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Fenotipska plasti¢nost Zutotrtbog mukaca (Bombina variegata) u uslovima isusivanja
staniSta

SaZetak

Ekoloski uslovi u prirodi su promenljivi, pa organizmi moraju biti sposobni da se prilagode
tim promenama kako bi opstali. Sposobnost jednog genotipa da u odgovoru na promene sredine
modifikuje razvi¢e, osobine Zivotne istorije, morfologiju i ponasanje naziva se fenotipska
plasticnost.

Isusivanje stanista predstavlja jedan od najsnaznijih abiotickih stresora koji remeti Zivotni
ciklus vodozemaca. Mnoge vrste bezrepih vodozemaca imaju sposobnost da ubrzaju razvice i
zavrse metamorfozu pre nego $to staniste presusi. U ovoj disertaciji ispitali smo kako isusujuci
uslovi stani$ta uticu na osobine Zivotne istorije, morfologiju i fiziologiju Zutotrbog mukaca
(Bombina variegata). Rezultati su pokazali da ispitana populacija nema sposobnost da ubrza razvice
u isusujuc¢im uslovima. Naprotiv, larvalni period je bio produzen ili nepromenjen, nezavisno od
stadijuma razvica u kom su jedinke bile izloZzene isusivanju. Isusujuci uslovi su negativno uticali na
duzinu tela 1 masu jedinki, $to se negativno odrazilo na stopu rasta i kondicioni indeks, na pocetku
(GS 42) 1 na kraju metamorfoze (GS 46). Medutim, to se nije odrazilo na duzinu i oblik repa niti
na skakacke performanse juvenilnih jedinki. Takode, nisu zabelezene promene u nivou
kortikosterona ni u parametrima antioksidacionog sistema.

Nepromenjen ili produzen larvalni period u uslovima isusivanja, uz stabilne fizioloske
parametre, ukazuju na mogucu modifikaciju HPI ose kod ove populacije. Ovi rezultati sugerisu da
je populacija Zutotrbog mukaca sa ispitivanog lokaliteta lokalno adaptirana na specifi¢ne hidroloske
uslove putem geneticke asimilacije.

Klju¢ne reci: fenotipska plasti¢nost, zutotrbi mukac, isusivanje stanista, osobine zivotne istorije,
morfologija, fiziologija

Naucna oblast: Biologija
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Phenotypic plasticity of the yellow-bellied toad (Bombina variegata) under habitat
drying conditions

Summary

Environmental conditions in nature are constantly changing, requiring organisms to adjust
in order to survive. The ability of a single genotype to alter its development, life-history traits,
morphology, and behavior in response to environmental variation is known as phenotypic
plasticity.

Habitat desiccation is one of the most severe abiotic stressors that disrupts the life cycle of
amphibians. Many species of anurans can accelerate their development and complete
metamorphosis before their aquatic habitats dry out. In this dissertation, we investigated how
desiccation conditions affect life-history traits, morphology, and physiology in the yellow-bellied
toad (Bombina variegata). Our results show that the studied population lacks the ability to accelerate
development under desiccation stress. On the contrary, the larval period was either prolonged or
unchanged, regardless of the developmental stage at which individuals were exposed to drying
conditions. Desiccation negatively affected body length and mass, leading to a reduced growth rate
and lower condition index at both the beginning (GS 42) and the end of metamorphosis (GS 40).
However, these unfavorable conditions did not affect tail length or shape, nor did they impair the
jumping performance of juvenile individuals. Additionally, no changes were observed in
corticosterone levels or in parameters of the antioxidant system.

The absence of developmental acceleration, along with stable physiological responses under
desiccation stress, suggests a possible modification of the HPI axis in this population. These
findings indicate that the B. variegata population from the studied locality may be locally adapted
to specific hydrological conditions through genetic assimilation.

