija punoglavaca se moze izvrs$iti 1 u prirodnim staniStima, obzirom
da se neke vrste lako razlikuju po siluetama tela, boji i veliini na kasnijim stupnjevima razvica.
Medutim, punoglavci odredenih vrsta poput mrkih Zaba su veoma sli¢ni, ali i morfoloski varijabilni,
Sto ih Cini teSkim za identifikaciju (McDiarmid i Altig, 1999; Arnold i Ovenden, 2002; Ambrogio
1 Mezzadri, 2014). Zbog toga je kod taksonomskih poredenja punoglavaca nekih vrsta zaba bitno
uzeti u obzir 1 intraspecijsku varijabilnost fenotipskih osobina (Relyea, 2002). Ova varijabilnost
nastaje u datoj populaciji jer je fenotip punoglavaca rezultat kombinacije geneticki fiksiranih osobina
(deterministicki fenotip) i uticaja sredinskih faktora (Van Buskirk, 2000). Iz ovog razloga punoglavci
nekih vrsta svojim morfoloskim osobinama odrazavaju specificnosti geografskih uslova u kojima
borave (Merild i sar., 2000; 2004; Escoriza i Ben Hassine, 2014).

Taksonomsku identifikaciju punoglavaca na osnovu njihove morfologije dodatno otezava
¢injenica Sto od izleganja do metamorfoze punoglavci prolaze kroz niz morfoloskih promena. Iz ovog
razloga je neophodno ispitati i varijabilnost morfoloskih karaktera tokom njihovog razvi¢a (Grosjean,
2005; Saha i1 Gupta, 2011). Za analize morfoloske varijabilnosti tokom razvi¢a punoglavaca najcesce
se koristi tzv. Gosnerova tablica (Gosner, 1960) u kojoj je predstavljeno 46 stupnjeva razvi¢a pocev
od deljenja jajeta do transformacije punoglavca u metamorfoziranu juvenilnu zabu (Tabela 1).

U ekoloskim 1 studijama razvi¢a uglavnom se koriste slede¢i termini za razvojne stupnjeve
larvi zaba (McDiarmid i Altig, 1999):
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Tabela 1. Pojednostavljena tablica razvojnih stupnjeva prema Gosneru (1960).

Naziv razvojnog stupnja Engleski naziv razvojnog stupnja  Stupnjevi

Embrioni Embryos 1. do 19.

. Rani punoglavci Hatchlings 20. do 25.
Punoglavci

Larve Larvae 26. do 41.

Metamorfi Metamorphs 42. do 46.

Kod nekih vrsta su punoglavci na ranim stupnjevima (stupnjevi 23. do 25. prema Gosneru,
1960) vizuelno veoma sli¢ni (McDiarmid i Altig, 1999), §to na terenu dodatno otezava njihovu
identifikaciju (Arnold i Ovenden, 2002) i zbog ¢ega su ovi rani uzrasni stupnjevi posebno interesantni.
Prema McDiarmid i Altig (1999), punoglavci tokom razvi¢a prolaze kroz dve faze sa znacajnim
promenama: pre 25. i posle 42. stupnja. Stupnjevi koji se smatraju najpogodnijim za odredivanje
pripadnosti nekoj vrsti su od 31. do 39. stupnja, jer ih odlikuje dovoljno prisutnih i prepoznatljivih
karaktera. Mnogi autori su u svojim istrazivanjima opisivali razli¢ite stadijume (Sidorovska i sar.,
2002; Grosjean, 2005; Lima i Pederassi, 2012; Sherratt i sar., 2017), ali se ve¢ina fokusirala na
stupnjeve od 37. do 39. (Johansson i sar., 2010; Lima i Pederassi, 2012; Sousa i sar., 2014: Sherratt
1 sar., 2018). Grosjean (2005) je analizirao morfoloske karaktere i razvojne stupnjeve punoglavaca
koji bi bili odgovarajuci za taksonomsku identifikaciju Anura. Prema istom autoru, punoglavci vrste
Rana (Sylvirana) nigrovittata izmedu 32. 1 40. stupnja poseduju kompletan set karaktera za pravilnu
identifikaciju 1 samo bi ovakve punoglavce trabalo koristiti u taksonomiji 1 sistematici, dok se raniji
razvojni stupnjevi mogu koristiti ukoliko za datu vrstu punoglavaca na tom stupnju postoje detaljni
opisi. Grosjean (2005) je dalje ukazao na ¢injenicu da viSe autora koristi ,,klimaksni” razvojni period
kao osnovu za svoj opis ,,zrelog” punoglavca (Boulenger, 1897 — 1898; Wright, 1924; Nichols, 1937;
Orton, 1946, 1947; Gosner i1 Black, 1954, 1957; Inger, 1956; Gosner, 1959; Hampton i Volpe, 1963;
Wassersug i Duellman, 1984; Wassersug, 1989). Medutim, veéina istrazivaca nije jasno definisala
larvene stupnjeve koji odgovaraju ,.klimaksu”. Izuzetak je Wassersug (1973) koji je ,,smestio” ovaj
koncept izmedu 26. 1 36. stupnja. U svakom slu¢aju, termin ,,zreli” bi trebalo izbegavati za punoglavce
1 ograniciti njegovu upotrebu na adultne jedinke (Grosjean, 2005).

Imajuéi u vidu rastuéi interes za istrazivanja punoglavaca veoma je bitna njihova pouzdana
identifikacija (McDiarmid 1 Altig, 1999). Ovo je posebno vazno u uskim zonama simpatrije 1
pojave sintopije razli¢itih vrsta zaba kao §to je slucaj u jugoistocnoj Evropi (Sidorovska 1 sar.,
2002; Dufresnes 1 sar., 2013; Vukov i sar., 2013), ukljucujuéi i Srbiju. Sintopne vrste su Cesto
morfoloski veoma sli¢ne, pa ih je tesko identifikovati izuzev prema nacinu oglasavanja (Sto
je moguce samo tokom reproduktivne sezone) ili molekularno-genetickim metodama (Larson
1 Chippindale, 1993). Iako su molekularno-geneticke metode sada relativno lako dostupne,
morfoloske karakteristike su i dalje dragocene za brzu identifikaciju vrsta na odredenom lokalitetu
(Borzée i sar., 2013).

Teritoriju Srbijenaseljava 13 vrstazabaizpetporodica: Hylidae (Hyla arborea), Bombinatoridae
(Bombina bombina, B. variegata), Bufonidae (Bufo bufo, Bufotes viridis), Pelobatidae (Pelobates
fuscus, P. syriacus) i Ranidae (Pelophylax lessonae, P. k1. esculentus, P. ridibundus, Rana dalmatina,
R. graeca 1 R. temporaria) (Vukov 1 sar., 2013). Izmedu nekih od ovih vrsta postoji preklapanje
reproduktivnog perioda i sintopija larvenih faza Sto se moze predstaviti putem grube fenoloske podele
na vrste ¢ija reproduktivna sezona pocinje u rano proleée (od kraja februara do kraja marta u nizijskim
delovima Srbije), sredinom prole¢a (od kraja marta do prve polovine maja u nizijskim predelima
Srbije) i krajem proleca (od druge polovine maja u nizijskim delovima Srbije). U prvu fenolosku
grupu spadaju vrste roda Pelobates, zatim vrste roda Rana i obi¢na krastaca (Bufo bufo). Drugoj
fenoloskoj grupi pripadaju vrste roda Bombina, Hyla arborea i vrste roda Phelophylax, dok tre¢oj
fenoloskoj grupi pripada vrsta Bufotes viridis (Radovanovi¢, 1951; Arnold, 2004).
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Identifikacija na osnovu izgleda grupacija jaja i pripadnosti jednoj od tri pomenute fenoloske
grupe je moguca do nivoa roda. Medutim, rani larveni stadijumi nekih vrsta Zaba iz iste fenoloske grupe
nisu pogodni za vizuelnu identifikaciju zbog sli¢ne veli¢ine, oblika i boje. Stoga je analiza njihove
morfologije jedan od mogucih nacina taksonomske identifikacije (Duelmann i Trueb, 1994; Grosjean,
2005; Vejarano 1 sar., 2006), narocito u slucajevima kada je geneticka identifikacija nedostupna, a
potrebno je prepoznati prisustvo vrsta na ve¢em broju lokaliteta 1 u relativno kratkom vremenskom
roku. Primera radi, vrste mrkih Zaba Rana dalmatina i R. temporaria uglavnom polaZu jaja u staja¢im
vodama, a R. graeca u tekuc¢icama (potoci i manje reke) (Gasc i sar., 1997; Arnold, 2004; Ambrogio
1 Mezzadri, 2014), ali ne uvek, pa taksonomsko razlikovanje jaja sintopnih populacija ovih vrsta
vizuelnom metodom moze biti teSko uprkos detaljnim literaturnim opisima (Arnold, 2004).

Poznavanje morfoloskih karakteristika punoglavaca je vazno i u konzervacionoj biologiji (Lima
1 Pederassi, 2012). Faktori ugrozavanja vodozemaca u Srbiji su brojni: fragmentacija, naruSavanje
1 gubitak staniSta, alohtone (i invazivne) vrste, intenzivni i nekontrolisani pritisci infrastrukture i
stradanje vodozemaca na putevima, zagadenje zivotne sredine, eksploatacija zemljiSta, globalne
klimatske promene, legalna 1 ilegalna trgovina vrstama, pove¢ano UV-B zracenje, Sirenje odredenih
bolesti, sve ucestalija pojava deformiteta u populacijama, ali 1 sinergisticko dejstvo svih ovih
faktora (Crnobrnja-Isailovi¢ 1 Paunovi¢, 2015; Kalezi¢ i sar., 2015). Ekosistemi u Srbiji i okruzenju
se nalaze pod velikim antropogenim pritiscima, kao $to su hidrogeomorfoloske modifikacije (npr.
pravljenje brana, regulacija recnog toka, separacija peska i §ljunka), zagadenje organskim materijama
1 polutantima kao 1 hazardnim supstancama (Tripkovi¢ 1 sar., 2003, 2004; Lazarevi¢ i sar., 2011;
Simonovi¢ i sar., 2011). Takode, introdukovane vrste mogu imati veliki uticaj na akvati¢ne zajednice
(Paunovi¢ 1 sar., 2004; Panov i sar., 2009; Zori¢ i sar., 2011). Od posebnog znacaja je i ¢injenica da
je grupa zelenih zaba dodatno ugrozena usled dugotrajnog komercijalnog sakupljanja koje se i1 dalje
praktikuje uprkos zakonskim merama (Crnobrnja-Isailovi¢ i Paunovic¢, 2015). Zbog svega navedenog,
brza i precizna identifikacija vrsta Zaba za potrebe ekoloskih studija i studija procene uticaja na zivotnu
sredinu postaje sve neophodnija.
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2. CILJEVI STUDIJE



Osnovni ciljevi studije:
e Utvrdivanje onih osobina spoljasnje morfologije larvenih stadijuma sintopnih vrsta mrkih zaba
(Rana dalmatina, R. graeca, R. temporaria) i obi¢ne krastace (Bufo bufo) na teritoriji Srbije
koje opisuju veli¢inu 1 oblik tela, a na osnovu kojih se moze odrediti njihova taksonomska

pripadnost

e Utvrdivanje efikasnosti primene analize oblika tela punoglavaca u taksonomskoj identifikaciji
analiziranih vrsta Zaba

e Razvoj procedura za pouzdanu, brzu i1 ekonomicnu taksonomsku identifikaciju larvi
analiziranih vrsta Zaba

U skladu sa osnovnim, definisani su i sledeci specifi¢ni ciljevi ove studije:

e Taksonomska geneticka identifikacija Rana dalmatina, R. graeca, R. temporaria 1 Bufo bufo
1z populacija sa teritorije Srbije

e Poredenje metoda tradicionalne i geometrijske morfometrije u morfoloskoj diferencijaciji
ranih larvenih stadijuma kod sintopnih populacija R. dalmatina, R. graeca, R. temporaria i B.

bufo

e Poredenje filogenetskih 1 fenetickih odnosa analiziranih vrsta
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3. MATERIJAL I METODE



3.1. Objekat istrazivanja
3.1.1. Vrste roda Rana u Srbiji

Tri vrste mrkih Zaba koje naseljavaju Srbiju su: R. dalmatina Bonaparte, 1840 — Sumska Zaba,
R. graeca Boulenger, 1891 — grc¢ka zaba i R. temporaria Linnaeus, 1758 — livadska Zaba, odnosno
zaba travnjaca (Vukov i sar., 2013; Sillero i sar., 2014; Kalezi¢ i sar., 2015). Sve tri vrste postaju
aktivne u rano proleée i njihova sezona parenja se brzo zavrSava (Hartel, 2005; Tosob i Prisecaru,
2014; Crnobrnja-Isailovié i sar., 2015).

Rana dalmatina Bonaparte, 1840

Sumska Zaba, Rana dalmatina (Slika 1) je Siroko rasprostranjena vrsta u Evropi (Slika 2a),
gde naseljava razliite predele, uglavnom termofilne listopadne Sume, a gustina populacija u okviru
areala veoma varira.

b)

Slika 1. Rana dalmatina. a) adult; b) punoglavac; c¢) jaja (foto: M. Ili¢).

Na severu areala (Nemacka, Poljska, Ceska, Slova¢ka, Danska i juzna Svedska) ova vrsta ima
fragmentisan areal. Najsevernija populacija je zabeleZena u Svedskoj, a najzapadnija u Francuskoj. U
Italiji je R. dalmatina vrsta prisutna u visokoj gustini, kao 1 u delovima Austrije, Madarske i Ukrajine
(Karpati), po celom Balkanu do Crnog mora i Peloponeza, a postoji i izolovana oblast koju naseljavau
maloj Aziji. U srednjoj Evropi se ne nalazi na brdima i planinama (npr. Alpi), jer joj klima ne odgovara.
U Italiji i na Balkanskom poluostrvu se moZe naéi na visini i do 1500 m, a u juznoj Svajcarskoj je
zabelezena na 1100 m. Medutim, u predelima severno od Alpa naseljava nize predele (200 do 600 m),
retko do 800 m (Grossenbacher, 1997a; Kuzmin i sar., 2004; Ambrogio i Mezzadri, 2014).
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Slika 2. Rasprostranjenje Rana dalmatina. a) globalno (IUCN, 2009a); b) u Srbiji (Vukov i sar., 2013).

U juznoj Evropi (Italija i Balkansko poluostvo) njene populacije su brojne i vrsta nije
ugrozena. Medutim, u srednjoj i severnoj Evropi Sumska zaba se smatra ugrozenom zbog retkih
nalaza 1 fragmentisanog areala (Radovanovi¢, 1951; Grossenbacher, 1997a; Arnold i Ovenden,
2002). U Srbiji je ovo jedna od najrasprostranjenijih vrsta i naseljava ¢itavu teritoriju zemlje (Slika
2b), te nema status ugrozene vrste (Kalezi¢ i sar., 2015). Populacije Sumske zabe se smatraju
geneticki prilicno homogenim, kako u ¢itavoj Evropi, tako i u Srbiji (Vences i sar., 2013; Vukov i
sar., 2013).

R. dalmatina polaze jaja u sporotekuc¢im do staja¢im vodama, privremenim barama/lokvama
sa razli¢itom podlogom, u bazen¢i¢ima rec¢nih korita, barama sa i bez podvodne i emerzne vegetacije,
u napuStenim bazenima, izvorima, meandrima i kolotrazima napunjenim kiSnicom. PoloZeno klupko
se sastoji od vise hiljada jaja (do 4000) i nepravilnog je oblika, najcesc¢e pricvrSéeno za podvodne
grancice, korenje ili akvati¢nu vegetaciju, a posle nekog vremena isplivava na povrsinu.

Iako je pozeljno da nema ribe u vodi gde ova vrsta polaze jaja, zabelezena je 1 u prisustvu zlatne
ribice, Stuke 1 maloustog basa. Zavisno od dela areala 1 nadmorske visine, ova vrsta polaze jaja od
januara do aprila, a naj¢esS¢e u februaru 1 martu. Optimalna temperatura vode pri polaganju jaja je tek
nesto malo iznad 0°C, ali je uglavnom izmedu 7°C 1 12°C. Inkubacija jaja zavisi od temperature i varira
od 15 do 30 dana. Faza larve traje dva do tri 1 po meseca, zavisno od temperature, dostupnosti hrane 1
gustine punoglavaca (Grossenbacher, 1997a; Arnold i Ovenden, 2002; Ambrogio i Mezzadri, 2014).

Po wveli¢ini, punoglavac Sumske zabe spada u srednje velike, a njegove spoljasnje
karakteristike veoma variraju zavisno od geografske duzine i Sirine, kao 1 od tipa staniSta. Tek
izlegli punoglavac ima dobro razvijen rep u poredenju sa larvama vrste R. temporaria. Telo je
ovalno 1 izduZeno, anteriorno blago udubljeno. Rep punoglavca je tanak, dugacak, sa Spicastim
ili zaobljenim vrhom, oko 1,5 puta duzi od tela. Repna peraja su dobro razvijena; dorzalno je vise
od ventralnog i doseze do tre¢ine tela. Analni otvor se nalazi sa desne strane, dok je spirakulum
pozicioniran na levoj. Boja tela na dorzalnom delu varira od svetlije do tamnije, dok je ventralna
uglavnom svetla. Na boku su svetlije tackice nepravilnog rasporeda (Arnold i Ovenden, 2002;
Ambrogio i Mezzadri, 2014).

Punoglavci Sumske Zabe se najceS¢e nalaze u bentosu, mada istrazuju i ostale delove vodenih
staniSta, kao na primer povrSinu vode gde se hrane bakterijskim filmom. Tipi€no se mogu naci u
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svetlim, plitkim vodama, gde se grupisu, najverovatnije zbog termoregulacije. Odli¢ni su plivaci
zahvaljujuéi dugom i jakom repu pomocu koga brzo beze od predatora kao $to su larve Odonata,
sakrivajuéi se u supstratu na dnu. Punoglavci Sumske zabe su uglavnom detrivorni i fitofagni, ali u
nekim prilikama mogu konzumirati i hranu zivotinjskog porekla, poput mrtvih zaba ili crva, kao i jaja
i tek izlegle larve drugih vrsta (Ambrogio i Mezzadri, 2014).

Javljaju se u sintopiji sa larvama drugih repatih 1 bezrepih vodozemaca, ukljucujuci i B. bufo,
R. temporaria (Ambrogio 1 Mezzadri, 2014), kao 1 sa R. graeca (neobjavljeni podaci Jelka Crnobrnja-
Isailovi¢ 1 Marija I1i¢).

Rana graeca Boulenger. 1891

Rana graeca (Slika 3) je endemska vrsta Balkanskog poluostrva i njen areal se prostire od
centralne Bosne 1 Hercegovine na zapadu, preko Srbije, Crne Gore, Republike Severne Makedonije,
gotovo cele Albanije, najveceg dela Grcke 1 juzne 1 zapadne Bugarske do turske Trakije (Slika 4a).

Slika 3. Rana graeca. a) adult; b) jaja (foto: M. Ili¢).

U Grckoj se nalazi na 240 do 1400 m, a u Bugarskoj na ne$to nizim nadmorskim visinama
(280 do 1150 m). Javlja se u brdsko-planinskoj zoni listopadnih ili meSovitih Suma, od 200 do 2100 m
nadmorske visine, u brzim potocima kamenitog dna sa malo vegetacije (Radovanovi¢, 1951; Arnold
1 Ovenden, 2002; Kalezi¢ i sar., 2015). Nekad se moze na¢i na nizim nadmorskim visinama (Dzuki¢,
1968; Kalezi¢ i sar., 2015). Na areal ove vrste veoma uti¢u klimatski uslovi; preferira hladnija i
vlaznija podruc¢ja u brdovitim i planinskim dolinama, ali bez dugih i hladnih zima (Radovanovi¢,
1951; Asimakopoulos, 1997).
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Slika 4. Rasprostranjenje Rana graeca. a) globalno (IUCN, 2009b); b) u Srbiji (Vukov i sar., 2013).