Key words: phenotypic plasticity, yellow-bellied toad, habitat desiccation, life-history traits,
morphology, physiology
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1. UVOD

1.1 Fenotipska plasti¢nost

1.1.1 Fenomen fenotipske plasticnosti i norme reakcije

Ekoloski uslovi koji vladaju u prirodi se neprestano menjaju kao rezultat slozenih interakcija
biotickih i abiotickih faktora. Zbog prirode ovih interakcija, organizmi su prinudeni da brzo
detektuju promene u svom okruzenju i odgovore na njih kako bi opstali u datim uslovima. Jedinke
mnogih biljnih i zivotinjskih vrsta imaju sposobnost da menjaju svoje ponasanje, fiziologiju,
morfologiju, dinamiku rasta i druge osobine Zivotne istorije kao reakciju na sredinske promene i ta
sposobnost organizama da se menjaju pod uticajem sredine se naziva fenotipska plasticnost
(Pigliucci 1 sar., 2006). Fenotipska plasticnost predstavlja jednu od osnovnih komponenti
fenotipske varijabilnosti. To je sposobnost jednog genotipa da, usled delovanja razlicitih sredinskih
faktora, formira razlicite fenotipove (West-Eberhard, 2003). U Sirem smislu, moze se re¢i da se
fenotipska plasticnost nekog organizma odnosi na sve osobine njegovog fenotipa koje se menjaju
pod uticajem sredine. Intenzitet plasticnog odgovora je specifican za svaku vrstu 1 svaku osobinu,
a takode i za svaki sredinski stimulus. Stoga, data sredina moze indukovati plasticni odgovor neke
osobine koji nece biti ispoljen u nekim drugim sredinama, a s druge strane, promena u sredini
moze indukovati vise razlicitih plasti¢cnih odgovora. Bitno je istaci da, iako je fenotipska plasticnost
geneticki determinisana (u ovom kontekstu, genotip se odnosi na skup svih gena koji uticu na
razvoj odredene osobine), ona nije univerzalna karakteristika genotipa, ve¢ je specificna za
odredenu osobinu ili skup osobina (Via i Lande, 1987; Van Kleunen i Fisher, 2005). Plasti¢nost
povecava fenotipski diverzitet i olak$ava odrzavanje geneticke varijabilnosti u populaciji, tako $to
prikriva geneticku varijabilnost od delovanja selekcije (Draghi i Whitlock, 2012; Gémez Mestre 1
Jovani, 2013), a takode ima bitnu ulogu u divergenciji izmedu populacija §to posledi¢no moze
uticati na procese specijacije (Price i sar., 2003; Pfennig i sar., 2010; Davidson i sar., 2011).
Plasti¢nost se takode smatra evolutivhom adaptacijom na promene u sredini koje su predvidive i
desavaju se unutar zivotnog veka jedinki, jer omogucava jedinkama da prilagode svoj fenotip
razlicitim okruzenjima (West-Eberhard, 2003).

Plasticnost neke osobine uobicajeno se prikazuje normom reakcije koja predstavlja graficki
prikaz svih fenotipova koje jedan genotip moze ispoljiti u razlic¢itim sredinama (Sultan, 1987) (Slika
1.). Na ovom dijagramu prikazan je jedan genotip u dve sredine, pri c¢emu su sredine predstavljene
na x-osi, a fenotipske vrednosti osobine na y-osi (npr. vrednosti duzine tela, mase, larvalnog
perioda itd.). Kako bi se lakse uocile razlike u srednjim vrednostima osobine koju jedan genotip
moze proizvesti u razli¢itim sredinama, te vrednosti se povezuju linijama. Na taj nacin, svaki
genotip dobija svoj dijagram norme reakcije. Nagib norme reakcije pokazuje nivo plasti¢nosti
posmatrane osobine. Sto znadi da ¢e neki genotip ukoliko nije plastican u razli¢itim sredinama
imati ravou normu reakcije, odnosno srednja vrednost osobine koja se posmatra bice
nepromenjena (Slika 1. a) - plavi genotip). Genotipovi koji imaju paralelne norme reakcije
pokazuju isti pravac i opseg fenotipske promene (Slika 1. b)) u dve sredine, i pretpostavlja se da
su mehanizmi koji reguliSu odgovore na okolinu isti kod razli¢itih genotipova. Nasuprot tome,
kada se norme reakcije razlikuju u nagibu ili se preklapaju, to ukazuje na geneticku varijabilnost u
nacinu na koji genotipovi percipiraju i obraduju signale iz okoline, odnosno na postojanje geneticke
varijabilnosti u fenotipskoj plasticnosti (Conover i Schultz, 1995) (Slika 1. ¢) i d)).
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Slika 1. Prikaz normi reakcije za dva genotipa u dve razli¢ite sredine. Na x-osi su predstavljene
vrednosti nekog sredinskog faktora u sredinama E1 1 E2, dok y-osa prikazuje fenotipske vrednosti
odredene osobine. Genotipovi su oznaceni razlicitim bojama. a) Genotip oznacen crvenom bojom
je plastican u ove dve sredine (kosa norma reakcije), tj. pokazuje promenu vrednosti osobine u ove
dve sredine; genotip oznacen plavom bojom nije plastican u ove dve sredine $to je prikazano
ravnom normom reakcije. b) Oba genotipa imaju iste (paralelne) norme reakcije, tj. genotipovi
pokazuju isti pravac i opseg fenotipske promene. ¢) U ovom slucaju norme reakcije dva genotipa
nisu paralelne, odnosno njihovi fenotipski odgovori se razlikuju. d) Norme reakcije dva genotipa
se uksstaju $to znaci da im se vrednosti osobine u razli¢itim sredinama menjaju na razlicite nacine,
odnosno postoji geneticka varijabilnost u nacinima primanja i obrade signala iz okoline (preuzeto
1 modifikovano prema: Stojkovi¢ i Tuci¢, 2012).

Velika geneticka varijabilnost praéena razli¢itim sredinskim uslovima nije uvek povezana sa
visokom fenotipskom varijabilnoséu. Smatra se da je razlog za to postojanje kanalisanosti razvica.
Kanalisanost razvic¢a je prvi definisao Vodington (Waddington, 1942) kao sposobnost proizvodnje
doslednog fenotipa uprkos varijabilnim genetickim i/ili sredinskim faktorima. Kasnije, Vodington
je prosirio ovu definiciju uvodeci koncept geneticke asimilacije kao njen kljucni aspekt. U
prosirenoj definiciji, Vodington je dodao ideju da se fenotipske reakcije organizma na stresne
sredinske uslove mogu postepeno ustaliti u populaciji kroz prirodnu selekciju, postajuci trajne i
geneticki odredene (Waddington, 1961). Na taj nacin dolazi do kanalisanja favorizovanog fenotipa
kao 1 molekularnih mehanizama koji onemogucavaju dalju podloznost osobina jedinki da se
menjaju kao odgovor na promene u sredini. U poslednjih nekoliko decenija, formulisano je mnogo
razli¢itih definicija kanalisanosti, prvenstveno zbog novih otkri¢a u vezi sa genetickom osnovom 1
evolutivnim znacajem ove komponente fenotipske varijabilnosti (Takahashi, 2019). Geneticka
kanalisanost podrazumeva otpornost fenotipa prema genetickim promenama ili mutacijama, $to
znaci da ¢e organizam razviti stabilan fenotip ¢ak i ako se desi promena na genetickom nivou
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(Takahashi, 2019). Na ovaj nacin se u populaciji akumulira geneticka varijabilnost koja nije
dostupna prirodnoj selekciji. Medutim, ako se sredinski uslovi promene (npr. populacija se izlozi
nekom stresu) ova akumulirana geneticka varijabilnost moze postati predmet delovanja prirodne
selekcije i predstavljati materijal za nove pravce evolucionih promena. Dok traju izmenjeni
sredinski uslovi, selekcija moze nastaviti da favorizuje geneticke promene i oblikuje fenotip
indukovan sredinom u novu adaptivou formu. Ovaj proces se oznacava terminom ,.geneticka
akomodacija“(engl. genetic accommodation) 1 moze izazvati promenu kako u regulaciji plasti¢nosti tako
1 u obliku fenotipa dovodeci do boljeg uklapanja izmedu fenotipa i sredine (West-Eberhard, 2003).