R. graeca ima stabilnu gustinu populacija na srednjim i visokim nadmorskim visinama. Na
globalnom nivou se ne smatra ugrozenom, ali je osetljiva na narusavanje stanista, posebno u Grckoj
gde su Cesti pozari (Asimakopoulous, 1997; Lymberakis i sar., 2009; Kalezi¢ i sar., 2015). U Srbiji se
grcka zaba nalazi na severnoj granici areala, naseljava manje od 50% teritorije (Slika 4b) i pokazuje
stabilan populacioni trend. Rasprostranjenje je kompaktno u brdsko-planinskim predelima, te nema
znacajne fragmentacije stanista (Vukov i sar., 2013; Kalezi¢ i sar., 2015). Prema IUCN kategoriji
(IUCN, 2001), smatra se da je najmanje zabrinjavajuca vrsta (LC). Prema nacionalnoj kategoriji
ugroZenosti na osnovu DEZI kriterijuma (analiza na osnovu odlika koje obuhvataju distribuciju,
ekologiju i zivotnu istoriju vrste, engl. Analyses of distribution, ecology and life-history traits, DELH)
ima status ugrozene vrste (EN), Sto je posledica njenog endemi¢nog areala i postojanja perifernih
populacija (Vukov i sar., 2013, 2015; Kalezi¢ i sar., 2015).

Reproduktivni period traje od februara do aprila, zavisno od geografske Sirine 1 nadmorske
visine, a jaja polaze u vidu manjih, grozdastih agregata (najées¢e 600 do 800 jaja), Cesto ispod kamenja

ili u Supljinama u mirnim delovima brzih, planinskih potoka. Inkubacija jaja obi¢no traje od jedne do
dve nedelje (Arnold i Ovenden, 2002).
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Rana temporaria Linnaeus, 1758

Zaba travnja¢a, Rana temporaria (Slika 5) je veoma varijabilna u formi i boji, a smatra se
jednom od najrasprostranjenijih vrsta vodozemaca u Evropi, gde naseljava predele od Spanije na
zapadu, do Urala i zapadnog Sibira na istoku (Slika 6a).

a) b) 9)

Slika 5. Rana temporaria. a) adult; b) punoglavac; c) jaja (foto: M. Ili¢).

Juzne granice areala se pruzaju kroz severnu Albaniju, zatim dalje ka istoku kroz juznu
Bugarsku, severnu Grcku, preko Moldavije i Ukrajine do severnog Kazahstana. Na severu areala je
zabeleZena na nivou mora, dok se na Pirinejima i severnim Alpima nalazi na preko 2800 m nadmorske
visine. Na Balkanskom poluostrvu je Siroko rasprostranjena, ali je areal disjunktan i naseljava zonu
visokih planina (Radovanovi¢, 1951; Grossenbacher, 1997b; Arnold i Ovenden, 2002; Vukov i sar.,
2013; Kalezi¢ i sar., 2015).

a)

Slika 6. Rasprostranjenje Rana temporaria. a) globalno (IUCN, 2009c); b) u Srbiji (Vukov i sar., 2013).

Umnogim zemljama srednjeiseverne Evrope R. temporaria se ne smatraugrozenomiima stabilan
populacioni trend. Moguc¢i faktori ugrozavanja su poribljavanje i narusavanje stanista (Grossenbacher,
1997b; Kuzmin i sar., 2009). U Srbiji ova vrsta ima Siroko rasprostranjenje (Vukov i sar., 2013), ali
joj je areal fragmentisan i naseljava manje od 50% teritorije (Slika 6b), te se smatra retkom. Prema
TUCN kategorizaciji (TUCN, 2001), ima status gotovo ugroZene vrste vodozemaca (NT), a prema DEZI
kriterijumima, smatra se najmanje zabrinjavaju¢om (LC) (Vukov i sar., 2015; Kalezi¢ i sar., 2015).

21



U skorije vreme uoceno je da je vrsta pod negativnim antropogenim pritiscima, a posebno
su ugrozene juzne populacije usled globalnog zagrevanja. Zbog narusavanja stanista i ograni¢avanja
vrste na hladna i vlazna staniSta visokih planina, neophodno je revidiranje statusa ugrozenosti vrste i
moguce konzervacije (Crnobrnja-Isailovi¢ i Paunovi¢, 2015).

Zenke najéesce polazu jaja zajedno, u plitkim barama, u bazen¢i¢ima na planinskim livadama,
mocvarama 1 lokvama, ¢ak 1 u zamrznutim vodnim telima. Klupko moze da sadrzi do 4500 jaja i
ubrzo po poleganju isplivava na povrsinu vode. Zavisno od geografske Sirine i nadmorske visine, jaja
se polazu od decembra do jula. Inkubacija traje osam do 21 dan, Sto najviSe zavisi od temperature
vode, kao 1 od temperature samog klupka jaja koja moze biti i za 10°C visa u odnosu na okolnu
(Ambrogio 1 Mezzadri, 2014).

Larvena faza traje sedam do 16 nedelja, a moze biti i veoma kratka (¢ak 1 2,5 nedelje).
Punoglavci su srednje velicine, a njihov oblik i veli¢ina veoma zavise od geografske duzine i
Sirine, kao 1 lokacije staniSta. Tek izlegli punoglavac ima slabo razvijen rep i razgranate, spoljasnje
Skrge (suprotno u odnosu na punoglavca vrste R. dalmatina). Telo je ovalno, braon boje ili tamnije.
Rep je tanak, dva puta duzi od tela, sa zaobljenim vrhom. Dorzalno repno peraje je iste visine kao
ventralno ili je ¢ak i viSe od njega, pruza se do tela i ne doseze do zadnje tre¢ine. Ponekad je prisutno
udubljenje ili ,,sedlo” koje se nalazi u liniji sa okom i najviSom tackom peraja. Analni otvor je
pomeren blago u desno, dok je spirakulum orijentisan levo. Dorzalni delovi tela su braon ili tamniji,
prosarani tackicama, a na ventralnoj strani se mogu nalaziti providne tackice (Arnold i Ovenden,
2002; Ambrogio i Mezzadri, 2014).

Punoglavci se obi¢no grupiSu u agregate kako bi se ugrejali u plitkim vodama ili zaStitili
od predatora. Hrane se detritusom, algama, bakterijskim filmom sa povrSine vode, ¢ak i leSevima
adulta i1 jajima svoje vrste. Punoglavci R. femporaria se mogu naci u sintopiji sa larvama drugih vrsta
vodozemaca (ukljucujuéi B. bufo 1 R. dalmatina) (Ambrogio 1 Mezzadri, 2014).

R. temporaria je jedina vrsta koja je zabelezena i u regionima koji nisu bili pod ledom u
vreme glacijacije. Smatra se da je bila Siroko rasprostranjena na Iberijskom poluostrvu odakle je
rano migrirala. Bila je sposobna da opstane u razli¢itim oblastima, gde se dalje diferencirala unutar
refugijuma, odakle verovatno 1 poti¢e njena visoka morfoloSka, ekoloska 1 geneticka varijabilnost
(Vences i sar., 2013).

3.1.2. Bufo bufo Linnaeus, 1758

Cetvrta vrsta koja takode naseljava centralni Balkan, a aktivna je i polaZe jaja u rano prole¢e
kao mrke zabe, je obi¢na krastaca, Bufo bufo Linnaeus, 1758 (Slika 7).

a) b) c) ]

Slika 7. Bufo bufo. a) adult; b) punoglavac; ¢) jaja (foto: M. Ili¢).

22



Ova vrsta je prisutna u skoro celoj Evropi (Slika 8a). Relativno skoro je utvrdeno da
populacije koje naseljavaju severozapadnu Afriku, Iberijsko poluostrvo, jugozapadnu Francusku i
Dzersi u okviru Kanalskih ostrva - teritorija Velike Britanije formiraju zasebnu vrstu Bufo spinosus
(Recuero 1 sar., 2012). B. bufo naseljava podruc¢ja od nivoa mora do preko 2500 m nadmorske
visine (na jugu areala). Ovo je najveca vrsta krastace u Evropi, ¢esta je u gotovo svim delovima
svog areala i1 karakteriSe se velikom ekoloSkom plasticno$§¢u. NaruSavanje stanista je glavni faktor
ugrozavanja ove vrste (Borkin i Veith, 1997; Arnold i Ovenden, 2002; Agasyan i sar., 2009;
Ambrogio i Mezzadri, 2014).

a)

Slika 8. Rasprostranjenje Bufo bufo. a) globalno (IUCN, 2009d, modifikovano prema Recuero i sar.,
2012); b) u Srbiji (Vukov i sar., 2013).

B. bufo naseljava citavu teritoriju Srbije (Slika 8b) i ne smatra se ugrozenom vrstom (Vukov
isar., 2013, 2015).

Reprodukcija se odigrava u razli¢itim tipovima vodenih tela: u staja¢im i teku¢im, u jezerima,
u dubljim i pli¢im barama, lokvama, moc¢varama, kao i potocima sa sporim tokom, a zabelezena je
i u blago braki¢nim vodama. Zenke obi¢no polazu 3000 do vise od 8000 jaja u vidu Zelatinozne niti
unutar koje su jaja poredana u dva reda.

Jaja se polazu od kasnog januara do juna (zavisno od geografske Sirine i nadmorske visine
lokaliteta) 1 inkubacija traje 10 do 15 dana. Tek izlegli punoglavci nemaju moguénost kretanja, zbog
¢ega se pricvrS¢uju na zelatinoznu traku, a hrane se ostacima jaja. Larvena faza traje od jednog do
cetirl 1 po meseca, $to zavisi do temperature. Prezimljavanje punoglavaca je moguce i deSava se u
slu¢aju da su jaja poloZena u jesen (Arnold i Ovenden, 2002; Ambrogio i Mezzadri, 2014).

Punoglavci obicne krastace su srednje veli¢ine, telo im je ovoidno, prili¢no izduzeno i blago
udubljeno. O¢i su pozicionirane dorzalno unutar kontura tela; spirakulum se nalazi na levoj strani,
a analni otvor centralno. Rep je tri do Cetiri puta duzi nego Siri, sa dorzalnim i ventralnim perajima
gotovo jednako razvijenim. Vrh repa je zaobljen 1 ima izgled Spatule. Dorzalno peraje se ne pruza
preko tela. Dorzalna strana tela je veoma tamna, braonkasto-crne, tamnosive ili potpuno crne boje,
nekad prosSarana tackicama koje lice na brasno. Spoljasnje karakteristike punoglavaca malo variraju
na razli¢itim geografskim podru¢jima ili tipovima staniSta (Arnold i Ovenden, 2002; Ambrogio i
Mezzadri, 2014).
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Za izlegle punoglavce obi¢ne krastace karakteristi¢no je da se grupisu u velike agregate,
dugacke i po nekoliko metara. Na ovaj nacin se jedinke Stite od predatora, ali se i uspostavlja
termoregulacija celog agregata u plitkim i hladnim planinskim staniStima. Punoglavci nisu dobri
plivaci i kre¢u se sporo. Hrane se omnivorno, detritusom, struganjem perifitona sa biljaka, ili
se hrane planktonom, a u retkim slu¢ajevima se javlja kanibalizam §to povoljno uti¢e na njihov
razvoj. Punoglavci B. bufo sadrze toksi¢ni sekret (bufotoksini) u kozi zbog ¢ega ih predatori
izbegavaju. Ukoliko je ranjen, punoglavac oslobada tzv. ,,alarm” supstancu koja je signal ostalim
jedinkama za hitan beg od predatora (Duellman i Trueb, 1994; Arnold i Ovenden, 2002; Ambrogio
1 Mezzadri, 2014).

Punoglavci B. bufo zive u sintopiji sa drugim vodozemcima, uklju¢uju¢i punoglavce mrkih
zaba (Arnold i Ovenden, 2002; Ambrogio i Mezzadri, 2014).

Klupka jaja rodova Bufo i Rana (Slika 9) se lako razlikuju (Arnold, 2004), dok je taksonomsko
razlikovanje jaja mrkih Zaba, pogotovo u sintopiji, veoma tesko uprkos opisima dostupnim u literaturi
(Arnold, 2004). Ubrzo po izleganju, punoglavei mrkih zaba i obi¢ne krastace su sitni, tamno obojent,
veoma sli¢ne boje i oblika (McDiarmid i Altig, 1999; Arnold, 2004; Ambrogio i Mezzadri, 2014).
Prema Ambrogio i Mezzadri (2014), morfoloske razlike izmedu punoglavaca R. dalmatina i R.
temporaria na ranim stupnjevima razvic¢a su najvise u obliku repa, dok se rani stupnjevi razvica B.
bufo 1 Rana sp. medusobno razlikuju po poziciji oka i analnog otvora.

Slika 9. Jaja B. bufo i R. dalmatina (foto: M. 1li¢).

24



3.2. Procedure uzorkovanja

Uzorci za analize sakupljani su od februara do juna tokom perioda 2013 - 2017. godine sa
razlicitih lokaliteta na teritoriji Republike Srbije ili su uzeti iz BatraholoSke zbirke Instituta za bioloSka
istrazivanja ,,SiniSa Stankovi¢” - Institut od nacionalnog znacaja za Republiku Srbiju, Univerzitet u

Beogradu (Slika 10; Tabela 2).
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Slika 10. Geografski prikaz lokaliteta uzorkovanja sa podrucja Srbije: puni simboli — uzorci
(punoglaveci i jaja) ukljuceni u morfometrijske i filogenetske analize, prazni simboli —
uzorci (prsti adulta, punoglavci i jaja) ukljuceni samo u filogenetske analize. Krugovi —
R. dalmatina, trouglovi — R. temporaria, kvadrati — B. bufo, zvezde — R. graeca.
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Uzorci su deponovani na Odeljenju za hidroekologiju i1 zastitu voda, Institut za bioloSka
istrazivanja ,,SiniSa Stankovi¢” - Institut od nacionalnog znacaja za Republiku Srbiju, Univerzitet u
Beogradu. Dozvola za sakupljanje je izdata od strane Ministarstva energetike, razvoja i zastite zivotne
sredine: 353-01-54/2013-08, 353-01-312/2014-08 i od Ministarstva poljoprivrede i zastite Zivotne
sredine: 353-01-42/2014-08, 353-01-170/2016-17, 353-01-2666/2016-17. Laboratorijski deo studije
je odobren od strane Eti¢kog komiteta Instituta za bioloSka istraZivanja ,,SiniSa Stankovi¢” - Institut
od nacionalnog znacaja za Republiku Srbiju, Univerzitet u Beogradu, dozvola broj No 02-10/16.
Obuka za laboratorijsko gajenje punoglavaca je omogucena ljubaznoséu Prirodno-matematickog
fakulteta Univerziteta u Kragujevcu.

Tabela 2. Uzorci (punoglavci i jaja) koris¢eni u morfometrijskim analizama. Uzorci (prsti adulta,
punoglavci i jaja R. graeca i R. dalmatina sakupljeni sa lokaliteta Gradac i Premec¢a 2014. godine,
kao 1 R. graeca 1 R. temporaria sakupljeni sa lokaliteta Korenita, Perdap 1 Vlasina 2017. godine)
ukljuceni samo u filogenetske analize nisu tabelarno prikazani.

broj jedinki/ broj jedinki

lokalitet vista klupka sakupljeno  analizirano godina
Tresnjica, reka B. bufo 10 jedinki 10 2013
Bigar, potok R. temporaria 10 jedinki 10 2013
Avala, jezero Zuce R. dalmatina 10 jedinki 10 2013
Avala, jezero Zuce R ?;C‘llgzl%ma ; lljsgtz ;8 2015
Grza, ribnjaci k. t;’fg’g}"o‘z”“ ‘2‘ 1133511: ;8 2015
Lucani, Gorobilje R. temporaria 2 klupka 20 2015
PoZega, Moravica R. dalmatina 1 klupka 10 2015
Kragujevac, Petrovacka reka R. dalmatina 1 klupko 10 2015
Div¢ibare, Bela Kamenica R. graeca 4 klupka 0 2016

Uzorak za preliminarnu analizu metodama tradicionalne morfometrije sakupljen je tokom ranog
prole¢a 2013. godine sa tri lokaliteta u Srbiji, na stanistima karakteristicnim za mrke zabe (Crnobrnja,
1982; Arnold 1 Ovenden, 2002; TomaSevi¢ i sar., 2008): jezero Zuce na Avali, razlivi potoka Bigar
na brdu Bigar, reka TreSnjica u kanjonu reke TreSnjice (Slika 10; Tabela 2). Na svakom lokalitetu,
sakupljeno je po 10 jedinki sa istog agregata punoglavaca, standardnom ru¢nom mreZzom i sacuvani
suu 70% etanolu. Nakon procedure merenja punoglavaca u laboratoriji, za filogenetske analize uzeti
su uzorci tkiva (vrhovi repova) i deponovani u 95% etanolu. Sakupljeni punoglavci su se nalazili na
stupnju tzv. ranih punoglavaca, od 23. do 25. stupnja (Gosner, 1960; Tabela 1). Telo punoglavaca je
bilo crne boje, a samo su uzorci sakupljeni na lokalitetu Bigar imali vidljive spoljaSnje Skrge.

Za uporedne i1 detaljnije morfometrijske analize punoglavaca (metodama tradicionalne i
geometrijske morfometrije) klupka jaja su sakupljena tokom proleca 2015. i 2016. godine (Slika
10; Tabela 2). Od februara 2015. godine posec¢ivani su odredeni reproduktivni centri R. dalmatina,
R. temporaria, R. graeca 1 B. bufo. Na svakom lokalitetu gde je vrSeno uzorkovanje, mereni su
osnovni fizicko-hemijski parametri (Prilog Tabela 1). Sakupljeno je ukupno 19 klupka jaja koja
su transportovana do laboratorije Odeljenja za hidroekologiju 1 zastitu voda (Institut za bioloSka
istrazivanja ,,SiniSa Stankovi¢” - Institut od nacionalnog znacaja za Republiku Srbiju, Univerzitet
u Beogradu) u plasticnim kutijama sa vodom sa lokaliteta i skladiStena zasebno u staklenim
akvarijumima. Uspesno odgajena klupka (12) koriS¢ena su u daljoj analizi: Cetiri klupka R. dalmatina
(dva sa Avale; jedno iz Pozege i jedno iz Kragujevca), Cetiri klupka R. temporaria (po dva iz Lucana
1 Grze) 1 Cetiri klupka B. bufo (po dva sa Avale i Grze).
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3.3. Procedure gajenja punoglavaca u laboratorijskim uslovima

Izlegli punoglavci su gajeni u akvarijumima zapremine 160L (dimenzije: 100 cm x 40 cm x
40 cm) 1 32L (dimenzije: 35 cm x 31 cm x 30 cm), u kojima je gustina punoglavaca bila okvirno pet
punoglavaca po 1,5 litru (Slika 11).

Slika 11. Gajenje punoglavaca u laboratorijskim uslovima (foto: M. Ili¢).

Punoglavci su hranjeni prokuvanom zelenom salatom, hranom za zeceve i mlevenom hranom
za ribice (Van Buskirk i Relyea, 1998; Grosjean, 2005; Johansson i sar., 2010). Svi akvarijumi su
bili opremljeni pumpama za aeraciju, fizicko-hemijski parametri (temperatura, pH, konduktivitet,
rastvorene soli) su mereni (Prilog Tabela 2) i akvarijumi su ¢iS¢eni redovno, jednom nedeljno.
Akvarijumi su bili osvetljeni odgovaraju¢im lampama i izloZzeni dnevnim promenama sobne
temperature (17°C do 23°C) (Sidorovska i sar., 2002).

Od trenutka kada postanu aktivni plivaci, punoglavci (uzorak od 10 jedinki) su sakupljani
nasumice, iz svakog akvarijuma i konzervirani u 10% formalinu (Dayton i sar., 2005; Arendt, 2010).
Razvojni stupnjevi konzerviranih punoglavaca su odredeni prema Gosneru (1960).

Iz svakog akvarijuma su Zrtvovana dodatna 3 punoglavca kako bi se podvrgnuli genetickoj
identifikaciji. Preostali punoglavci iz legla koji nisu iskoriS¢eni za analize vraceni su na lokalitet sa
kog su jaja prvobitno sakupljena.

Tri klupka (jedno R. dalmatina sa lokaliteta jezero Zuce na Avali i dva R. temporaria sa
lokaliteta Grza, ribnjaci) nisu uspela da se razviju, jer se ubrzo po smestanju u akvarijume na jajima
pojavila plesan Saprolegnia sp. (Slika 12). Za ovu gljivicu je poznato da inficira jaja, ali i larve
vodozemaca Sirom sveta (Robinson i sar., 2003; Romansic i sar., 2009).
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Slika 12. Inficirana jaja vrste roda Rana gljivicom Saprolegnia sp. (foto: M. Ili¢).