Sredinska kanalisanost podrazumeva sposobnost organizma da odrzava stabilan fenotip bez
obzira na promene u sredini. U ovom kontekstu, kanalisanost predstavlja otpornost razvi¢a prema
spoljasnjim uticajima koji bi mogli uticati na funkcionisanje ili izgled organizma (Debat i David,
2001; Takahashi, 2019). Pretpostavka je da ¢e kanalisane osobine imati isti selektivni optimum u
okviru razli¢itih sredinskih uslova. Otpornost fenotipa na nespecificne promene u sredini, kao $to
su na primer varijacije izmedu jedinki iste populacije, kao i nagli rast fenotipske varijabilnosti pod
uticajem ekstremnih sredinskih promena na koje se vrsta nije prilagodila tokom svoje evolucije,
idu u prilog ovoj hipotezi (Debat i David, 2001). Istrazivanja su pokazala da neke fenotipske
osobine koje su kanalisane pod optimalnim sredinskim uslovima mogu da postanu varijabilne §to
zavisi od intenziteta sredinskih poremecaja (Stearns 1 Kawecki, 1994; Dworkin, 2005).

1.1.2 Adaptivna 1 neadaptivna fenotipska plasticnost

Adaptivna vrednost (engl. fizness) se definiSe kao verovatnoca prezivljavanja i reprodukcije
genotipova (jedinki) i ispoljava se preko performansi fenotipa u konkretnoj zivotnoj sredini. Fitnes
jedinki se moze izmeriti kao apsolutni i relativni fitnes. Apsolutni fitnes predstavlja prosecan broj
potomaka jedinke odredenog genotipa u narednoj generaciji. Relativni fitnes predstavlja prosecan
doprinos koji nosioci odredenog genotipa daju genskom fondu naredne generacije u odnosu na
ostale genotipove (Tuci¢, 2003). U zavisnosti od toga kakav uticaj ima plasti¢na osobina na fitnes
jedinki, razlikuje se adaptivna 1 neadaptivna (maladaptivna, neizbezna) fenotipska plasticnost.

Adaptivna plasticnost je korisna plasti¢nost, tj. ona plasticnost neke osobine koja omogucava
jedinkama da imaju veéu adaptivnu vrednost u novom okruzenju nego $to bi bio slucaj da ova
osobina nije plasti¢cna (Ghalambor i sar., 2007). U slucaju nagle promene u sredini, pretpostavlja
se da adaptivna fenotipska plasticnost omogucéava organizmima da: 1) adaptivho modifikuju
osobine u veoma kratkom (unutar-generacijskom) vremenskom periodu, 2) pomogne u pocetnom
opstanku populacija, 1 3) smanji verovatnocu izumiranja (Gibert i sar., 2019). Kada se naglo
promeni sredina koju neka populacija naseljava, efekat direkcione selekcije je jak. U tim situacijama
adaptivna fenotipska plasticnost ima klju¢nu ulogu u sposobnosti neke vrste da prvo prezivi a
zatim da se prilagodi izmenjenim uslovima sredine tako sto redukuje jak efekat direkcione selekcije
1 omogucava populacijama da se lakse kre¢u s jednog adaptivhog vrha na drugi. Brzina
prilagodavanja novom okruzenju ¢e zavisiti od toga koliko je ispoljeni plasti¢ni fenotip slican
optimalnom fenotipu za novo okruzenje (Price i sar., 2003). Kada adaptivna plasti¢nost proizvede
fenotip koji se poklapa sa optimalnim fenotipom u novom okruzenju, na njega deluje stabilizaciona
selekcija, bez daljeg genetickog razdvajanja jedinki u populaciji osim u sluc¢aju kada je visoka cena
ispoljene plasticnosti (npr. Price 1 sar., 2003; West-Eberhard, 2003; Pfennig, 2021).