Takode, Cetiri klupka jaja R. graeca, sakupljena na Div¢ibarama 2016. godine, usled specificnih
uslova koji su neophodni da se jaja ove vrste razviju (na prvom mestu protocna voda, a potom i niska
temperatura 1 dobra aerisanost) nisu uspela da budu odgajena u laboratorijskim uslovima. Postoji
mogucnost 1 da ova jaja nisu bila oplodena ili su bila oSte¢ena u toku transporta od mesta sakupljanja
do laboratorije.

3.4. Procedure taksonomske genetic¢ke identifikacije

Pored uzoraka laboratorijski gajenih punoglavaca, za procedure taksonomske geneticke
identifikacije koriS¢eni su i dodatni uzorci (jaja, vrS$ni deo repa punoglavca ili vr$ni deo prsta adultne
jedinke) analiziranih vrsta sakupljenih na razlic¢itim lokalitetima teritorije Srbije, kao i vr$ni deo prsta
adultnih jedinki iz Batraholoske zbirke Instituta za bioloska istrazivanja ,,SiniSa Stankovi¢” - Institut
od nacionalnog znacaja za Republiku Srbiju, Univerzitet u Beogradu (Prilog Tabela 3).

Geneticka identifikacija vrsta sakupljenih uzoraka tkiva vrsena je DNK barkoding metodom
(engl. DNA barcoding ili DNA taxonomy). DNK barkoding je metoda kojom se vrsi identifikacija
vrste nekog organizma pomocu kratkih DNK sekvenci odredenog gena (Hebert i sar., 2003). Ovaj
metod je u Sirokoj upotrebi u razli¢itim bioloskim studijama biljaka (Mallo i Posada, 2016), Zivotinja
— beski¢menjaka (Floyd i sar., 2002; Hebert i sar., 2004a) i ki¢menjaka (Hebert i sar., 2004b), a
najcesce koris¢en geneticki marker je nukleotidna sekvenca citohrom oksidaza 1 (COI) koji se nalazi
na mitohondrijalnoj DNK (u daljem tekstu mtDNK). Kod vodozemaca je varijabilnost mtDNK velika,
kako unutar tako i izmedu populacija, $to predstavlja potencijalni problem u koris¢enju DNK barkoding
metode. Neki geni su veoma varijabilni (npr. cox/), zbog ¢ega se preporucuje njihovo kombinovanje
sa razli¢itim markerima i/ili kori§¢enje konzervativnijih markera (npr. /16S rRNK, 125 rRNK, cytB). U
svojim temeljnim istrazivanjima, Vences i sar. (2005a) su utvrdili da je marker /6S rRNK adekvatniji
kada su u pitanju vodozemci, jer su uocili veliku varijabilnost COI gena kod ovih organizama.

Kod vodozemaca se, tokom zivota jedinke, javljaju morfoloski veoma razliciti stadijumi
(jaje, larva, juvenilna jedinka, adulti koji se mogu razlikovati zavisno od pola), pa je za njih DNK
barkoding posebno pogodna metoda jer omogucava pouzdanu identifikaciju vrste organizma na svim
razvojnim stupnjevima. Kod bezrepih vodozemaca, gde se larva tj. punoglavac, veoma razlikuje od
adultne jedinke (McDiarmir i Altig, 1999), DNK barkoding ima posebno veliku primenu (Malkmus i
Kosuch, 2000; Ziegler i Vences, 2002; Thomas i sar., 2005, Vences i sar., 2005a, b).

Takode, DNK barkoding omogucava brzu identifikaciju vrsta i ima primenu u opseznim
ekoloskim istrazivanjima gde se analize rade na velikom broju jedinki (Vences i sar., 2005a).
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U ovoj studiji geneticka analiza je obuhvatila 32 uzorka R. dalmatina, Sest uzoraka R. graeca,
19 uzoraka R. temporaria i 14 uzoraka B. bufo. Ukupno je dobijena 71 sekvenca fragmenta mtDNK
16s rRNK gena od uzoraka sakupljenih na teritoriji Srbije. Kako bi se dobila adekvatna i prihvatljiva
preciznost u filogenetskom klasterovanju, u analizi su kori$¢ene i dostupne sekvence navedenih vrsta
iz razli¢itih evropskih zemalja/lokaliteta (DataBase, DDBJ/EMBL/GeneBank) (Prilog Tabela 3).

3.4.1. Izolacija ukupne DNK iz tkiva

Tkivo sakupljeno za mtDNK analizu konzervirano je u 95% etanolu (jaja, 5 mm repnog misica
punoglavca ili vr$ni deo prsta adulta). Neposredno pre procesa izolacije DNK, tkiva su sasusena
na sahatnom staklu kako bi etanol potpuno ispario. Izolacija ukupne DNK je uradena pomocu kita
AccuPrep Genomic (engl. AccuPrep Genomic DNA Extraction kit, Bioneer Corporation, Daejeon, R.
Koreja), a prema uputstvu proizvodaca.

Svaki uzorak tkiva je stavljen pojedinacno u sterilnu, obelezenu tubicu zapremine 2 ml
1 usitnjavan je mehani¢kim putem pomocu sterilnih nozi¢a ili homogenizera (za svaki uzorak
se uzima novi nozi¢/homogenizer). Potom je dodat pufer za ¢elijsku lizu (200 ul), a zatim i
proteinaza K (20 ul) kojom su uklonjeni proteini iz rastvora. Nakon snaznog meSanja na vorteksu,
uzorak se inkubirao 30 minuta (za izolaciju DNK iz jajeta ili punoglavca) ili sat vremena (za
izolaciju DNK iz vr$nog dela prsta adulta) na temperaturi od 60°C, uz mesanje na svakih 10
minuta. Nakon toga, u tubice je dodat odgovarajuci pufer (engl. binding buffer) koji vezuje DNK
za filter (200 pl), uzorci su mesani na vorteksu i ponovo inkubirani 10 minuta na temperaturi od
60°C. Rastvor se zatim na sobnoj temperaturi meSao sa hladnim izopropanolom (100 ul) da bi
doslo do precipitacije DNK. Potom je DNK rastvor nanet na kolone od nitroceluloze koje vezuju
specificno nukleinske kiseline, a zatim se centrifugirao. Filter je ispiran dva puta odgovaraju¢im
rastvorom (engl. washing buffer) (svaki put sa po 500 ul rastvora) kako bi se uklonili proteini,
lipidi, soli i ostale ¢elijske komponente. Uzorak se ponovo centrifugirao, a potom se sa filtera
spirala DNK pomocu specificnog elucionog pufera, u koli¢ini od 30 do 100 pl zavisno od tipa
uzorka, odnosno pocetne koli¢ine tkiva. Za izolaciju DNK iz dela prsta koriS¢eno je najvise 30 pl,
a za izolaciju DNK iz punoglavca ili jaja zapremina elucionog pufera je bila do 100 ul. Prosecna
koncentracija izolovane DNK iz razlicitih uzoraka je iznosila: 6,300 ng/ul (iz jajeta), 14,467 ng/
ul (iz uzoraka izolovanih iz repa punoglavca), 1 10,400 ng/ul (iz uzoraka izolovanih iz vr$nog dela
prsta adultne jedinke).

3.4.2. Uslovi za PCR amplifikaciju Zeljenog fragmenta mtDNK

Rastvor za lan¢anu reakciju polimeraze (engl. Polymerase Chain Reaction, PCR) je sadrzao
sledece sastojke: 1) voda (26 pl); 2) PCR pufer (5x) (10 ul); 3) magnezijum hlorid, MgCl, 25 mM
(5 ul); 4) dezoksiribonukleotidi, ANTP 10 mM (2 pul); 5) prednji prajmer (engl. forward primer, F),
16SA-F, 20 uM (1 pul); 6) reverzni ili suprotni prajmer (engl. reverse primer, R), 16 SB-R, 20 uM (1
ul); 7) GoTag®Hot Start 7ag polimeraza (1,5 pl [U/reakciji). Za PCR smesSu ukupne zapremine 50 pl,
ovi sastojci ¢ine 45 pl + 5 ul DNK uzorka.

Uzorak je zatim amplifikovan (umnoZen) PCR reakcijom sa univerzalnim prajmerima
za amplifikaciju ciljanog regiona 7/6S rDNK gena (parovi prajmera pokrivaju okvirno 560 bp)
duzine oko 560 bp: F prajmer 16SA-F: 5’-CGCCTGTTTATCAAAAACAT-3’ 1 R prajmer 16SB-
R: 5’-CCGGTCTGAACTCAGATCACGT-3’ koji su opisani u Veith 1 sar. (2003). PCR je izvrSen
u aparatu MultiGene OptiMax Thermal Cycler, pomoc¢u slede¢eg termalnog profila: primarna
denaturacija koja je trajala 5 minuta na temperaturi od 94°C, pracena sa 38 ciklusa denaturacije (30
s na 94°C), hibridizacije prajmera (30 s na 52°C) 1 elongacije DNK (40 s na 72°C), nakon Cega je
usledila finalna elongacija (5 minuta na 72°C).
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Obzirom da su kori§¢eni univerzalni prajmeri, posebna paznja je posvecena odrzavanju
sterilnih uslova kako ne bi doSlo do kontaminacije. Kontrolisanje eventualne kontaminacije
radeno je pomoc¢u amplikfikacije negativne kontrole za svaku PCR analizu sa destilovanom
vodom kao uzorkom.

Pre nukleotidnog sekvenciranja, dobijeni amplikoni su proveravani na horizontalnom sistemu
za elektroforetsko razdvajanje sa 2% agaroznim gelom. Za elektroforezu je koris¢en TBE pufer, a u
gel je dodato 6,5 pl rastvora etidijum bromida na 100 ml ukupne zapremine gela kako bi se trake DNK
vizuelizovale. Gelovi sa dobijenim DNK amplikonima su snimani i arhivirani na BioRad GelDoc
sistemu za snimanje gelova.

Nakon provere na 2% agaroznom gelu, PCR amplikoni su prec¢is¢eni upotrebom MinElute
Spin kolone i centrifugiranjem kako bi se dobila DNK adekvatne Cisto¢e i koncentracije za dalje
analize. Za ovaj postupak je koris¢éen MinElute PCR purification kit (QIAGene, USA, www.qiagen.
com). Centrifugiranje se izvodilo na sobnoj temperaturi u konvencionalnim centrifugama na
>10 000 xg.

3.4.3. Odredivanje nukleotidne sekvence dobijenih amplikona

Precisc¢eni, amplifikovani fragmenti poslati su na automatsko sekvenciranje koje je vrseno u
oba smera. Amplikoni M1 do M9 i M11 su sekvencirani pomoc¢u BigDye® Terminator v3.1 Cycle
Sequencing Kit-a (PE Applied Biosystems, Foster City, CA), a dobijene sekvence su ocCitane i slozene
upotrebom ABI programa: Sequencing Analysis 5.1 1 SeqScape software, v. 2.5. Sekvenciranje je
omoguceno ljubaznos¢éu saradnika Laboratorije za virusologiju, Instituta za mikrobiologiju i
imunologiju Medicinskog fakulteta, Univerziteta u Beogradu. Preostali amplifikovani fragmenti
DNK (M11 do M&84) su poslati na usluzno sekvenciranje u kompaniju Macrogen (Amsterdam,
Holandija). Rezultati automatskog sekvenciranja su dobijeni u vidu slovnog i grafickog zapisa, tj.
elektroferograma.

Zavisno od vrste, dobijeni fragment se sastojao od 568 do 608 bp mitohondrijalnog /6S
rRNK gena. Elektroferogrami dobijenih sekvenci (koje su analizirane u oba pravca, engl. forward i
reverse), ispitivani su u programu Finch TV, v.1.4.0 (http://www.geospiza.com) kako bi se proverio
redosled ocitanih baza u dobijenoj sekvenci i1 eventualno korigovale nepravilnosti na osnovu
vizuelne inspekcije 1 poredenja sekvenci u oba smera ocitavanja. Dobijene nukleotidne sekvence
su deponovane u GenBank bazu podataka (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank) sa prijavnim
brojevima KR136355 - KR136364 i MH791090 - MH791150. Nukleotidne sekvence dobijene
u ovom radu kao i nukleotidne sekvence koje su za analizu preuzete iz GenBank baze podataka
navedene su u Prilogu Tabele 3.

3.4.4. Filogenetska analiza za identifikaciju vrste organizama i odredivanje geneticke
distance na osnovu sekvenciranih fragmenata mtDNK

ClustalW (Thompson i sar., 1994) integrisan u program MEGA v.7.0 (Kumar i sar., 2016)
je koriS¢en za poravnavanje (engl. alignment) svih sekvenci koje su takode vizuelno pregledane u
programu Bioedit (Hall, 1999). Najpodesniji statisticki model za konstrukciju filogenetskog stabla je
dobijen u programu JModelTest v.2.1.10 (Guindon i Gascuel, 2003; Darriba i sar., 2012). Filogenetsko
stablo je konstruisano u programu MEGA v.7.0 (Kumar i sar., 2016) metodom ,,najvece verovatnoce”
(engl. Maximum likelihood, ML). Verovatnoca topologije filogenetskog stabla testirana je bootstrap
metodom. Za ukorenjivanje stabla kao outgroup takson koriS¢ena je vrsta Hyla ussuriensis, ¢ija je
sekvenca preuzeta iz baze GeneBank (ID broj/prijavni broj KT964710). U cilju preglednosti stabla,
identi¢ne sekvence dobijene u ovoj analizi nisu upotrebljene za konstrukciju filogenetskog stabla
(Prilog Tabela 3).
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Inter- 1 intraspecijske geneticke distance za uzorke laboratorijski gajenih punoglavaca koji su
koriS¢eni u morfometrijskim analizama raCunate su u programu PAUP v.4.0b (Swofford, 2003). U
istom programu, konstruisano je stablo pomocu metoda ,,neighbour joining method” (NJ), na osnovu
kog su rac¢unate geneticke distance. Za pravljanje stabla koriS¢en je model test dobijen u programu
JModelTest v.2.1.10 (Guindon i Gascuel, 2003; Darriba i sar., 2012).

3.5. Procedure morfoloske diferencijacije punoglavaca primenom tradicionalne
morfometrije

Za preliminarnu analizu metodama tradicionalne morfometrije, po 10 punoglavaca R.
dalmatina, R. temporaria 1 B. bufo sakupljeno je sa tri razli¢ita lokaliteta u Srbiji (Slika 10; Tabela
2). Za potrebe fotografisanja svaki punoglavac je postavljen u isti polozaj u petri Solji, pri ¢emu je
povremeno prelivan vodom kako se jedinka ne bi isuSila i posmatran je binokularom Carl Zeiss,
Stemi 2000-C sa uvecanjem 6,5 x. Punoglavac je fotografisan sa dorzalne, lateralne i ventralne strane
digitalnom kamerom AxioCamERc 5s, dok su programi Zeiss, ZEN 2011 i ImageJ (Abramof i sar.,
2004) korisc¢eni za linearna merenja. Linearni karakteri koji su mereni 1 koriS¢eni za analize izabrani
su u skladu sa dostupnom literaturom (Van Buskirk i Relyea, 1998; Dey i Gupita, 2002; Sidorovska
1 sar., 2002; Vences i sar., 2002; Grosjean, 2005; Vejarano i sar., 2006; Altig, 2007; Arendt, 2010;
Di Cerbo i Biancardi, 2010; Severtsova i sar., 2012; Johansson i1 Richter-Boix, 2013). Set izabranih
linearnih mera (Slika 13) je uklju¢ivao: ed — razmak izmedu o€iju, hh — visina glave, e — pre¢nik oka,
tl — duzina repa, cc — visina repnog misi¢a, th — visina repa, m — duZina usta, hwv — $irina glave, hlv
— duzina glave i bl — duzina tela. Sve dobijene mere su podeljene duzinom tela (bl) kako bi se dobile
standardizovane vrednosti za dalje analize (ED —razmak izmedu o¢iju, HH — visina glave, E — pre¢nik
oka, TL — duzina repa, CC — visina repnog miSi¢a, TH — visina repa, M — duZina usta, HWV — §irina
glave, HLV — duZzina glave).

a) b) c)

hww
tl

bl
2 mm

Slika 13. Prikaz linearnih mera analiziranih punoglavaca. a) lateralno; b) glava dorzalno;
¢) glava ventralno (foto: M. Ili¢).

Normalnost podataka je testirana Shapiro-Wilk testom (Shapiro i Wilk, 1965), koji je namenjen
za uzorke manje brojnosti (n<50). Od parametara deskriptivne statistike izracunate su srednje
vrednosti, minimumi, maksimumi i medijane analiziranih varijabli za date vrste. Levinovim testom
testirana je homogenost varijanse podataka (Levene, 1960), dok je Boks test jednakosti kovarijansi
(Box, 1949) korisc¢en za procenu homogenosti kovarijanse matrica.

Jednofaktorskom analizom varijanse (engl. Analysis of variance, ANOVA) sa kontrastima
analizirana je razlika srednjih vrednosti merenih varijabli izmedu vrsta. Pirsonova korelacija se
koristila kako bi se utvrdila korelacija izmedu analiziranih varijabli. Varijable koje nisu pokazale
korelisanost iskljuc¢ene su iz dalje multivarijantne analize. Kanonijskom diskriminantnom analizom
(engl. Canonical Discriminant Analysis, CDA) je ustanovljeno koje varijable najviSe doprinose
diskriminaciji analiziranih vrsta i vizuelno je prikazano njihovo razdvajanje. Odnos varijabli koje
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najvisSe doprinose razdvajanju vrsta dalje je ispitivan linearnom regresijom (Young i Young, 1998;
Quinn i Keough, 2002; Simonovi¢, 2004; Hair i sar., 2010; Ivanovi¢ i Kalezi¢, 2013).

Podaci su analizirani u programskom paketu Statistica 7.0 (StatSoft, 2004).

3.6. Uporedna (geometrijska vs. tradicionalna) morfometrijska analiza varijabilnosti
punoglavaca

Za detaljnu analizu morfoloske varijabilnosti punoglavaca R. dalmatina, R. temporaria i B.
bufo na ranim stupnjevima razvica koris¢ene su tradicionalna i geometrijska morfometrija, a testirana
je injihova efikasnost u morfoloskoj diferencijaciji ranih larvenih stadijuma. Preciznije, analizirana je
varijabilnost u veli¢ini 1 obliku laboratorijski gajenih punoglavaca vrsta R. dalmatina, R. temporaria
1 B. bufo na ranim stupnjevima razvica, od 25. do 29. stupnja (prema Gosneru, 1960). Ukupan uzorak
punoglavaca za morfometrijske analize se sastojao od 120 jedinki (po 40 od svake vrste; Slika
10, Tabela 2). Za potrebe analiza, jedinke su fotografisane digitalnom kamerom AxioCamERc 5s,
Zeiss, koriste¢i program ZEN 2011. Svaka jednika je fotografisana pod istim uslovima, u lateralnom
polozaju, a iste fotografije su koris¢ene u analizama i tradicionalne 1 geometrijske morfometrije.

3.6.1. Metode geometrijske morfometrije

Program tpsDig (Rohlf, 2015a, b) je koris¢en kako bi se digitalizovale specifi¢ne tacke,
odnosno dvodimenzionalne koordinate specifi¢nih tacaka. Na osnovu prethodnih studija morfoloske
varijabilnosti punoglavaca primenom metoda geometrijske morfometrije (Dayton i sar., 2005; Ferland-
Raymond i Murray, 2008; Arendt, 2010; Johansson i sar., 2010; Haad i sar., 2011; Katzenberger 1
sar., 2014; Johnson i sar., 2015; Peltzer i sar., 2017), pozicionirano je 17 tacaka na levoj strani tela
punoglavca, kao i1 dve referentne tacke na razmerniku (Slika 14; Tabela 3). Program tpsUtil (Rohlf,
2015b, 2017a) je koriS¢en kako bi se izvrSila manipulacija TPS dokumenata (spajanje fajlova i
uredivanje tacaka), a u programu tpsRelw (Rohlf, 2015b, 2017b) je proveravana ta¢nost digitalizacije.

12

2 mm

—_—

Slika 14. Prikaz rasporeda dvodimenzionalnih ta¢aka pozicioniranih na levoj strani tela analiziranih
punoglavaca (foto: M. Ili¢).
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Tabela 3. Opis 11 od 17 dvodimenzionalnih ta¢aka pozicioniranih na levoj strani tela analiziranih
punoglavaca.

tacka na glavi iznad centra oka, 90° dorzalno u odnosu na centralnu ravan regije glave
centar oka

nozdrva

vrh njuske

prednja ivica gornje usne

prednja ivica donje usne

tacka na glavi iznad centra oka, 90° ventralno u odnosu na centralnu ravan regije glave
analni otvor

ventralna ivica repnog misi¢a na spoju sa glavom

dorzalna insercija repnog peraja

e B SR - N T VR S

vrh repa

Za detaljnije opisivanje oblika repa, pozicionirano je Sest dodatnih tacaka, tako Sto je povucena
linjja izmedu tacaka 9 1 11 duz koje su postavljene tri upravne linije na 25%, 50% i1 75% udaljenosti.
Dodatne tacke (12-17) su pozicionirane na presecima upravnih linija sa ventralnom i dorzalnom
ivicom repa. Da bi se uklonila razlika u obliku koja potice od polozaja repa u odnosu na glavu,
konfiguracije specifi¢nih tacaka su ispravljene koris¢enjem opcije “unbend specimens” u programu
tpsUtil (Rohlf, 2015b, 2017a; Sherratt i sar., 2018). Specificne tacke 4, 9 i 11 su koriSéene da se
isprave i transformiSu konfiguracije.

U programu CoordGen6 (Sheets, 2000) je izvrSeno reskaliranje konfiguracija specifi¢nih
tacaka na tacke lenjira i dobijena je informacija o veli€ini tzv. veli¢ina centroida (engl. centroid size,
CS) svake jedinke. Generalizovana Prokrustova Analiza (GPA) (Rohlf'i Slice, 1990; Dryden i Mardia,
1998; Rohlf, 1999) je koris¢ena kako bi se u analiziranom uzorku uklonile razlike u veli€ini, poziciji
1 orijentaciji konstelacija specifi¢nih tacaka i dobile varijable oblika tzv. Prokrustove koordinate.

Razlike u veli¢ini punoglavaca medu analiziranim vrstama ispitivane su jednofaktorskom
analizom varijanse (ANOVA) gde je testiran uticaj vrste na veli¢inu centroida (CS).

Varijabilnost oblika punoglavaca izmedu analiziranih populacija/vrsta se ispitivala analizom
glavnih komponenti (engl. Principal Component Analysis, PCA), gde su kao varijable oblika
koris¢ene Prokrustove koordinate. Promene oblika punoglavaca duz prve dve PC ose predstavljene
su tzv. deformacionim konturnim (engl. warped outline) dijagramima (Klingenberg, 2013).

Multivarijantnom analizom kovarijanse (engl. Multivariate Analysis of Covariance,
MANCOVA) je ispitivana zavisnost oblika od veli¢ine (alometrijski odnosi) izmedu analiziranih
vrsta. Za zavisne varijable je uzeto prvih nekoliko PC osa (koje opisuju vise od 90 % varijabilnosti
oblika), logaritmovana veli¢ina centroida (In CS) je koriS¢ena kao kovarijabla, a vrsta kao
nezavisna varijabla.

Kako bi se kvantifikovale razlike u obliku punoglavaca analiziranih vrsta izraCunate su
Mahalanobisove distance (engl. Mahalanobis distances, Mds) primenom diskriminantne funkcijske
analize (engl. Discriminant Function Analysis, DFA). Za procenu statistiCke znacajnosti izracunatih
Mahalanobisovih distanci koris¢en je permutacioni test (Good, 1994; Edgington, 1995) sa 10 000
ponavljanja, nasuprot nultoj hipotezi da izmedu vrsta nema znac¢ajnih razlika u obliku.

Procena korektne klasifikacije analiziranih vrsta je vrSena primenom engl. leave-one-out kros-
validacione diskriminantne funkcijske analize (engl. cross-validated Discriminant Function Analysis,
DFA) (Lachenbruch, 1967; Viscosi i Cardini, 2011; Joji¢ i sar., 2014).
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Analize varijanse i1 kovarijanse (ANOVA i MANCOVA) su radene u programu Statistica 7.
(StatSoft, 2004), dok su ostale analize vrSene pomoc¢u programa Morphol (Klingenberg, 2011).

3.6.2. Metode tradicionalne morfometrije

U skladu sa prethodnim studijama morfoloske varijabilnosti punoglavaca primenom metoda
tradicionalne morfometrije (Relyea, 2001; Grosjean, 2005; Alvarez i Nicieza, 2006; Altig, 2007;
Arendt, 2010; Hsu 1 sar., 2011; Lima i Pederassi, 2012), izmereno je deset linearnih mera (Slika 15;
Tabela 4; Prilog Tabela 4) koriS¢enjem programa TMorphGen6, Integrated Morphometrics Program
(IMP) serije (Sheets, 2000).

TL

HL

HH

VT

TOTL
2 mm

—_—

Slika 15. Prikaz linearnih mera punoglavaca koriS¢enih za analize tradicionalnom morfometrijom.
Opis linearnih mera dat je u Tabeli 4 (foto: M. Ili¢).

Tabela 4. Linearne mere koriS¢ene za tradicionalnu morfometrijsku analizu.

1 | HH | visina glave

2 | HL | duzina glave

3 | E | precnik oka

4 | TH | visina repa

5 | TL | duzina repa

6 | CC | visina miSi¢a repa

7 | VT | rastojanje izmedu analnog otvora i vrha repa

8 | DIT | rastojanje izmedu dorzalne insercije repnog peraja i vrha repa

9 | DIS | rastojanje izmedu dorzalne insercije repnog peraja i vrha njuSke
10 | VS | rastojanje izmedu analnog otvora i vrha njuske

Kako bi se otklonio efekat veli¢ine, linearne mere su standardizovane primenom Mosimanove
standardizacije/transformacije (engl. Mosimann's log-shape ratios) (Mosimann, 1970; Mosimann 1
James, 1979; Klingenberg, 2016). U prvom koraku Mosimanove transformacije svaka od linearnih
mera (varijabli) se deli standardnom merom za veli¢inu, odnosno geometrijskom sredinom (engl.
geometric mean, GM) svih varijabli, koja kvantifikuje ukupnu veli¢inu objekta. U drugom koraku
Mosimanove transformacije, dobijene vrednosti se logaritmuju kako bi se dobile In-transformisane
(engl. In-transformed) GM-standardizovane varijable. Ovaj pristup se smatra analognim Prokrustovoj
superimpoziciji koja predstavlja metod korekcije veli¢ine koji se primenjuje u geometrijskoj
morfometriji. Oba pristupa vrSe korekciju izometrijskog efekta veli¢ine na varijabilnost oblika, dok
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se zadrzava varijabilnost oblika koja poti¢e od alometrije (Sherratt i sar., 2017). Takode, umesto
geometrijske sredine (GM) svih varijabli moze se koristiti kako bilo koja originalna linearna mera,
tako 1 aritmetiCka sredina svih varijabli (Klingenberg, 2016).

StatistiCcke razlike u veliCini punoglavaca analiziranih vrsta ispitivane su primenom dve
jednofaktorske analize varijanse (ANOVA) kojima je testiran uticaj analizirane vrste kao nezavisne
varijable na varijabilnost ukupne veli¢ine kao zavisne varijable. U prvoj ANOVA analizi kao mera
ukupne veli¢ine punoglavca koriS¢ena je geometrijska sredina (GM) svih varijabli, dok je u drugoj
ANOVA analizi kao mera ukupne veli¢ine koriS¢ena ukupna duzina punoglavca (TOTL) (Slika
15). Dodatno, primenom jednofaktorske analize varijanse i Bonferoni korekcije procenjen je uticaj
analizirane vrste punoglavca na varijabilnost svake GM-standardizovane varijable.

Analiza glavnih komponenti (PCA) svih In-transformisanih GM-standardizovanih varijabli
primenjena je kako bi se ispitala varijabilnost oblika punoglavaca analiziranih populacija/vrsta.

Za ispitivanje udela alometrije u varijabilnosti oblika uradene su dve multivarijantne analize
kovarijanse (MANCOVA), gde je za zavisne varijable uzeto prvih nekoliko PC osa (koje opisuju vise
od 90% ukupne varijabilnosti oblika), a vrsta je kori§¢ena kao nezavisni faktor. Vrednosti In GM i In
TOTL su koriS¢ene kao kovarijable u prvoj, odnosno drugoj MANCOVA analizi.

Na osnovu seta In-transformisanih GM-standardizovanih varijabli izracunate su kvadratne
Mahalanobisove distance (Mds) kao mere razlika u obliku izmedu analiziranih vrsta.

Korektnost klasifikacije analiziranih vrsta procenjena je engl. leave-one-out kros-validacionom
diskriminantnom funkcijskom analizom (DFA) (Lachenbruch, 1967; Viscosi i Cardini, 2011; Joji¢ i
sar., 2014).

Analize varijanse i1 kovarijanse (ANOVA i MANCOVA), PCA i racunanje Mds je radeno u
programu Statistica 7.0 (StatSoft, 2004), dok je DFA izvrSena u programu SPSS 21.0 (IBM SPSS
Statistics for Windows, 2013. Armonk, NY: IBM Corp).
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4.1. Taksonomska geneticka identifikacija i geneticka varijabilnost
4.1.1. Filogenetska analiza

Nakon PCR amplifikacije, koncentracija dobijenih amplikona je proveravana na 2%
agaroznom gelu. U svim reakcijama dobijena je zadovoljavajuca koncentracija amplikona za dalju
analizu nukleotidnim sekvenciranjem (Slika 16).

a) b)

S—

Slika 16. Provera efikasnosti PCR amplifikacije na gelu. a) amplikoni iz uzorka punoglavca;
b) amplikoni iz prsta adulta (foto: G. Stamenkovic).

U filogenetskoj analizi, finalan set poravnatih sekvenci koje su koriS¢ene za konstrukciju
filogenetskog stabla se sastojao od 104 sekvence (71 sekvence dobijene u ovoj studiji i 33 sekvence
preuzete iz GenBank baze; Prilog Tabela 3).

Sekvence dobijene u ovoj studiji su deponovane u GenBank bazu sa ID brojevima KR136355
—KR136364 (radni nazivi uzoraka M1 do M9 1 M11)1 MH791097 — MH791150 (radni nazivi uzoraka
MI11 do M84, Prilog Tabela 3) (Ili¢ i sar., 2016, 2019).

Poravnavanjem sekvenci u programu Bioedit, uocene su identi¢ne /6S rRNK sekvence, koje
zbog preglednosti nisu prikazane na grafikonu filogenetskog stabla. Za vrstu R. dalmatina identi¢ne
sekvence su: RD M1=RD M2=RD MS5;RD M15=RD M16=RD M17=RD MI18; RD M21
=RD M20 =RD M22=RD M24; RD M26 =RD M25; RD M40 =RD M41; RD M56 =RD
M55 = RD_M57; RD_M70 = RD _MT71. Za vrstu R. temporaria identi¢ne sekvence su: RT M3 =
RT M6 = RT M7; RT M28 =RT 1 19 =RT 1 20 = RT M29 = RT M30; RT M31 = RT M32
= RT M33; RT M43 = RT M44 = RT _M45; RT M48 = RT M46 = RT M47. Za vrstu B. bufo
identi¢ne sekvence su: BB M8 = BB M4 = BB M9; BB M34 =BB M35 =BB M36; BB M37 =
BB M39; BB M50=BB M49=BB M51; BB M52 =BB M53 =BB M54.

Posle pazljivog pregleda dobijene sekvence /6S rRNA gena (duzine 499 — 608 bp) su skracene
1 analizirana duZina sekvenci je iznosila 373 bp. Model testom je utvrden Tamura-Nei model (Tamura
i Nei, 1993) sa gama distribucijom (TN93+G) kao najbolji, a maximum likelihood metodom je
dobijeno stablo sa dobrom podrskom za analizirane vrste (Slika 17).
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Na stablu su jasno definisane dve subklade: jedna za rod Rana i druga za B. bufo. Unutar
Rana klade diferencirale su se dve grane: R. temporaria subklada i subklada sa odvojenim granama
za uzorke vrsta R. dalmatina 1 R. graeca. Unutar R. dalmatina grupe uzoraka, uzorci iz Srbije su se
izdvojili u jedan klaster zajedno sa uzorcima iz Nemacke, Francuske, Spanije i Moldavije. Subklada
R. temporaria se sastojala iz dve glavne grupe: jednu su formirali uzorci iz zapadne i jugoistocne
Srbije (M28, M74 i M48) zajedno sa uzorcima iz Italije, Hrvatske, Nemacke, Francuske 1 gpanije, dok
su drugu grupu obrazovali uzorci iz istoéne Srbije (M3, M14, M31 i M42), Rusije, Svedske, Ukrajine,
Ceske i Spanije.

Klada koju ¢ine uzorci B. bufo je dobro definisana na stablu (bootstrap vrednost 100%).
Sekvence dobijene analizom uzoraka iz Srbije su pokazale veliku slicnost sa ostalim B. bufo
sekvencama preuzetim iz baze (Italija, Turska, Grcka, Hrvatska, Ukrajina, Austrija, Ceska, Svedska).
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M21 Avala RS
M23 Avala RS

M1 Avala RS
M15 Divcibare R
M83 Sjenica RS
M70 Divcibare Ri
63 | M56 Divcibare RS
M26 Pozega RS
M27 Pozega RS
M40 Kragujevac
M42 Kragujevac
M63 Premeca RS
99 ||M79 Premeca RS
M13 DPerdap RS
Y147941 DE
Y1976 FR
AY014381 ES
80 GQ259206 MD
GQ259205 MD
KY762043 ES
M11 KR136364 RS
65| Iy M65 Gradac RS
AY147942 GR
M68 Korenita RS
98 | M72 Div¢ibare RS
M77 Kraljevo RS
M84 Zvonce RS
100 KX269199 ME
KC977178 IT
KC977177 HR
M28 Lucani RS
- M74 Vlasina RS
6 'l DQ283129 DE
g6 | M AY147956 DE
M48 Lucani RS
KC977170 FR
KY762044 ES
96 |rKT074475 ES
rKC977157 RU
M3 Bigar RS
67 || M14 Berdap RS
M31 Grza RS
|| M43 Grza RS
90 | AB058882 RU
KJ128957 SE
KC977158 UA
AB685766 CZ
KX269196 UA

00

Y555025 TR
AY840247 TR

M8 Tresnjica RS
M34 Avala RS
M37 Grza RS
M50 Avala RS
M53 Grza RS
AY555021 IT
AY555020 IT
JX218105 HR
KT239421 SE
JX218100 UA
JQ348765 AT
KF665394 CZ
KT239398 SE

100

H. ussuriensis KT964710 CN
=
0.01
Slika 17. Filogenetsko stablo kontruisano na osnovu sekvenci /6S RNA gena analiziranih uzoraka.
Obelezene sekvence (bold) odgovaraju uzorcima koji su koris¢eni u morfometrijskoj

analizi. Stablo je dobijeno metodom ,,najveée verovatnoce” sa TN93+G modelom.
Brojevi iznad grana predstavljaju statisticku podrsku.
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4.1.2. Inter- i intraspecijske geneticke distance

Model testom je utvrdeno da je TIM2 model (engl. Transition model 2) najbolji za konstruisanje
NJ stabla, na osnovu koga su racunate geneticke distance u programu PAUP. Inter- i intraspecijske
geneticke distance kao 1 standardne devijacije (SD) izraCunate su za uzorke laboratorijski gajenih
punoglavaca koji su uporedno analizirani metodama geometrijske i tradicionalne morfometrije.

Najveca interspecijska geneticka distanca je izmedu B. bufo i R. temporaria sekvenci (srednja
vrednost = SD = 0,1982 + 0,0072), zatim izmedu B. bufo i R. dalmatina (srednja vrednost = SD =
0,1887 = 0,0036). Najmanja distanca je bila izmedu R. dalmatina i R. temporaria (srednja vrednost +
SD = 0,0464 + 0,0036).

Srednja vrednost intraspecijske geneticke distance je bila najveca kod R. temporaria (srednja
vrednost = SD = 0,006 £ 0,005), zatim kod B. bufo (srednja vrednost = SD = 0,001 + 0,001), dok su
kod R. dalmatina sekvence pokazale najmanju varijabilnost (srednja vrednost = SD = 0,000 + 0,000).

Izraunata najveca srednja vrednost intraspecijske distance kod vrste R. temporaria je uocena
i analizom u programu Bioedit (Slika 18). Varijabilne nukleotidne pozicije se nalaze na Sest lokusa
u setu poravnatih sekvenci, a uocava se i da sekvence klasteruju prema razlikama u one poreklom iz
zapadne i jugoisto¢ne Srbije (Lucani, Vlasina) i one iz isto¢ne Srbije (Bigar, Grza, Perdap) (Slika 17).

N oy N L G e e i B B B b B B S e i I S i L
= 120 b 180 0 u

RT M3 Bigar RS
RT ME Bigar RS

RT M7 Bigar RS

RT M14 Djerdap RS
RT M31 Grza RS

RT M32 Grza RS

RT M33 Grza RS

RT M43 Grza RS

RT M44 Grza RS
RT M45 Grza RS

RT M74 Vlasina RS
1 19 Lucani RS
1-20 Lucani RS

RT M28 Lucani RS
RT M29 Lucani RS
RT M30 Lucani RS
RT M46 Lucani RS
RT M47 Lucani RS
RT_M48_Lucani_RS

i o e RN E RN R REFRRRENRERE]
:j 0 280 250

RT M3 Bigar RS ACCTC CCCCCATATCCTTAAACACAAGAGATCTGCGTGCTAGTTTT.
RT M6 Bigar RS - =5

RT M7 Bigar RS

RT M14 Djerdap RS
RT M31 Grza RS

RT M32 Grza RS

RT M33 Grza RS

RT M43 Grza RS

RT M44 Grza RS

RT M45 Grza RS

RT M74 Vlasina RS
1 19 Lucani RS
1-20 Lucani RS

RT M28 Lucani RS
RT M2S Lucani RS
RT M30 Lucani RS
RT M46 Lucani RS
RT M47 Lucani RS
RT_M48_Lucani_RS

Slika 18. Izgled poravnatih sekvenci sa varijabilnim lokusima u programu BioEdit kod vrste
R. temporaria.

Kod B. bufo varijabilni lokusi se uo¢avaju na dva mesta kod poravnatih sekvenci (Slika 19).

[T e e e e e e e e e e e e s e e e e e e e e e
—~l| 270 280 250 300 310 320 330 340 350 360 370 380 3%0 400 410

BB_M54_Grza RS ~ |scccceeececeeisens o s e M b L A e oy A S A o o A A s o 2 > DM AE R DI S S S

Slika 19. Izgled poravnatih sekvenci sa varijabilnim lokusima u programu BioEdit kod vrste B. bufo.
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4.2. Morfoloska diferencijacija punoglavaca

Pregledanjem punoglavaca gajenih u laboratoriji pod binokularom, uoc¢ene su deformacije na
repu (,,S forma” 1 nepravilan oblik peraja repa) koje su se javljale kod oko 1,9 % punoglavaca vrsta
roda Rana (Slika 20).

Slika 20. Deformacije na repu punoglavca. a) ,,S deformacija” repa kod vrste R. dalmatina;
b) nepravilni oblici repnog peraja kod vrste R. temporaria (foto: M. 11i¢).

Punoglavcinakojima suuoceni deformiteti nisu koris¢eni u daljim morfometrijskim analizama.

4.2.1. MorfoloSka diferencijacija punoglavaca primenom metoda tradicionalne
morfometrije

Izmerene linearne mere (ed — razmak izmedu ociju, hh — visina glave, e — pre¢nik oka, tl —
duzina repa, cc — visina repnog misica, th — visina repa, m — duzina usta, hwv — §irina glave i1 hlv —
duzina glave) su standardizovane deljenjem sa ukupnom duzinom tela (bl) kako bi se dobile vrednosti
za dalje analize (ED, HH, E, TL, CC, TH, M, HWV 1 HLV). Posto je uzorak jedinki koji se analizirao
manji od 50, primenjen je Shapiro-Wilk's test kako bi se proverila normalnost raspodele podataka. U
testiranom setu podataka, dobijena p vrednost je bila ve¢a nego odabrana alfa vrednost (a = 0,05), $to
ukazuje da analizirani podaci imaju normalnu raspodelu.