Postoje mnogi primeri adaptivne fenotipske plasticnosti. Na primer, tokom odgajanja
punoglavaca u laboratorijskim uslovima u prisustvu i odsustvu predatora uocavaju se znacajne
promene u morfologiji punoglavaca. Punoglavci odgajani u neposrednoj blizini predatora su imali



manju duzinu tela i izmenjenu morfologiju repa. Eksperiment selekcije punoglavaca sa
izmenjenom i neizmenjenom morfologijom usled prisustva predatora je pokazao da su punoglavci
koji nisu odgajani u prisustvu predatora (tj. oni koji nisu izmenili svoju morfologiju) imali ve¢u
stopu smrtnosti u poredenju s onima koji su izmenili morfologiju u prisustvu predatora. Drugim
rec¢ima, punoglavci odgajani u prisustvu predatora koji su ispoljili plastican odgovor u morfoloskim
osobinama su imali i bolje prezivljavanje, tj. njihova ispoljena plasticnost je bila adaptivna (Van
Buskirk i Relyea, 1998).

Iako je prirodna selekcija dovela do evolucije adaptivne plasticnosti, nisu sve plasticne
promene adaptivne. Neadaptivna ili maladaptivna fenotipska plasticnost se definise kao promena
koju indukuje sredina, a koja pomera nastali fenotip dalje od fenotipskog optimuma (Ghalambor 1
sar., 2007; Morris 1 Rogers, 2013; Gibert 1 sar., 2019), tj. utice negativno na fitnes jedinki koje su
ispoljile ovaj fenotip. Prema takvoj definiciji, neadaptivna plasticnost nije korisna u smislu
individualne sposobnosti prezivljavanja jedinki jer povecava razliku izmedu optimalnog i
posmatranog fenotipa. Na nivou populacije, prisustvo neadaptivne plasticnosti se najcesce vida
kod pionirskih populacija, u uslovima sredine koji su novi za datu populaciju i gde selekcija ranije
nije imala priliku da deluje na geneticku varijabilnost za plasticnost (Ghalambor i sar., 2007). Na
primer, poredenje adaptiranosti dve populacije vrste Hyla cinerea poreklom iz stanista razlicitog
saliniteta pokazalo je da kod jedinki koje poticu iz nezaslanjenog stanista porast saliniteta negativno
utie na sve osobine zivotne istorije, fitnes, kao i na morfologiju glave i repa punoglavaca. S druge
stane, fenotip jedinki poreklom sa zaslanjenog stanista je ostao neizmenjen usled lokalne adaptacije
(Albecker 1 McCoy, 2019). Ekstremne promene u kvalitetu Zivotne sredine mogu dovesti do
ispoljavanja neadaptivnih fenotipova, zbog cega moze do¢i do lokalnog izumiranja (Moritz 1
Agudo, 2013; Urban, 2015). Iako organizmi pokazuju promene u osobinama zivotne istorije,
morfologiji ili ponasanju kao odgovor na izmenjene uslove, ove promene mogu biti suboptimalne
1 sa negativnim uticajem na fitnes jedinki (West-Eberhard, 2003; Levis i sat., 20106) kao sto je slucaj
u datom primeru. Medutim, u manje ekstremnim slucajevima, delovanje direkcione selekcije na
postojecu ili kripticnu geneticku i fenotipsku varijabilnost moze dovesti do lokalne adaptacije
(Albecker i McCoy, 2019). Lokalna adaptacija omogucava organizmima koji se razvijaju u
fluktuiraju¢im sredinama da bolje podnesu te sredinske promene, smanjujuéi potrebu za
neadaptivnim plasticnim odgovorima c¢ime se omogucava ispoljavanje stabilnijeg fenotipa
(Kawecki i Ebert, 2004; Lind, 2009). Fenotipska plasticnost pod stresom cesto je udruzena sa
visokim energetskim zahtevima, posebno kada te promene udaljavaju populaciju od fenotipskog
optimuma. Ovi dodatni zahtevi mogu dovesti do iscrpljivanja resursa, smanjenog rasta ili
reproduktivnog uspeha, $§to se smatra neadaptivnim za dugoroc¢ni opstanak populacije (Albecker i
McCoy, 2019). Neadaptivna plasticnost ima dva potencijalna evolutivna ishoda. Prvi ishod je
izumiranje populacije. Izumiranje je uvek moguce kao odgovor na brzo ili jako delovanje selekcije,
a bilo koji neadaptivan plasticni odgovor povecava ovu moguénost, posebno ako su osobine na
koje je delovala selekcija blisko povezane sa prezivljavanjem i moguénosc¢u reprodukcije (Chevin 1
sar., 2010; Gibert 1 sar., 2019). Takode je bitna i brzina kojom neka populacija moze da odgovori
na neku sredinsku promenu. Na primer, ukoliko je plasti¢ni odgovor na neku promenu u sredini
spor ili nedovoljan, organizam moze pretrpeti Stetu pre nego $to ova promena moze imati efekta.
Ovo kasnjenje cesto vodi do neadaptivnhog odgovora jer organizam ne uspeva da dovoljno brzo
reaguje na stres. Drugi potencijalni ishod je brz adaptivni evolutivni odgovor (tj. evolutivho
spasavanje). Neadaptivna plasticnost moze uz prisustvo dovoljne geneticke varijabilnosti dovesti
do adaptivnih promena u srednjoj vrednosti osobine ili reakcionoj normi osobine jer dovodi do
ispoljavanja geneticke varijabilnosti na koju ranije nije delovala selekcija (Chevin i sar., 2013;
Ghalambor i sar., 2015). Kao rezultat toga povecava se geneticka i fenotipska varijabilnost koja je
neizrazena u uslovima koji su do tada vladali. U tom slucaju, ova plasticnost moze biti prolazna
pojava koja je vazna tokom ranih faza adaptacije kada je razlika izmedu plasticnog odgovora i
optimalnog fenotipa najveca i kada je delovanje selekcije najintenzivnije (Ghalambor i sar., 2007).