U rezultatima deskriptivne statistike (Slika 21) uocavaju se sli¢ne vrednosti ED (razmak
izmedu ociju) i HH (visina glave) analiziranih Rana vrsta u odnosu na B. bufo.

Varijable TL (duzina repa), HLV (duzina glave) i pogotovu HWV (Sirina glave) se razlikuju
kod sve tri analizirane vrste. Vrednosti precnika oka (E), visine repa (TH), visine repnog misic¢a (CC)
1 duzine usta (M) bile su relativno sli¢ne kod sve tri vrste.

Testovi homogenosti (Levinov test i Box M test) su pokazali jednakost varijansi za sve
testirane varijable osim za varijablu HLV (duzina glave).

Da bi se testirala statisticka zna€ajnost razlika srednjih vrednosti standardizovanih varijabli
izmedu analiziranih vrsta primenjena je jednofaktorska ANOVA sa kontrastima, ¢iji su rezultati
predstavljeni u Tabeli 5.
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Slika 21. Deskriptivna statistika standardizovanih varijabli za analizirane vrste. a) ED, HH, E;

b) TL, HWV, HLV; c¢) CC, TH, M. Oznake varijabli su: ED — razmak izmedu ociju, HH —
visina glave, E — pre¢nik oka, TL — duzina repa, HWV — §irina glave, HLV — duzina glave,
CC - visina repnog misi¢a, TH — visina repa, M — duzina usta.
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Tabela 5. Rezultati testa jednofaktorske ANOVA sa kontrastima (oznacene su znacajne razlike za P
<0,05). Estimate — Procenjena srednja vrednost; Std. Err — Standardna greska; ¢ —t vrednost; P —p
vrednost; Cnf. Lmt (-95%), Cnf. Lmt (+95%) — intervali poverenja za srednju vrednost. Varijable
Cije se srednje vrednosti statisticki znacajno razlikuju (P < 0,05) medu ispitivanim vrstama su
oznacene (bold).

Estimate  Std. Err T P Cnf. Lmt. (-95%)  Cnf. Lmt. (+95%)
ED -0,032690 0,006351 -5,14736 0,000021 -0,045721 -0,019659
HH -0,085195 0,011152 -7,63957 0,000000 -0,108077 -0,062314
E 0,003240 0,003502 0,925069 0,363125 -0,003946 0,010425
TL 0,047562 0,017595 2,703096 0,011736 0,011459 0,083665
CC 0,005678 0,004581 1,239504 0,225825 -0,003721 0,015078
TH -0,016355 0,010192 -1,60466 0,120203 -0,037267 0,004558
M 0,002175 0,005979 0,363826 0,718821 -0,010092 0,014443
HWYV -0,156075 0,037526 -4,15910 0,000290 -0,233073 -0,079078
HLV  -0,106239 0,025620 -4,14680 0,000300 -0,158806 -0,053672

Pre primene multivarijantnih analiza izraCunate su Pirsonove korelacije kako bi se iz dalje
analize izuzeli nekorelisani parametri. Pre¢nik oka (E), visina repnog misic¢a (CC) i duzina usta (M)
nisu pokazale korelisanost, te su bile iskljucene iz dalje analize (Tabela 6).

Tabela 6. Pirsonove korelacije analiziranih varijabli. ED — razmak izmedu o¢iju, HH — visina glave,
E — pre¢nik oka, TL — duzina repa, CC — visina repnog mi$i¢a, TH — visina repa, M — duzina usta,
HWYV —sirina glave, HLV — duzina glave. Oznacene (bold) korelacije su znacajne za P < 0,05.

ED HH E TL CC TH M HWV  HLV
ED 1,000
HH 0,450 1,000
E -0,047 0,004 1,000
TL -0,314  -0,225 0,121 1,000
CC -0,244  -0,114 0,139 0,229 1,000
TH 0,065 0,365 -0,028 0,300 0,113 1,000
M 0,135 0,091 -0,344 -0,217 0,142 0,087 1,000
HWV 0,320 0,576 -0,110 0,211 0,014 0,521 -0,077 1,000
HLV 0,413 0,453 0,074 -0,384 -0,005 -0,137 0,088 -0,226 1,000

Kompleksni odnosi odabranih morfometrijskih parametara analiziranih uzoraka punoglavaca
su predstavljeni u dvodimenzionalnom prostoru prve i druge kanonijske ose (Slika 22). Po prvoj
kanonijskoj osi (Root 1) razdvojili su se punoglavci vrste B. bufo (grupisani u negativnom delu prve
kanonijske ose) od punoglavaca roda Rana (rasporedeni u pozitivnhom delu prve kanonijske ose).
Razdvajanje punoglavaca vrsta roda Rana uocava se duz druge kanonijske ose (Root 2).
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Slika 22. Kanonijska diskriminantna analiza izabranih standardizovanih varijabli (ED — razmak
izmedu oc¢iju, HH — visina glave, TL — duzina repa, TH — visina repa, HWV — §irina glave,
HLV — duzina glave).

Takode, Kanonijskom diskriminantnom analizom (CDA) utvrdeno je da su HWV (Sirina glave)
1 HLV (duzina glave) najinformativniji karakteri za taksonomsko razlikovanje izmedu punoglavaca
mrkih Zaba i obi¢ne krastace, dok je duzina repa (TL) najbitnija karakteristika za razlikovanje
punoglavaca dve vrste mrkih zaba (Tabela 7). U Tabeli 8 predstavljene su vrednosti u milimetrima
(sirove linearne mere sa svojim opsezima) za ova tri najinformativnija karaktera.

Tabela 7. Rezultati Kanonijske diskriminantne analize (CDA). Opterecenja kanonijskih osa; Eigenval
— sopstvene vrednosti; Cum. Prop — kumulativan procenat opisanih razlika izmedu analiziranih vrsta.
Oznacena (bold) optere¢enja > 0,6.

Root 1 Root 2
ED -0,31469 0,480344
HH -0,27051 -0,075231
TL -0,19050 1,049517
TH -0,11888 0,113444
HWV -0,66539 0,068916
HLV -0,83712 -0,426270
Eigenval 12,58955 3,311605
Cum. Prop 0,79174 1,000000

Tabela 8. Vrednosti u milimetrima (sirove linearne mere sa svojim opsezima) za hl — duzinu glave,
hw — Sirinu glave 1 tl — duzinu repa. n — veli¢ina uzorka.

Vrsta (n) hl hw tl

R. dalmatina (10) 347-390 1,60-2,05 592-729
R. temporaria (10)  2,75-4,20 1,32-1,84 491-6,27
B. bufo (10) 4,04 -4,770 2,15-2,64 5,61-6/44
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Linearnom regresijom su detaljnije ispitani odnosi onih varijabli za koje je Kanonijskom
diskriminantnom analizom (CDA) utvrdeno da najviSe doprinose taksonomskom razlikovanju
analiziranih vrsta (HLV, HWV i TL). Posto su vrednosti koeficijenta determinacije () bili niski
(<0,3), samo je odnos TL/HWYV prikazan na grafiku (Slika 23).
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0.25 0.30 0.35 0.40 0.45 0.50 0.55 0.60 0.65

HWV

Slika 23. Regresiona analiza standardizovanih varijabli Sirine glave (HWV) na vrednosti duzine
repa (TL).

Uocena je pozitivna korelacija za vrstu R. dalmatina, nasuprot negativne korelacije koja se
javlja za vrste R. temporaria i B. bufo. Najbolja aproksimacija linearnom regresijom je zabelezena
kod R. dalmatina (r* = 0,25), dok je najslabija utvrdena kod R. temporaria (koeficijent determinacije
je 0,01).
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4.2.2. Geometrijska vs. tradicionalna morfometrijska analiza varijabilnosti veli¢ine
i oblika tela punoglavaca

4.2.2.1. Rezultati dobijeni primenom geometrijske morfometrije

Analizom varijanse (ANOVA) nije utvrdena statisticki zna¢ajna razlika u veli¢ini punoglavaca
medu analiziranim vrstama (F), |, = 0,84, P = 0,4324). Srednja vrednost (Mean), standardne devijacije
(SD) i standardne greske (SE) veli¢ine centroida (CS) za svaku vrstu su prikazane na Slici 24.

25

24 R 1
23
22 N
21
L= ]
20 -
n ]
O 1
19
18
17
16
15 - = Mean
[] Mean+SE
14 T MeantSD
R. dalmatina R. temporaria B. bufo

Slika 24. Graficki prikaz srednje vrednosti (Mean), standardne devijacije (SD) i1 standardne greske
(SE) velicine centroida (CS) analiziranih vrsta.

Primenom Analize glavnih komponenti (PCA) (Slika 25), uo€ava se jasno razdvajanje B. bufo
od dve vrste roda Rana duz PC1 ose koja opisuje 66,1% ukupne varijabilnosti oblika. Za razliku od
punoglavaca R. dalmatina 1 R. temporaria, punoglavci B. bufo su generalno robustniji 1 odlikuju se
vec¢im telima sa posteriorno postavljenim dorzalnim perajima, a repovi su im kraci, sa perajima Sirim
u posteriornom delu i Sirim vrhovima repova. Kod punoglavaca vrste B. bufo telo 1 rep imaju priblizno
istu duZzinu, dok je kod obe vrste roda Rana rep gotovo dva puta duZi od glave. Duz PC2 ose (koja
opisuje 12,5% ukupne varijabilnosti oblika) razdvojili su se punoglavci R. temporaria (pozicionirani
u pozitivnom delu PC2 ose) od punoglavaca R. dalmatina (u negativnom delu PC2 ose). U poredenju
sa R. dalmatina, R. temporaria punoglavci imaju duZe repove sa zaSiljenijim vrhom i manjom glavom
na kojoj je dorzalna insercija repnog peraja postavljena nize. Dodatno, PCA analiza je pokazala da se
razli¢ite populacije iste vrste grupiSu zajedno (Slika 25).
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Slika 25. Analiza glavnih komponenti (PCA) varijabli oblika (Prokrustovih koordinata). Promene
oblika duz prve (PC1) i druge (PC2) ose su prikazane u vidu deformacionih konturnih
dijagrama. Jedinke iste vrste su oivi¢ene poligonima, a razliite populacije iste vrste su
obelezene odgovaraju¢im simbolima.

Multivarijantna analiza kovarijanse (MANCOVA) radena na prvih pet PC osa koje opisuju
91,5% ukupne varijabilnosti oblika utvrdila je statisticki znacajne razlike u obliku izmedu punoglavaca
analiziranih vrsta (4, = 0,7314, F 10220 = 3,72, P = 0,0001). Takode, znacajan uticaj veli¢ine na
varijabilnost oblika ukazuje na prisustvo alometrije (4,,, = 0,6878, F. 10 = 9,99, P = 0,0000), dok
znacajna interakcija veliine i1 vrste ukazuje da razli¢ite vrste imaju razliCite alometrijske nagibe

(Coye = 07771, F, 0 = 2,96, P=0,0017).

Interspecijske razlike u obliku punoglavaca su kvantifikovane Mahalanobisovim distancama
(Md). Najmanja razlika u obliku punoglavaca je utvrdena izmedu R. dalmatina i R. temporaria (Md
= 10,5805, P < 0,0001), nesto veca izmedu B. bufo i R. dalmatina (Md = 14,1408, P < 0,0001),
dok je najveca razlika u obliku punoglavaca izmedu B. bufo 1 R. temporaria (Md = 15,8947, P <
0,0001). Na osnovu /eave-one-out kros-validacione DFA, 100% analiziranih punoglavaca je korektno
reklasifikovano u odgovarajucu vrstu.

Wilks
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4.2.2.2. Rezultati dobijeni primenom tradicionalne morfometrije

Analizom varijanse (ANOVA) nije utvrdena statisticki znacajna razlika u ukupnoj veli¢ini/
ukupnoj duzini punoglavaca analiziranih vrsta, odnosno analizirani punoglavci se nisu razlikovali
=0,03, P =0,9678), tako ni u ukupnoj duzini tela (TOTL)
= 1,70, P = 0,1865). Srednja vrednost (Mean), standardna devijacija (SD) i standardna greSka
(SE) geometrijske sredine (GM) 1 ukupne duzine punoglavca (TOTL) su grafi¢ki prikazane za svaku

kako u geometrijskoj sredini (GM) (F,

(F

2,117

vrstu na Slici 26.
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Slika 26. Graficki prikaz srednje vrednosti (Mean), standardne devijacije (SD) i standardne greske (SE)
a) geometrijske sredine (GM) i b) ukupne duzine punoglavaca (TOTL) analiziranih vrsta.

Rezultati jednofaktorske ANOVA za svaku od 10 GM-standardizovanih varijabli prikazani
su u Tabeli 9. Sve varijable su pokazale statisticki znacajne razlike medu analiziranim vrstama

(P <0,001).
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Tabela 9. Analiza varijanse (ANOVA) za svaku od 10 GM-standardizovanih linearnih mera sa
vrstom kao kategorickim faktorom. HH — visina glave, HL — duzina glave, E — pre¢nik oka, TH
— visina repa, TL — duzina repa, CC — visina repnog/centralnog misi¢a, VT — distanca od analnog
otvora do vrha repa, DIT — distanca izmedu dorzalne insercije repnog peraja do vrha repa, DIS
— distanca izmedu dorzalne insercije repnog peraja i vrha njuske, VS — distanca izmedu analnog
otvora i vrha njuske. df1, df2 — stepeni slobode; F' — F vrednost; P — statisticka znac¢ajnost posle
Bonferoni korekcije.

dfl, df2 F P
HH 2,117 113,92 <0,0001
HL 2,117 46,76 <0,0001
E 2,117 2086 <0,0001
TH 2,117 1036 <0,001
TL 2,117 190,60 <0,0001
CC 2,117 32,06 <0,0001
VT 2,117 178,14 <0,0001
DIT 2,117 196,37 <0,0001
DIS 2,117 175,57 <0,0001
VS 2,117 21,14  <0,0001

Na grafiku analize glavnih komponenti (PCA) (Slika 27) utvrdeno je razdvajanje analiziranih
vrsta. Duz PC1 ose (opisuje 48,5% varijabilnosti) razdvojili su se punoglavci dve vrste roda Rana
od punoglavaca B. bufo, dok su se punoglavci dve vrste mrkih zaba razlikovali duz PC2 ose (opisuje
20,6% varijabilnosti).

PC2 (20.6%)

-4 t © R dalmatina Avala

#* R dalmatina Pozega

# R. dalmatina Kragujevac
& R. temporaria Grza

4 R temporaria Lucani

O B. byfo Avala

® B bufo Grza

-6 -4 2 0 2 4
PC1 (48.5%)

Slika 27. Analiza glavnih komponenti (PCA) In-transformisanih GM-standardizovanih linearnih
mera. Jedinke iste vrste su oivi¢ene poligonima, a razli¢ite populacije iste vrste su
obelezene odgovaraju¢im simbolima. Videti Tabelu 10 sa opterecenjima faktora dobijenih
u ovoj PCA analizi.
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Takode, Analizom glavnih komponenti (PCA)jeutvrdeno dasuduzPC1 ose najdiskriminativniji
karakteri medu vrstama bili oni koji su se ticali duzine repa (TL, VT, DIT) i duzine glave (DIS,
HL), dok su pre¢nik oka (E) i linearne mere koje su u vezi sa Sirinom repnog misi¢a (CC) doprinele
razdvajanju vrsta duz PC2 ose (Tabela 10).

Tabela 10. Opterecenja faktora dobijenih Analizom glavnih komponenti (PCA) In-transformisanih
GM-standardizovanih linearnih mera. Obelezena (bold) su opterecenja veca od 0,8.

PC1 PC2
HH -0,6204  0,4935
HL -0,8202  -0,1359
E 0,2077 0,8269
TH 0,2921 -0,4330
TL 0,9315 -0,2005
CC -0,1061  -0,8412
VT 0,9188 -0,2212
DIT 09178 0,0915
DIS -0,8236  -0,2748
VS -0,6464  -0,2165

Srednje vrednosti 1 standardne devijacije 10 GM-standardizovanih linearnih varijabli date su
u Tabeli 11. U poredenju sa dve vrste roda Rana, B. bufo punoglavci (negativni deo PCI1 ose) se
odlikuju manjim srednjim vrednostima repa (TL, VT, DIT), ali ve¢im srednjim vrednostima duzine
glave (DIS, HL). Punoglavci R. dalmatina (pozitivni deo PC2 ose) pokazali su vecu srednju vrednost
za pre¢nik oka (E) u odnosu na punoglavce R. temporaria (negativni deo PC2 ose) koji su imali 1 Siri
centralni repni misi¢ (CC).

Na kraju, PCA je pokazala da se populacije iste vrste grupiSu zajedno (Slika 27).

Tabela 11. Srednje vrednosti (Mean) i standardne devijacije (SD) za 10 GM-standardizovanih
linearnih varijabli.

R. dalmatina R. temporaria B. bufo
Mean SD Mean SD Mean SD
HH 0,825 0,068 0,688 0,036 0,878 0,065
HL 1,498 0,049 1,475 0,035 1,589 0,076
E 0,124 0,012 0,107 0,010 0,112 0,015
TH 0,892 0,042 0,909 0,046 0,863 0,048
TL 2423 0,124 2,561 0,064 2,162 0,081
CcC 0,275 0,015 0,302 0,012 0,290 0,019
vT 2,293 0,111 2,414 0,078 2,028 0,088
DIT 3,091 0,187 2,980 0,115 2,466 0,140
DIS 0,931 0,101 1,085 0,092 1,356 0,114
VS 1,696 0,059 1,704 0,035 1,781 0,087

Dve multivarijantne analize kovarijanse (MANCOVA) izvrSene na prvih pet PC osa (koje
opisuju 94,2% ukupne varijabilnosti), sa In GM i In TOTL kao kovarijablama su pokazale sli¢ne

50



rezultate: statisticki znacajne razlike u obliku izmedu punoglavaca analiziranih vrsta (MANCOVA
sa In GM kao kovarijablom: 4, = 0,6374, Floo0 = 5,56, P = 0,0000; MANCOVA sa In TOTL
kao kovarijablom: 4, = 0,2625, F 10220 = 20,94, P = 0,0000), statisticki znacajan efekat velicine
koji ukazuje na prisustvo alometrije (MANCOVA sa In GM kao kovarijablom: 4, = 0,8585, F |
= 3.63, P = 0,0045; MANCOVA sa In TOTL kao kovarijablom: 4, = 0,858, FS’“O = 3,64, P =
0,0044), kao 1 statisticki znacajnu interakciju izmedu veli€ine i analiziranih vrsta, tj. heterogenost
nagiba alometrijskih prava medu vrstama (MANCOVA sa In GM kao kovarijablom: 4., = 0,8059,
Flor0= 2,51, P=0,0072; MANCOVA sa In TOTL kao kovarijablom: 4, = 0,7870, F =2,80, P
=0,0028).

Interspecijske razlike kod punoglavaca kvantifikovane su kvadratnim Mahalanobisovim
distancama (Md). Ocekivano, interspecijska razlika je bila najmanja izmedu punoglavaca R. dalmatina
1 R. temporaria (Md = 24,2712, F, | .= 50,25, P <0,001), nesto ve¢a izmedu punoglavaca B. bufo i
R. dalmatina (Md = 25,1628, F, . =52,09, P <0,001), dok je najveca vrednost interspecijske razlike

9,109

dobijena izmedu punoglavaca B. bufo i R. temporaria (Md = 51,3068, F, .= 106,22, P < 0,001).

9,109
Kros-validaciona DFA je pokazala da se 99,2% analiziranih punoglavaca korektno reklasifikuje u

odgovarajucu vrstu.

10,220
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5. DISKUSIJA



5.1. Taksonomska geneticka identifikacija i genetiCka varijabilnost mrkih Zaba (Rana sp.
i obicne krastace (B. bufo) na podrucju Srbije

Jedna od primena DNK barkoding metode kod vodozemaca je i identifikacija larvenih
stupnjeva. U ovoj studiji, geneticka taksonomska identifikacija bila je neophodna procedura u procesu
procene nivoa morfoloske diferencijacije 1 korektne taksonomske identifikacije na osnovu spoljasnjih
morfoloskih karakteristika punoglavaca vrsta mrkih zaba (rod Rana) i obi¢ne krastace (B. bufo) na
teritoriji Srbije.

Taksonomska identifikacija vrsta analiziranih uzoraka punoglavaca u ovom istrazivanju
izvrSena je DNK barkoding metodom, primenom 16S »RNK markera koji se preporucuje kada su u
pitanju vodozemci (Vences 1 sar., 2002; 2005a, b; Vejarano 1 sar., 2006; Priti i sar., 2015). Dobijene
sekvence su upotrebljene za konstrukciju filogenetskog stabla (Slika 17).

Dobijeni rezultati filogenetske analize uzoraka tri vrste roda Rana (R. dalmatina, R. graeca i
R. temporaria) sa teritorije Srbije u skladu su sa prethodnim filogenetskim istrazivanjima ove tri vrste
(Seppd i1 Laurila, 1999; Picariello i sar., 2002; Veith i sar., 2002, 2003; Sumida i sar., 2003; Hillis i
Wilcox, 2005; Bossuyt i sar., 2006; Feliciello i sar., 2006; Teacher i sar., 2009; Vences i sar., 2013,
2017; Canestrelli i sar., 2014; Yuan i sar., 2016).

Vrsta R. dalmatina pokazala je nisku filogenetsku struktuiranost Sto je karakteristi¢no za vrste
mrkih Zaba koje su tokom glacijacije bile ograni¢ene na male areale i specijalizovale se u odredenim
staniStima na jugu Evrope. Pretpostavlja se da je R. dalmatina tokom citavog Pleistocena opstajala
unutar jednog ili dva refugijuma u Mediteranskoj oblasti, odakle se kasnije Sirila prili¢no brzo ka
centralnoj Evropi (Vences 1i sar., 2013). Ova vrsta ima nizak nivo geneticke varijabilnosti u okviru
celog svog areala, osim populacija u Italiji koje su identifikovane kao geneticki najdivergentnije
(Vences 1 sar., 2013). Takode, Italija se smatra centrom genetickog diverziteta vrste R. dalmatina
(Vences 1 sar., 2013; Canestrelli i sar., 2014). Sekvence R. dalmatina sa teritorije Srbije analizirane u
ovom istrazivanju su takode uniformne i u velikoj meri identi¢ne.

Iako morfoloska varijabilnost punoglavaca R. graeca nije mogla biti analizirana u ovoj studiji
(videti Procedure gajenja punoglavaca u laboratorijskim uslovima, poglavlje Materijal i Metode),
jedinke grcke zabe sa teritorije Srbije su bile uklju¢ene u DNK barkoding analizu. Analizirane sekvence
su poravnate 1 poredene sa sekvencama dostupnim u GenBank bazi (pristupni brojevi AY 147942 1
KX269199), sa kojima su pokazale veliku sli¢nost.

Vrstu R. temporaria karakteriSe visoka geneticka varijabilnost (Vences i sar., 2013) i prema
Veith i sar. (2003) ova vrsta pripada posebnoj kladi mrkih zaba koja se naziva ,,temporaria grupa”.
U ovom istrazivanju, sekvence uzoraka iz Zapadne Srbije (Lucani) grupisale su se na filogenetskom
stablu blize sekvencama poreklom iz Italije, Hrvatske, Nemacke i Francuske, dok su se uzorci
sakupljeni u Isto¢noj Srbiji (Bigar, Perdap, Grza) grupisali blize uzorcima iz Rumunije, Svedske,
Ukrajine i Ceske. Utvrdeno je da se u odnosu na ostale, sekvence uzoraka sa lokaliteta Lucani
razlikuju u Cetiri, a sa Vlasine u tri bazna para. Detaljnijom analizom sekvenci u odgovaraju¢im
programima, kao i racunanjem genetic¢kih distanci, uocena je heterogenost analiziranih sekvenci, $to
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je u skladu sa dosada$njim istrazivanjima geneti¢ke varijabilnosti ove vrste mrke zabe na podrucju
Evrope (Reh i Seitz, 1990; Veith i sar., 2003; Vences i sar., 2013). Smatra se da je za vreme glacijacije
R. temporaria naseljavala refugijume na podrucju juzne Evrope, odnosno Iberijsko, Italijansko i
Balkansko poluostrvo (Taberlet i sar., 1998; Teacher i sar., 2009; Stefani i sar., 2012), ali se nalazila
1 u mnogim refugijumima u centralnoj i severnoj Evropi odakle je kasnije rekolonizovala Evropu
(Veith 1 sar., 2003). Pored toga $to je jedna od najSire rasprostranjenih vrsta, R. temporaria naseljava
1 veoma razli€ite tipove staniSta i dobro se adaptira na razlicite sredinske uslove, §to moZe biti uzrok
njene visoke intra- i interspecijske geneticke varijabilnosti (Vences i sar., 2013, 2017).

U B. bufo kladi uzorci iz Srbije su pozicionirani blize uzorcima iz Grcke 1 Turske, mada je
cela klada kompaktna, a izracunata intraspecijska geneticka distanca niske vrednosti. lako su razlike
jasne (potvrdene sekvenciranjem koje je vrSeno u oba smera), varijabilnost sekvence je zabeleZena
samo u uzorcima sa lokaliteta TreSnjica 1 onima sa lokaliteta Grza. Koriste¢i mikrosatelite, Brede i
Beebee (2006) su utvrdili prilicno nizak nivo geneticke varijabilnosti populacija B. bufo u citavoj
Evropi. Smatra se da je jedno od glavnih refugijuma ove vrste bilo Balkansko poluostrvo odakle se
vrsila rekolonizacija (Recuero 1 sar., 2012). Isti autori su utvrdili da postoji kontrast izmedu visokog
nivoa genetiCke varijabilnosti u juznim populacijama B. bufo (Apeninsko 1 Balkansko poluostrvo) i
geneticke homogenosti populacija na severu Evrope (Recuero i sar., 2012).

5.2. Pregled spoljasnjih morfoloskih karaktera ranih larvenih stadijuma mrkih Zaba
(rod Rana) i B. bufo sa teritorije Srbije koji najviSe doprinose njihovoj
taksonomskoj identifikaciji

U ovoj studiji je vrSena analiza morfoloske varijabilnosti punoglavaca tri vrste bezrepih
vodozemaca kombinovanjem metoda tradicionalne 1 geometrijske morfometrije. Analiza punoglavaca
vrsta R. dalmatina, R. temporaria i B. bufo, sakupljenih iz prirode na ranim razvojnim stupnjevima
(23. do 25. prema Gosneru, 1960) 1 analiziranih metodama tradicionalne morfometrije, utvrdila je da
su najinformativnije linearne mere za njihovo razlikovanje: Sirina glave (HWV), duzina glave (HLV)
1 duzina repa (TL). Relativna veli¢ina glave predstavlja karakter za razlikovanje rodova Rana i Bufo,
dok je relativna duzina repa karakter za razlikovanje dve vrste mrkih zaba.

Primenom metoda geometrijske i tradicionalne morfometrije analizirana je varijabilnost u
veli¢ini i1 obliku laboratorijski gajenih punoglavaca R. dalmatina, R. temporaria i B. bufo na ranim
stupnjevima razviéa (25. do 29. prema Gosneru, 1960). Oba pristupa su dala veoma sli¢ne rezultate
kada su u pitanju kvantifikacija i opis varijabilnosti veliine i oblika, pri ¢emu je samo metodom
geometrijske morfometrije detektovana razlika u obliku distalnog regiona repa. Za meru ukupne
veli¢ine punoglavca koriS¢ene su veli¢ina centroida (CS), geometrijska sredina (GM) i1 ukupna
duzina (TOTL), i ni u jednom slucaju nije detektovana statisticki znacajna razlika u veli¢ini izmedu
analiziranih vrsta. Medutim, multivarijantne analize su utvrdile statisticki znacajne razlike u obliku
punoglavaca i statisti¢ki znacajan efekat alometrije kao moguéeg uzroka uocene varijabilnosti oblika.

Primenom oba morfometrijska pristupa moguce je oblik analiziranih punoglavaca opisati na
sli¢an nacin (Slike 25 1 27; Tabele 9, 10 i1 11). Za razliku od punoglavaca B. bufo, punoglavci dve
vrste roda Rana su generalno sitniji, sa manjim telima i repovima okvirno dva puta duzim od tela.
Poredenjem dve vrste mrkih Zaba utvrdeno je da R. dalmatina punoglavci imaju kraci rep 1 vece
telo. Medutim, veoma male, suptilne razlike u obliku distalnog dela repa bilo je moguce detektovati
samo primenom geometrijske morfometrije. Naime, na Slici 25. se moZe uociti da punoglavci vrste
roda Rana u odnosu na punoglavce B. bufo imaju uze posteriorne delove repnih peraja i uze vrhove
repova, dok su kod punoglavaca R. dalmatina vrhovi repova vise zaobljeni u odnosu na punoglavce R.
temporaria. Sli¢no studiji Priestley i sar. (2010) koji su pokazali da je za razlikovanje i taksonomsku
identifikaciju dve simpatric¢ke vrste punoglavaca (Rana okaloosae i R. clamitans clamitans) na ranom
razvojnom stupnju (u laboratoriji i na terenu), pored kvalitativnih karakteristika i broja redova
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zubica, veoma bitna i analiza oblika repa punoglavaca, i rezultati proistekli iz ove studije ukazuju
na znacaj analize oblika repa punoglavaca na ranim stupnjevima razvi¢a za razlikovanje vrsta koje
dele isto staniSte.

Identifikovanje razli¢itih vrsta Zaba na larvenom stupnju predstavlja prednost na terenu jer
omoguc¢ava monitoring ove grupe vodozemaca u sezoni kada su adulti slabije aktivni, kao $to je period
van sezone parenja (Priestley 1 sar., 2010). Identifikovanje punoglavaca na osnovu usnog aparata se
¢esto koristi u taksonomiji. Medutim, ova tehnika zahteva kori§¢enje mikroskopa pri ¢emu analizirane
jedinke moraju biti ili zrtvovane ili anastezirane. Za potrebe identifikacije zivih punoglavaca na terenu
neophodno je poznavanje morfoloskih karakteristika, tj. odnosa visine i duzine repa, distance izmedu
vrha njuske i analnog otvora i ukupne duzine jedinke (Priestley i sar., 2010).

Brojna istrazivanja vrsta bezrepih vodozemaca ukazuju na kompleksnu interakciju filogenije,
morfologije, staniSta, stope rasta i brzine plivanja (Richardson, 2001, 2002; Arendt, 2003, 2010;
Dayton 1 sar., 2005), kao i na slab filogenetski signal i ekstremnu plasti¢nost kod punoglavaca
(Eterovick i sar., 2010; Sherratt i sar., 2017). Morfoloska varijabilnost punoglavaca se uocava kako
na individualnom tako i na populacionom i specijskom nivou (Altig i Johnston, 1989; Duellman i
Trueb, 1994; Johansson i Richter-Boix, 2013; Sherratt i sar., 2017). Punoglavci razlicitih vrsta koji
naseljavaju odredene ekoloSke niSe imaju karakteristicne, potencijalno konvergentne forme, prema
kojima se svrstavaju u odgovarajué¢e ekomorfoloske grupacije (Orton, 1953; Altig i Johnston, 1989;
McDiarmid i Altig, 1999; Sherratt i sar., 2018). Sa druge strane, srodne vrste zaba se smenjuju duz
sredinskog gradijenta i donekle preklapaju, pa je neophodno izuc¢avanje njihovih fenotipskih razlika,
evolucije, kao i1 adaptivnih karakteristika koje im omogucavaju opstanak u datim stanistima (Van
Buskirk, 2009).

5.3. Efikasnost primene metoda tradicionalne i geometrijske morfometrije u
morfoloskoj diferencijaciji ranih larvenih stadijuma kod sintopnih populacija
mrkih Zaba (rod Rana) i B. bufo na teritoriji Srbije

Primenom diskriminantne funkcijske analize (DFA) ustanovljeni su gotovo identi¢ni i
izuzetno visoki procenti korektne klasifikacije od 100% za geometrijsku i 99,2% za tradicionalnu
morfometriju. Sli¢no, Escoriza i Ben Hassine (2014) su u svojoj geometrijsko-morfometrijskoj studiji
punoglavaca dve vrste zaba roda Pelobates, ali zasnovanoj na upotrebi kontura, registrovali veoma
visoku diskriminacionu mo¢ primenjene metodologije (96% korektno klasifikovanih punoglavaca).
Superiornost geometrijske nad tradicionalnom morfometrijom isti¢e Arendt (2010). Poredeci ova
dva pristupa u pogledu efikasnosti razlikovanja pet vrsta punoglavaca (porodica Scaphiopodidae),
Arendt (2010) je utvrdio da se 98% uzoraka korektno klasifikovalo primenom geometrijske, a svega
70% primenom tradicionalne morfometrije. Priblizno iste vrednosti klasifikacione ta¢nosti koje su
u ovoj studiji dobijene koris¢enjem metoda geometrijske i tradicionalne morfometrije mogu biti
posledica procedura primenjenih prilikom sakupljanja linearnih podataka u okviru tradicionalno-
morfometrijskog pristupa. Naime, za razliku od ovog istrazivanja u kojoj su linearne mere generisane
sa fotografija, Arendt (2010) je linearne mere prikupio koris¢enjem Sublera.

U svomrevijalnom radu o upotrebi geometrijske morfometrije u herpetologiji, Kaliontzopoulou
(2011) navodi da su autori koji su poredili geometrijsku i tradicionalnu morfometriju zakljucili da je
geometrijska morfometrija osetljivija u detektovanju i opisivanju varijabilnosti oblika (Valenzuela
i sar., 2004; Bonnan 1 sar., 2008; Kaliontzopoulou i sar., 2008; Arendt, 2010). Kao §to je ve¢
istaknuto, metode tradicionalne i geometrijske morfometrije primenjene u ovoj studiji daju veoma
slicne rezultate, a glavna razlika izmedu geometrijske i tradicionalne morfometrije ogleda se u
opisu 1 efikasnosti detekcije varijabilnosti oblika distalnog regiona repa analiziranih punoglavaca.
Navedena razlika je verovatno posledica ¢injenice da standardnom setu linearnih mera (tradicionalno-
morfometrijski pristup) nedostaju mere uzete u distalnom delu repa, dok je standardni set specifi¢nih
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tacaka (geometrijsko-morfometrijski pristup) obuhvatio i tacke u ovom regionu. Opisane diskretne
razlike u obliku distalnog regiona repa nisu mogle biti detektovane metodama linearne morfometrije
jer se one zasnivaju na merenju samo maksimalne duzine i visine repa (Relyea, 2001; Grosjean, 2005;
Alvarez i Nicieza, 2006; Altig, 2007; Arendt, 2010; Hsu i sar., 2011; Lima i Pederassi, 2012; Ili¢ i sar.,
2016). Posto geometrijsku morfometriju odlikuje potencijal da zabeleZi suptilne varijacije u obliku
morfoloskih struktura, ona moZe biti upotrebljena kao komplementarna metoda drugim merama koje
se obi¢no koriste u tradicionalnoj morfometriji (Arendt, 2010; Escoriza i Ben Hassine, 2014). Za
brzinu plivanja, a samim tim i strategiju odbrane od predatora, najvaznija je visina repa i repnog
miSic¢a u srednjem 1/ili posteriornom delu (Johnson i sar., 2008; Arendt 2010). Analiziranjem odnosa
morfologije 1 brzine plivanja punoglavaca pet vrsta zaba (Scaphiopodidae), Arendt (2010) je uocio
da brzi plivaci imaju visi rep (pogotovu u posteriornom delu) i zaklju€io da ova karakteristika ne
bi mogla biti zabeleZena primenom tradicionalne morfometrije koja obi¢no meri samo maksimalnu
Sirinu repa.

Razlike u metodama (ukljucujuéi odabir linearnih mera i specifi¢nih tacaka) mogu da dovedu
do neslaganja u rezultatima. Medutim, direktnim poredenjem studija koje koriste metode tradicionalne
1 geometrijske morfometrije (ukljucujuci one koje se bave morfoloskom varijabilno$¢u punoglavaca)
je moguce uociti podudarnost rezultata ukoliko Sema linearnih mera odgovara Semi specifi¢nih tacaka,
tj. kada se koristi adekvatan broj i raspored linearnih mera. Ovakvo podudaranje je dobio Larson
(2002) koji je koris¢enjem oba morfometrijska pristupa (linearnog i geometrijskog) analizirao rast
hondrokranijuma kod punogavaca R. sy/vatica i pokazao da se rezultati tradicionalno- 1 geometrijsko-
morfometrijske analize u velikoj meri podudaraju, tj. da rast hondrokranijuma nije izometrijski i da su
kod ovih punoglavaca prisutni regionalno razdvojeni obrasci promena oblika.

Takode, vazno je napomenuti da se u ovoj studiji prednost geometrijske morfometrije (kao
i prednost tradicionalne morfometrije u kojoj se linearne mere generisu sa fotografija) u odnosu na
pristup tradicionalne morfometrije kada se linearne mere prikupljaju koris¢enjem Sublera ogleda
i u slede¢em. Naime, analizirani punoglavci tri vrste (R. dalmatina, R. temporaria i B. bufo) su
prili¢no mali, prosecna vrednost ukupne duzine punoglavaca (TOTL) je iznosila od 14 do 15 mm
(Slika 26b; Prilog Tabela 4). Obzirom na mekanu konstituciju tela, punoglavci su veoma nezgodni
za rukovanje, te bi uzimanje linearnih mera Sublerom bilo neprecizno, a moglo bi dovesti i do
znacajnog ostecenja jedinki.

Izu¢avanje oblika razliitih larvenih stupnjeva koji pripadaju istoj vrsti moZe da bude od
pomoci u reSavanju taksonomskih i filogenetskih problema gde karakteristike adulta nisu dovoljne
(Grosjean, 2005). Obrasci promena oblika koji se detektuju primenom metoda geometrijske
morfometrije kod punoglavaca takode mogu biti kvantifikovani, vizualizovani i poredeni u
studijama koje se bave statickom, ontogenetskom ili evolucionom alometrijom, adaptacijama i
fenotipskom plasti¢nosc¢u, kao 1 u svetlu sistematike, taksonomije i filogenije bezrepih vodozemaca
(Kaliontzopoulou, 2011).

5.4. Varijabilnost oblika punoglavaca: uticaj filogenetskih ogranicenja i sredinskih
faktora

Morfoloske karakteristike punoglavaca imaju vaznu ulogu u rekonstrukciji filogenije 1
evolucione istorije glavnih klada Zaba (Haas, 2003). Rani razvojni stupnjevi punoglavaca nisu
Cesto bili predmet taksonomskih studija, jer se smatra da nemaju dovoljno spoljasnjih morfoloskih
karakteristika na osnovu kojih bi se zabeleZile promene, odnosno razlike izmedu analiziranih vrsta. U
ovoj studiji je poredenjem morfoloskih i genetickih interspecijskih distanci utvrdeno da se varijabilnost
oblika upravo ovih uzrasnih stupnjeva R. dalmatina, R. temporaria 1 B. bufo poklapa sa dobijenim
genetickim odnosima izmedu analiziranih vrsta, odnosno da je geneticka osnova adaptacija vrsta i
rodova glavni izvor njihove morfoloSke varijabilnosti.
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Utvrdene taksonomske morfoloSke razlike ranih larvenih stadijuma R. dalmatina, R. temporaria
1 B. bufo se odnose na oblik glavenog i repnog regiona, kao i na relativnu duzinu repa. Morfoloske
razlike izmedu punoglavaca vrsta roda Rana su manje, ali takode uocljive, pri ¢emu je razlika u obliku
zadnjeg dela repa izmedu R. dalmatina 1 R. temporaria uo¢ena samo primenom metoda geometrijske
morfometrije. Vaznost detaljne morfoloSke analize u tacnoj taksonomskoj identifikaciji su demonstirali
Kruger i sar. (2011) u svom istrazivanju morfoloski sli¢nih punoglavaca vrsta Amietia vertebralis 1
A. umbraculata, gde su jedinke ¢esto pogresno identifikovane zbog nedovoljne analize karakteristika
spoljaSnje morfologije (Hewitt, 1927; Wager, 1965, 1986; Van Dijk, 1966; Lambiris, 1987, 1988,
1989; Channing, 2001; Tarrant i sar., 2008). Medutim, opSirnijom morfometrijskom analizom koja je
ukljucivala 33 linearne mere, utvrdene su morfoloske karakteristike (oblik, duzina i obojenost repa,
pozicija dozalnog peraja, broj zubic¢a) za nedvosmisleno razlikovanje ove dve vrste, koje su Kruger i
sar. (2011) potvrdili i molekularno-geneti¢kim metodama.

U ovoj studiji, analizom punoglavaca iz prirode (kao i onih gajenih u akvarijumu), pokazano
je da punoglavci dve Rana vrste u odnosu na punoglavce B. bufo imaju manja tela i repove okvirno
dva puta duze od tela. Opisani oblik tela punoglavaca B. bufo (veliko telo 1 mali rep) odgovara
vrstama koje naseljavaju efemerna stanista, a tip morfologije se naziva kompetitor-orijentisana.
Opisana morfologija punoglavaca roda Rana karakteristi¢na je za vrste koje naseljavaju permanentna
staniSta 1 koje karakteriSe bolja sposobnost plivanja (Relyea, 2002, 2004; Vences i sar., 2002; Relyea
1 Hoverman, 2003). Razvijeni rep moze predstavljati prednost u ve¢im vodenim telima gde jedinka
preplivava duze distance, najverovatnije zbog termoregulacije ili potrage za hranom (Vences 1 sar.,
2002). Povezanost morfologije punoglavaca i tipa stanista ispitivali su Dayton i sar. (2005) koji su
utvrdili da ,,efemerna vrsta” Scaphiopus holbrookii ima relativno vece telo, dok vrsta koja naseljava
permanentna staniSta (Rana sphenocephala) ima bolje razvijen rep, tj. ima Siru osnovu repnog
peraja i repni misi¢. Kod laboratorijski gajenih punoglavaca R. dalmatina, Teplitsky i sar. (2005) su
uocili pozitivnu korelaciju u odnosu brzine plivanja i visine i duzine repnog misi¢a. Punoglavci R.
temporaria u manjim barama (u kojima je manje dostupne hrane i variranje nivoa vode je izrazenije)
imaju niZe repno peraje i uza tela, za razliku od punoglavaca onih populacija koje naseljavaju vece
bare, kod kojih je repno peraje viSe i omogucava brze plivanje (Piqué i sar., 2000; Vences i sar., 2002).
Ova morfologija (malo telo 1 veliki rep) se naziva 1 antipredator-orijentisana, a karakteristi¢na je za
vrste koje naseljavaju stanita sa predatorima (Relyea i Werner, 2000; Van Buskirk, 2002). Sire repno
peraje omogucava punoglavcima vecu stopu prezivljavanja, ne zbog vece brzine plivanja, ve¢ zbog
toga Sto odvlaci paznju predatora od ranjivog tela punoglavca ka repnom peraju koje se regenerise
(Van Buskirk i sar., 2003). Smatra se da obnavljanje repova usled ostecenja od strane predatora nije
,skupo” za jedinke, te predstavlja bitan mehanizam za prezivljavanje (Vences i sar., 2002).

Razlikovanje vrsta se zasniva na poredenju varijabilnosti morfoloskih karakteristika,
fizioloskih, razvojnih i ekoloskih osobina, kao i odlikama ponaSanja. U zadnje vreme se u ovu svrhu
sve viSe koriste i molekularne metode (Padial i sar., 2010). U svojoj studiji o kripticnim vrstama
kopepodnih raci¢a, Karanovic i sar. (2016) smatraju da se razvijanjem metoda za analizu morfoloske
varijabilnosti mogu dobiti iste, ako ne i detaljnije informacije o organizmima nego §to je to moguce
koris¢enjem molekularno-genetickih metoda. Na primer, metodama geometrijske morfometrije je
moguce detektovati razlike izmedu polova, $to nije moguce koris¢enjem DNK barkoding metode.
Od nacina na koji se analizira fenotip zavisi koliko ¢e molekularne i morfoloske karakteristike
biti uskladene. Vec¢ina taksonoma analizira varijabilnost morfoloskih karaktera koji su vidljivi,
lako uocljivi, dok se fenotipske karakteristike koje se ne vide ,,golim okom” rede razmatraju.
Integrativna taksonomija (Dayrat, 2005), kao kombinovani pristup vise metoda (npr. molekularnih
1 morfometrijskih), istrazivanja ¢ini temeljnijim, a reSavanje taksonomskih nedoumica adekvatnijim
(Will i sar., 2005; Padial i sar., 2010). Razdvajanje vrsta i njihov odgovarajuci taksonomski opis
je jedan od preduslova za unapredenje konzervacije vrsta (Mace, 2004; Goldstein i DeSalle, 2011;
Platnick, 2013; Pante i sar., 2015).
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6. ZAKLJUCCI



Primenom 16S rRNK markera, izvrSena je taksonomska identifikacija vrsta analiziranih
uzoraka. Dobijeni rezultati filogenetske analize uzoraka tri vrste roda Rana (R. dalmatina, R. graeca
1 R. temporaria) i B. bufo sa teritorije Srbije su u skladu sa prethodnim filogenetskim istrazivanjima.
Najveca interspecijska geneticka distanca je izraCunata izmedu B. bufo 1 R. temporaria sekvenci,
zatim izmedu B. bufo i R. dalmatina. Najmanja distanca je bila izmedu R. dalmatina i R. temporaria.
Srednja vrednost intraspecijske geneticke distance je bila najveca kod R. temporaria, zatim kod B.
bufo, dok su kod R. dalmatina sekvence pokazale najmanju varijabilnost.

Tradicionalno morfometrijska analiza punoglavaca vrsta R. dalmatina, R. temporaria i B. bufo,
sakupljenih iz prirode na ranim razvojnim stupnjevima (23. do 25. stupnja) utvrdila je da relativna
veli¢ina glave predstavlja karakter za razlikovanje rodova Rana 1 Bufo, dok je relativna duzina repa
karakter za razlikovanje dve vrste mrkih zaba.

Analiza laboratorijski uspesno odgajenih punoglavaca R. dalmatina, R. temporaria 1 B. bufo
na ranim stupnjevima razvica (25. do 29. stupnja), primenom metoda geometrijske i tradicionalne
morfometrije, pokazala je da oba pristupa daju veoma sli¢ne rezultate kada su u pitanju kvantifikacija
1 opis varijabilnosti veli¢ine i oblika.

Metodama geometrijske morfometrije je utvdeno da su punoglavci B. bufo u odnosu na
punoglavce R. dalmatina 1 R. temporaria generalno robustniji, sa veéim telima 1 posteriorno
postavljenim dorzalnim perajima, a da su im repovi krac¢i. Kod punoglavaca vrste B. bufo telo 1 rep
imaju priblizno istu duzinu, dok je kod obe vrste roda Rana rep gotovo dva puta duzi od glave. Kada
su poredene dve vrste mrkih zaba, utvrdeno je da R. dalmatina punoglavci imaju kraci rep 1 vece telo.

Analizama tradicionalne morfometrije utvrdeno je da se, u poredenju sa dve vrste roda Rana,
B. bufo punoglavci odlikuju veé¢im srednjim vrednostima duzine glave (DIS, HL) i manjim srednjim
vrednostima repa (TL, VT, DIT). Taksonomske razlike izmedu punoglavca roda Rana ticale su se
precnika oka (E) i centralnog repnog misiéa (CC).

Medutim, veoma male, suptilne razlike u obliku distalnog dela repa bilo je moguce detektovati
samo primenom geometrijske morfometrije. Punoglavci analiziranih vrsta roda Rana u odnosu na
punoglavce B. bufo imaju uze posteriorne delove repnih peraja i uze vrhove repova, dok su kod
punoglavaca R. dalmatina vrhovi repova vise zaobljeni u odnosu na punoglavce R. temporaria.

Diskriminaciona mo¢ dva morfometrijska pristupa u razlikovanju punoglavaca na ranim
razvojnim stupnjevima analiziranih vrsta zaba je gotovo identi¢na i izuzetno visoka (procenat korektne
klasifikacije od 100% za geometrijsku 1 99,2% za tradicionalnu morfometriju).

Poredenjem morfoloskih i genetic¢kih interspecijskih distanci utvrdeno je da se varijabilnost
oblika punoglavaca R. dalmatina, R. temporaria i B. bufo poklapa sa dobijenim genetickim odnosima
izmedu ovih vrsta.

Uocene morfoloske razlike kod punoglavaca R. dalmatina, R. temporaria i B. bufo predstavljaju
doprinos poznavanju morfologije ovih vrsta na ranim razvojnim stadijumima, §to moze imati primenu
u odredivanju njihove taksonomske pripadnosti, posebno u slucajevima sintopnih populacija, i
unaprediti konzervaciju analiziranih vrsta.
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8. PRILOZI



Prilog Tabela 1. Fizicko-hemijski parametri mereni na mestima uzorkovanja uspe$no odgajenih

punoglavaca.
konduktivitet NaCl KCI
datum T (C) (uS/em’)  (ppm) (ppm) NO, NH, PO, NO,
Avala, jezero Zuce 11.3.2015. 9,5 8,5 476 334 331 0,02 0,14 1 0,6
Grza, ribnjaci 15.3.2015. 12,8 8,2 315 152 115 0,03 0,02 3,5 0,6
Lucani, Gorobilje 15.3.2015. 12,3 8,4 400 110 205 0,0 0,19 1,1 2
Pozega, Moravica 15.3.2015. 11 8 405 115 220 0,06 038 19 0,6
Kragujevac, Petrovacka reka 14.3.2015. 10 8,1 380 216 254 005 02 2,1 0,9
Prilog Tabela 2. Fizicko-hemijski parametri mereni u akvarijumima.
konduktivitet
T (<C) pH (S ) NaCl (ppm) KCI (ppm)  NO, NH, PO, NO,

R. dalmatina 17-23 8 180 - 480
R. temporaria 17-23 8 148 - 527
B. bufo 17-23 8 185 -453

195-202 200-208 0,02-0,04 0,165 0,35-1 0,8-4
0,97 0,75-1,1 0,6-1,55
168 -226 0,03-0,05 0,03 0,5-1,01 0,5-0,7

157 - 258
163 - 220

170 - 264 0,04 - 0,1
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Prilog Tabela 3. Lista analiziranih uzoraka sekvenci /6S rRNK gena i lokaliteta sa geografskim
koordinatama u Srbiji. Identifikacioni brojevi sekvenci (engl. Accession/ID numbers) iz GenBank
baze podataka; radni nazivi izolata su dati u zagradama; boldovane sekvence odgovaraju uzorcima koji
su ukljuceni u morfometrijske analize, a dvoslovne skra¢enice oznacavaju zemlje porekla uzoraka;
R. greca vzorci RG_M77 i RG_MS84 su dobijeni analizom uzoraka iz BatraholoSke zbirke Instituta
za bioloska istrazivanja ,,SiniSa Stankovi¢” - Institut od nacionalnog znacaja za Republiku Srbiju,
Univerzitet u Beogradu, Srbija. Sekvence prijavnih brojeva KR136355 - KR136364 publikovane su
u lli¢ i sar. (2016), a MH791097 - MH791150 u Ili¢ i sar. (2019).
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Zemlja porekla

Vrsta ID sekvence aalfich o S5 Koordinate lokaliteta u Srbiji
AY147941 DE Nemacka
Y11976 FR Francuska
AY014381 ES Spanija
GQ259206 MD Moldavija
GQ259205 MD Moldavija
KY762043 ES Spanija
KR136355 RS (M1_RS) Srbija (Avala) 44.6822,20.5521
KR136356 RS (M2_RS) Srbija (Avala) 44.6822, 20.5521
KR136357 RS (M5_RS) Srbija (Avala) 44.6822,20.5521
MH791090 (RD_M12 RS) Srbija (Divcibare) 44.1069, 20.0055
MH791091 (RD M13_RS) Srbija (Derdap) 44.6311, 22.5372
MH791092 (RD _M15 RS) Srbija (Divéibare) 44.1078, 20.0103
MH791093 (RD_M16_RS) Srbija (Div¢ibare) 44.1078, 20.0103
MH791094 (RD_M17 _RS) Srbija (Div¢ibare) 44.1078, 20.0103
MH791095 (RD_M18 RS) Srbija (Divcibare) 44.1078, 20.0103
MH791096 (RD_M19 RS) Srbija (Divcibare) 44.1078, 20.0103
S MH791097 (RD_M20_RS)  Srbija (Avala) 44.6822,20.5521
'*§ MH791098 (RD_M21_RS)  Srbija (Avala) 44.6822, 20.5521
&S MH791099 (RD_M22 RS)  Srbija (Avala) 44.6822, 20.5521
< MH791100 (RD_M23 RS) Srbija (Avala) 44.6822, 20.5521
§ MH791101 (RD_M24_RS) Srbija (Avala) 44.6822, 20.5521
= MH791102 (RD_M25_RS) Srbija (Pozega) 43.8498, 20.0797
MH791103 (RD_M26_RS) Srbija (Pozega) 43.8498, 20.0797
MH791104 (RD_M27_RS) Srbija (Pozega) 43.8498, 20.0797
MH791105 (RD_M40_RS) Srbija (Kragujevac) 44.0521, 20.8806
MH791106 (RD_M41_RS) Srbija (Kragujevac) 44.0521, 20.8806
MH791107 (RD_M42_RS) Srbija (Kragujevac) 44.0521, 20.8806
MH791108 (RD_M55_RS) Srbija (Div¢ibare) 44.1078, 20.0103
MH791109 (RD_M56_RS) Srbija (Divcibare) 44.1078, 20.0103
MH791110 (RD_MS57_RS) Srbija (Div¢ibare) 44.1078, 20.0103
MH791111 (RD_M58_RS) Srbija (Avala) 44.6822, 20.5521
MH791112 (RD_M59_RS) Srbija (Avala) 44.6822,20.5521
MH791113 (RD_M60_RS) Srbija (Avala) 44.6822, 20.5521
MH791114 (RD_M63 RS) Srbija (Premeca) 43.7696, 20.4295
MH791115 (RD_M70_RS) Srbija (Div¢ibare) 44.1078, 20.0103
MH791116 (RD_M71_RS) Srbija (Div¢ibare) 44.1078, 20.0103

MH791117 (RD_M79 RS)
MH791118 (RD_M83_RS)

Srbija (Premeca)
Srbija (Sjenica)

43.7696, 20.4295
43.2541, 19.9847
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Zemlja porekla

Vrsta ID sekvence aalfich o S5 Koordinate lokaliteta u Srbiji
AY147942 GR Grcka
KX269199 ME Crna Gora
§ KR136364 (11M_RS) Srbija (Brvenica) 43.3498, 20.5895
gﬁ MH791119 (RG_M65 RS) Srbija (Gradac) 44.2373, 19.8807
S MH791120 (RG_M68 RS) Srbija (Korenita) 44.5100, 19.3712
é MH791121 (RG_M72_RS) Srbija (Div¢ibare) 44.1069, 20.0055
MH791122 (RG_M77_RS) Srbija (Kraljevo) 43.7515, 20.7475
MH791123 (RG_M&84 RS) Srbija (Zvonce) 42.9356, 22.5818
JF299206 ES Spanija
DQ283129 DE Nemacka
KC977170 FR Francuska
AB058882 RU Rusija
KC977157 RU Rusija
KJ128957 SE Svedska
KC977158 UA Ukrajina
AB685766 CZ Ceska
KC977178 1T Italija
KC977177_HR Hrvatska
KT074475 ES Spanija
KY762044 ES Spanija
KX269196 UA Ukrajina
3 AY147956_DE Nemacka
§ KR136358 RS (3M_RS) Srbija (Bigar) 44.2238,21.8722
& KR136359 RS (6M_RS) Srbija (Bigar) 44.2238,21.8722
§ KR136360 RS (7M_RS) Srbija (Bigar) 44.2238,21.8722
S MH791124 (RT_1-19_RS) Srbija (Lucani) 43.8600, 20.1689
S MH791125 (RT_1-20_RS) Srbija (Lucani) 43.8600, 20.1689
= MH791126 (RT_M14_RS) Srbija (Perdap) 44.3935, 22.1743
MH791127 (RT_M28_RS) Srbija (Lucani) 43.8600, 20.1689
MH791128 (RT_M29 RS) Srbija (Lucani) 43.8600, 20.1689
MH791129 (RT_M30_RS) Srbija (Lucani) 43.8600, 20.1689
MH791130 (RT_M31_RS) Srbija (Grza) 44.8964, 21.6459
MH791131 (RT_M32_RS) Srbija (Grza) 44.8964, 21.6459
MH791132 (RT_M33_RS) Srbija (Grza) 44.8964, 21.6459
MH791133 (RT_M43_RS) Srbija (Grza) 44.8964, 21.6459
MH791134 (RT_M44_RS) Srbija (Grza) 44.8964, 21.6459
MH791135 (RT_M45_RS) Srbija (Grza) 44.8964, 21.6459
MH791136 (RT_M46_RS) Srbija (Lucani) 43.8600, 20.1689
MH791137 (RT_M47_RS) Srbija (Lucani) 43.8600, 20.1689
MH791138 (RT_M48_RS) Srbija (Lucani) 43.8600, 20.1689
MH791139 (RT_M74 RS) Srbija (Vlasina) 42.7526, 22.3263
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Zemlja porekla

Vrsta ID sekvence ettt m S Koordinate lokaliteta u Srbiji
AY555021 _IT Italija
AY555020 IT Italija
AY 840247 TR Turska
AY555025 TR Turska
AY555022 GR Grcka
AY840230 GR Grcka
JX218105 HR Hrvatska
JX218100 UA Ukrajina
JQ348765 AU Austrija
KF665394 CZ Ceska
KT239421 SE Svedska
©  KT239398 SE Svedska
3 KR136361 RS (4M_RS) Srbija (TreSnjica) 44.1217, 19.4992
% KR136362 RS (8M_RS) Srbija (TreSnjica) 44.1217, 19.4992
Q KR136363 RS (9M_RS) Srbija (Tresnjica) 44.1217, 19.4992
MH791140 (BB_M34_RS) Srbija (Avala) 44.6822, 20.5521
MH791141 (BB_M35_RS) Srbija (Avala) 44.6822,20.5521
MH791142 (BB_M36_RS) Srbija (Avala) 44.6822,20.5521
MH791143 (BB_M37_RS) Srbija (Grza) 44.8964, 21.6459
MH791144 (BB_M39_RS) Srbija (Grza) 44.8964, 21.6459
MH791145 (BB_M49_RS) Srbija (Avala) 44.6822, 20.5521
MH791146 (BB_MS0_RS) Srbija (Avala) 44.6822, 20.5521
MH791147 (BB_MS51_RS) Srbija (Avala) 44.6822, 20.5521
MH791148 (BB_MS52_RS) Srbija (Grza) 44.8964, 21.6459
MH791149 (BB_MS53_RS) Srbija (Grza) 44.8964, 21.6459
MH791150 (BB_MS54_RS) Srbija (Grza) 44.8964, 21.6459
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Prilog Tabela 4. Vrednosti u milimetrima (sirove linearne mere) za varijable: HH — visina glave, HL
— duzina glave, E — pre¢nik oka, TH — visina repa, TL — duZina repa, CC — visina miSica repa, VT
— rastojanje izmedu analnog otvora i vrha repa, DIT — rastojanje izmedu dorzalne insercije repnog
peraja i vrha repa, DIS — rastojanje izmedu dorzalne insercije repnog peraja i vrha njuske, VS -
rastojanje izmedu analnog otvora i vrha njusSke, TOTL — ukupna duZina punoglavca.

vrsta HH  HL ) TH TL CC VI DIT DIS VS TOTL
. dalmatina 4,00 632 056 4,01 10,25 1,15 9,69 12,22 486 7,24 16,55
. dalmatina 3,74 6,41 0,55 4,02 10,22 1,18 9,82 13,01 4,11 7,11 16,59
dalmatina 3,99 6,52 0,57 430 11,02 1,25 10,07 14,47 3,87 7,65 17,53
dalmatina 3,82 6,02 049 384 9,08 1,04 864 11,74 3,89 6,81 15,07
dalmatina 3,99 6,87 0,63 437 11,09 1,25 10,46 14,73 394 7,75 17,96
dalmatina 3,78 6,53 0,51 4,09 10,19 1,12 9,62 13,60 3,66 7,38 16,68
dalmatina 3,63 6,27 0,51 395 10,03 1,10 9,59 13,25 3,55 7,02 16,26
dalmatina 4,05 6,43 0,56 393 1046 1,15 9,69 13,88 3,72 745 16,88
dalmatina 3,80 6,54 0,64 4,10 10,72 1,19 10,21 13,96 3,81 7,38 17,22
dalmatina 3,15 494 044 327 7,54 0,88 6,82 989 3,00 593 12,46
dalmatina 3,71 7,48 0,62 438 11,47 1,31 10,88 14,98 4,63 836 18,94
dalmatina 3,23 6,37 0,53 3,63 10,19 1,25 9,74 12,65 4,56 6,96 16,55
dalmatina 3,30 6,34 0,56 3,76 9,45 1,18 8,14 1247 423 7,770 15,77
dalmatina 2,41 485 043 273 7,799 095 745 10,38 2,89 526 12,64
dalmatina 3,43 598 0,53 3,57 9,21 1,12 881 12,07 4,04 6,44 15,16
dalmatina 3,70 6,95 0,57 424 1091 1,34 1042 1427 426 7,76 17,86
dalmatina 3,64 7,08 0,55 4,15 11,23 1,34 10,63 14,77 4,30 7,94 18,30
dalmatina 3,90 7,67 0,66 428 11,36 1,39 10,77 1529 4,77 832 19,01
dalmatina 4,28 7,22 0,52 436 11,07 1,40 10,48 13,51 5,76 7,86 18,25
dalmatina 3,83 6,95 0,58 3,86 10,87 1,22 10,27 14,05 4,58 7,73 17,82
dalmatina 2,57 432 037 283 7,59 082 7,18 940 2,84 491 11,89
dalmatina 2,50 4,37 036 283 797 084 754 985 3,01 497 12,34
dalmatina 2,66 438 037 2,74 7,60 0,80 726 9,78 2,66 490 11,97
dalmatina 2,39 436 037 283 797 086 751 989 2,66 5,08 12,27
dalmatina 2,58 4,53 036 286 7,82 083 748 984 2,76 5,13 12,29
dalmatina 2,69 4,50 036 3,00 786 0,76 7,57 9,73 2,80 5,05 12,27
dalmatina 2,54 446 031 283 749 0,82 697 950 2,76 522 11,92
dalmatina 2,89 4,69 0,38 3,01 8,09 09 7,57 10,17 2,99 547 12,75
dalmatina 2,67 448 037 291 797 086 745 9,71 296 530 12,39
dalmatina 2,59 4,59 041 2,73 7,74 083 7,25 999 2,88 521 12,33
dalmatina 2,34 5,05 047 287 797 099 7,66 10,24 2,84 5,62 12,88
dalmatina 2,47 491 0,54 3,06 784 1,03 7,50 10,13 2,77 549 12,64
dalmatina 2,43 481 045 2,71 7,99 093 7,57 10,30 2,58 544 12,69
dalmatina 2,54 5,08 048 282 8,04 091 7,76 1034 2,80 559 12,95
dalmatina 2,49 492 043 2,69 7,63 094 724 993 2,78 549 1247
dalmatina 2,38 4,87 0,50 284 791 093 746 997 291 552 12,67
dalmatina 2,25 4,57 045 246 725 0,78 690 939 251 5,11 11,72
dalmatina 2,12 446 042 238 7,23 081 7,02 9,05 2,64 481 11,55
dalmatina 2,40 4,88 0,50 281 7,67 093 734 943 3,07 541 12737
dalmatina 2,09 4,72 0,28 203 589 084 576 836 231 497 10,52
. temporaria 2,67 536 033 348 927 1,09 890 10,65 4,05 6,07 14,57
. temporaria 2,41 520 034 3,28 9,12 1,09 8,66 10,56 3,80 598 14,25
. temporaria 2,38 494 034 3,16 9,18 1,07 875 10,40 3,76 5,73 14,06
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R. temporaria 2,33 4,88 0,37 324 854 1,00 8,03 990 3,63 5,60 1337
R. temporaria 2,75 5,56 0,28 3,59 9,13 1,08 8,74 10,35 4,37 6,30 14,61
R. temporaria 2,39 5,10 032 3,15 846 1,10 8,11 9,73 3,74 584 13,41
R. temporaria 2,48 5,10 0,32 326 884 099 8,47 10,39 3,61 5,79 13,87
R. temporaria 2,54 542 034 334 922 1,05 8,86 10,71 3,98 6,09 14,57
R. temporaria 2,67 546 037 3,56 9,02 1,13 8,66 10,59 394 6,21 14,39
R. temporaria 2,41 540 036 3,23 9,19 1,12 8,73 10,65 3,96 6,20 14,50
R. temporaria 2,48 5,66 0,40 335 9,77 122 937 11,10 4,29 6,45 15,30
R. temporaria 2,68 547 0,40 3,17 10,14 1,17 9,54 11,43 437 6,32 15,59
R. temporaria 2,62 6,12 0,50 3,53 982 1,28 9,35 11,09 4,85 6,96 15,83
R. temporaria 2,97 6,00 045 3,69 10,50 1,29 991 12,17 4,50 6,90 16,45
R. temporaria 2,50 5,71 0,38 3,15 9,81 1,11 934 11,22 450 6,41 15,50
R. temporaria 2,51 5,52 037 3,12 993 1,06 940 11,53 4,09 6,23 1542
R. temporaria 2,50 6,07 0,45 3,36 10,78 1,20 10,22 12,23 4,77 6,90 16,81
R. temporaria 2,68 5,80 0,41 3,41 10,06 1,22 9,770 11,47 4,53 6,46 15,82
R. temporaria 2,54 6,10 0,49 3,48 10,22 1,26 9,73 11,81 4,82 6,78 16,31
R. temporaria 2,48 5,64 038 3,13 9,775 1,13 943 11,32 4,15 6,24 15,33
R. temporaria 2,18 533 0,39 322 883 1,05 854 10,36 3,88 5,84 14,11
R. temporaria 2,93 6,00 042 3,63 10,07 1,15 9,50 11,79 4,51 6,86 16,05
R. temporaria 2,10 5,26 0,40 3,07 8,78 1,04 8,44 10,18 3,95 5,80 14,00
R. temporaria 2,60 5,19 039 3,65 954 120 8,779 10,98 3,96 6,22 14,70
R. temporaria 2,93 5,86 0,38 3,73 10,27 1,18 9,54 12,21 4,03 6,94 16,07
R. temporaria 2,76 5,60 0,43 328 992 1,13 9,11 11,44 4,18 6,609 1548
R. temporaria 2,77 5,57 0,44 3,28 936 1,15 8,62 11,04 4,08 6,58 14,90
R. temporaria 2,93 590 046 3,79 10,57 1,27 9,83 12,48 4,09 7,06 16,38
R. temporaria 2,94 5,88 0,50 3,75 10,29 1,21 9,67 11,87 4,50 6,82 16,13
R. temporaria 2,08 4,66 037 2,68 787 086 722 820 440 5,53 1248
R. temporaria 2,71 5,67 037 3,72 9,66 120 892 11,58 391 6,76 15,26
R. temporaria 2,61 5,69 045 3,57 985 1,17 9,08 12,19 3,57 6,69 15,51
R. temporaria 2,66 5,58 0,49 3,56 9,77 1,13 890 11,86 3,72 6,72 15,31
R. temporaria 2,56 5,15 0,39 3,18 9,79 1,01 9,17 11,39 3,62 6,12 14,86
R. temporaria 2,66 5,75 0,47 3,81 10,56 1,22 10,02 13,09 3,41 6,65 16,27
R. temporaria 2,68 5,58 0,46 3,60 10,09 1,21 9,28 11,97 3,82 6,73 15,61
R. temporaria 2,56 5,41 0,39 3,64 946 1,20 8,777 11,20 3,77 6,46 14,81
R. temporaria 2,53 541 0,40 3,40 927 1,11 8,67 10,96 3,81 6,34 14,60
R. temporaria 2,51 5,69 039 342 997 1,08 945 11,92 383 6,51 15,59
R. temporaria 2,35 5,16 041 341 895 1,11 8,10 10,63 348 6,39 13,98
B. bufo 339 6,70 048 344 9,776 1,15 893 11,67 4,77 798 16,32
B. bufo 3,37 593 038 3,11 8§11 1,06 7,81 9,86 439 6,50 14,01
B. bufo 3,38 6,00 037 3,02 785 1,01 7,50 9,10 491 6,61 13,82
B. bufo 297 5,60 042 3,05 791 094 7,60 892 473 6,19 1348
B. bufo 3,41 55 035 3,11 747 095 7,13 889 435 6,17 13,01
B. bufo 3,45 581 040 291 820 091 790 9,65 4,69 631 14,01
B. bufo 294 5,12 033 283 690 080 6,19 801 430 597 12,02
B. bufo 3,14 581 045 3,11 827 095 7,87 10,22 4,28 6,35 14,09
B. bufo 327 7,00 0,50 388 987 133 9,00 11,36 5,70 8,20 16,84
B. bufo 3,38 5,83 043 328 790 097 7,54 9,02 495 644 13,71
B. bufo 4,14 740 0,65 3,88 10,38 1,33 940 12,01 6,17 8,63 17,78
B. bufo 383 6,72 047 3,71 10,19 1,39 9,52 11,83 5,53 7,60 16,91
B. bufo 448 7,62 0,60 4,06 11,12 1,34 10,30 12,41 6,69 8,72 18,73
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4,25
4,30
4,49
4,15
3,96
4,22
4,01
2,64
2,46
2,25
2,25
2,21
1,78
2,15
1,95
1,74
1,70
3,48
3,92
3,45
4,20
3,68
3,61
3,65
3,13
3,60
3,28

7,36
7,17
7,52
7,36
7,44
7,52
7,64
4,49
4,42
4,36
4,37
4,11
3,85
3,82
4,07
3,94
3,70
6,09
6,57
6,40
6,78
6,31
6,22
6,66
6,09
6,15
4,84

0,69
0,69
0,64
0,56
0,67
0,61
0,66
0,33
0,34
0,38
0,29
0,25
0,24
0,25
0,27
0,19
0,20
0,41
0,32
0,51
0,40
0,48
0,43
0,36
0,37
0,38
0,33

3,83
4,33
4,04
4,09
4,14
3,96
4,14
2,47
2,44
2,26
2,27
1,96
2,05
2,34
2,25
2,08
2,02
3,22
3,84
3,46
3,31
3,59
3,67
3,39
3,55
3,42
2,98

10,38
11,14
11,09
10,68
10,78
10,92
10,79
6,16
6,16
5,96
6,10
4,81
4,96
5,17
5,35
4,44
3,95
8,49
8,64
8,15
8,36
8,97
8,15
8,42
7,92
8,08
7,20

1,30
1,45
1,35
1,40
1,47
1,33
1,38
0,87
0,88
0,79
0,83
0,68
0,72
0,78
0,76
0,66
0,66
1,16
1,26
1,15
1,20
1,24
1,23
1,25
1,15
1,18
1,01

9,41
10,10
10,07
9,90
10,04
10,19
9,93
5,49
5,47
5,62
5,75
4,58
4,24
4,90
5,02
4,28
3,68
8,13
8,44
7,92
7,95
8,47
7,78
8,29
8,04
7,70
6,82

12,22
12,74
12,45
12,00
12,32
11,99
12,31
6,84
6,72
6,78
6,61
5,86
4,97
5,98
6,08
4,94
4,76
9,70
0L
9,18
10,19
10,10
9,34
9,61
8,42
8,91
7,44

5,91
6,04
6,61
6,30
6,27
6,64
6,50
4,10
4,06
3,72
4,04
3,15
3,95
3,17
3,53
3,56
2,88
5,20
5,74
5,75
5,45
5,52
5,38
5,81
5,82
5,75
4,91

8,57
8,42
8,74
8,46
8,45
8,60
8,72
5,30
5,28
4,83
4,82
4,48
4,77
4,25
4,51
4,23
4,18
6,63
6,96
6,80
7,27
7,07
6,84
6,96
6,29
6,68
5,39

17,74
18,31
18,61
18,03
18,21
18,39
18,43
10,66
10,57
10,31
10,45
8,89

8,78

8,97

9,41

8,36

7,58

14,58
15,21
14,55
15,13
15,28
14,36
15,08
14,00
14,22
12,04
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Mpwnor 1.

UsjaBa o ayTopcTBY

NotnucaHu-a Mapuja Uaunh

6poj nHaexca 563029/12

UsjaBbyjem
[a je LOKTOpCKa AncepTaumja nog Hac/10BOM

Mopdonouwka aubepeHumjaumja napseHmx ctagnjyma ogabpaHux spcra aba pogosa

Rana v Bufo Ha noapydjy Cpbuje

° pPe3ynTat COnCTBeHOr NUCTPaXKMBaAYKor paaa,

® [a NpeasioXKeHa guceptauuja y LeNMHU HU Yy AeN0oBMMa Huje buna npennoskeHa 3a
fobujarbe 610 Koje Aunaome npema CTyAMjCKUM NPorpamMmmma Apyrux BUCOKOLLIKOMCKUX
YCTaHOBa,

e [la Cy pe3yaTaTu KOPEeKTHO HaBeseHU U

® a3 HMCaM KpLKo/na ayTopcKa Npasa U KOPUCTUO UHTENEKTYaIHY CBOjUHY APYrvX Inua.

MoTtnuc poKTopaHaa

Y beorpagay, 2020. M
: U da
[4




Mpwnor 2.

VI3jaBa 0 MUCTOBETHOCTY LITAMIIAHE U €JIEKTPOHCKE Bep3uje
IOKTOPCKOT paja

NUme n npesnme aytopa Mapwuja Uanh

Bpoj nHaexca 53029/12

Cryaujcku nporpam bruonoruja

Hacnos paga Mopdonouka andepeHumjaumja napBeHmx ctagmjyma ofabpaHumx BpcTa Kaba
poaosa Rana v Bufo Ha noapyuyjy Cpbuje

MeHTop npod. Ap Jenka LpHobpha-Ucannosuh, npod. ap Mpeapar CumoHosuh

MoTnucanun/a Mapwmja Uanh

M3jaB/pyjem aa je wTtamnaHa Bep3nja MOr AOKTOPCKOr paja MCTOBETHA eN1eKTPOHCKO] BEP3nju
Kojy cam npenao/na 3a objaB/bmBarbe Ha noptany AurMtanHor penosutopujyma YHusepsurterta

y beorpagy.

[o3Bos/baBam aa ce objaBe MOju IMYHM NOAALLM Be3aHK 3a A0bujatbe akafeMCKOr 3Bakba AOKTopa
HayKa, Kao LWTO Cy UMe v npesnme, rognHa n mecto pohera n gatym oabpaHe paga.

OBM MYHM NoZauM Mory ce 06jaBUTM Ha MPEXKHMM CTpaHULama auruTanHe 6ubavoteke, y
e/IeKTPOHCKOM KaTanory uy nybnvkaumnjama YHusepsuteTa y beorpagy.

MoTtnuc poKTopaHaa

Y beorpagay, 2020.
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Mpunor 3.

UsjaBa o kopuwhemwy

Osnawhyjem YHuBep3uTeTcky 6bubanorteky ,CBetosap Mapkosuh” pga y AurutanHu
penosuTopujym YHMBep3uTeTa y beorpaay yHece mojy AOKTOPCKY AMcepTaumnjy nos Hac/IoBOM:

Mopdonouwka audepeHumjaumja napBeHmx ctagnjyma ogabpaHux Bpcra kaba pogosa

Rana v Bufo Ha noapyyjy Cpbuje

KOja je Mmoje ayTOpCKO Aeno.

[OucepTaumjy ca cBMM NpUaA03MMa npeaao/na camy efnekTpoHCKoM popmaTy NnorogHoOM 3a TpajHo
apxusuparse.

Mojy [OKTOpCKY AucepTauumjy noxpakbeHy y [AurntanHu penosuTtopujym YHuBepsuteTa y
Beorpaay mory ga KopucTe CBM KOju nowTyjy oapenbe cagpkaHe y ogabpaHom TUNy AnueHLe
KpeatusHe 3ajegHuue (Creative Commons) 3a Kojy cam ce ognyymo/na.

1. AytopcTBo
2. AyTOpCTBO - HEKOMEPLMjaHO
@Ay‘ropcmo — HeKomepuujanHo — 6e3 npepage
4. AyTOpCTBO — HEKOMEPLMjasIHO — AeANTU NoA UCTUM YCI0BMMA
5. AytopcTBo — 6e3 npepase
6. AyTOpCTBO — [eUTH MO UCTUM YCI0BUMA

(Monnmo ga 3a0Kpy»KuTe camo jeaHy oA, wecT NnoHyheHux AnUeHUM, KpaTak onuc AuueHum aat
je Ha nonehuHu nucra).

MoTtnuc p,ox'ropaHp,a

Y beorpagay, 2020.




1. AytopctBo - [Jo3BO/baBaTe yMHOXaBarbe, AUCTPMOYUMj)y M jaBHO caonwTaBakbe Aena, U
npepaze, ako ce HaBeje MMe ayTopa Ha HauuH ogpeheH of CTpaHe ayTopa MAM Aasaoua
JIMLEHLE, YaK U Yy KomepuujanHe cepxe. OBO je HajcnoboaHMja o4, CBMX INLEHLM.

2. AytopcTBO — HeKomepuMujanHo. [lo3BosbaBaTe YMHOMXaBakbe, AUCTPUMOYUM)Y U jaBHO
caonLwTaBame Aena, v Npepase, ako ce HaBeae MMe ayTopa Ha HauuH ogpeheH og cTpaHe ayTopa
nnn fasaoua nvueHue. OBa IMLEHLA He A03BO/baBa KOMepLMjanHy ynotpeby aena.

3. AyTOopCTBO - HeKomepuujanHo — 6e3 npepage. [lo3Bo/baBaTe YMHOXKaBake, AUCTPUOYLN]Y U
jaBHO caonwTaBarbe Aena, 6e3 npomeHa, npeobavkoBakba UAM ynoTpebe gena y cBom geny,
aKo Ce HaBede MMe ayTopa Ha HauuH oapeheH oA cTpaHe ayTopa WaM gasaola auueHue. OBa
JIMLLEHUA He 03BO/baBa KOMepLMjanHy ynoTpeby Aena. Y ogHOCY Ha CBe OCTasle IMLLEHLE, OBOM
JINUEHLOM ce orpaHu4yaBa Hajsehu obum npasa Kopuwhera gena.

4. AYyTOPCTBO - HEKOMEPLMjasIHO — Ae/IUTU MO, UCTUM YCI0BMMa. [103BO/baBaTe YMHOMaBakbe,
ANCTPMBYLMjY M jaBHO caoniwTaBarbe Aena, U Npepaje, ako ce HaBeae MMe ayTopa Ha HauuH
oapeheH og cTpaHe ayTopa MKW AaBaola AMLEHLE U aKo ce npepasa AucTpnbynpa nog UcTom
WY CIMYHOM nLeHUoMm. OBa iMLEeHLa He A03BO/baBa KOMepLUMjanHy ynoTpeby gena u npepasa.

5. AytopcTBo — 6e3 npepage. [1o3Bo/baBaTe YMHOKaBakbe, AUCTPUOYLMjY 1 jaBHO caonLiTaBakbe
nena, 6e3 npomeHa, npeobnrMkoBaka UAM ynotpebe Aena y CBOM Aenly, ako ce HaBeae ume
ayTopa Ha HauuH ogpeheH of cTpaHe ayTopa uan gasaoua avueHue. OBa AMLEHLa 403BO/baBa
KOoMepLUujanHy ynotpeby aena.

6. AyTOpCTBO - AennTW NoA UCTUM ycroBMMa. [Jo3BorbaBaTe yMHOXaBah-e, ANCTPUbyLmjy
1 jaBHO caonwiTaBake Aena, U npepage, ako ce HaBede MMe ayTopa Ha HauuH oapefheH
o4 CTpaHe ayTopa unv gasaoua nuueHue 1 ako ce npepaga guctpubyupa nog Uctom
unu cnuyHom nuueHuom. OBa nuueHua Ao3BoSfbaBa KomepuwmjanHy ynotpeby gena u
npepaga. CnuyHa je copTBEPCKUM NMLEeHLama, OAHOCHO nyUeHLamMa OTBOPEHOr Koaa.