U populaciji moze delovati vise razlicitih sredinskih promena istovremeno (npr. isusivanje
stanista i nedostatak hrane) (Enriquez-Urzelai i sar., 2013; Prokic i sar., 2021). Ovo moze dovesti
do ispoljavanja plasticnog odgovora na jednu promenu ali taj odgovor moze biti neadekvatan ili
cak Stetan u prisustvu druge sredinske promene. Drugim rec¢ima, fenotipske promene koje nastaju
kao odgovor na jedan stresor mogu imati dugorocne posledice koje ogranic¢avaju otpornost na
druge stresore (Prokic¢ i sar., 2021). Na primer, organizam koji ispolji plasticnost u osobinama
zivotne istorije zbog trenutne promene sredine moze imati smanjenu plasticnost u morfoloskim
osobinama ili manji adaptivni potencijal kada se suoci sa nekom drugom sredinom u buduénosti.

lako fenotipska plasticnost moze povecati prilagodljivost organizma u promenjivim
uslovima, ispoljavanje plasticnosti moze nositi znacajne troskove i ogranicenja, sto postavlja vazno
pitanje o njenoj ceni u ekoloskom i evolutivhom kontekstu.

1.1.3 Cena i ogranicenja fenotipske plastic¢nosti

Nedostatak dovoljne geneticke varijabilnosti onemogucava evoluciju plasti¢cnosti. Medutim,
ako i postoji dovoljna geneticka varijabilnost u populaciji, plasticnost se mozda 1 dalje nece razvijati
zbog postojanja cene i ogranicenja plasticnosti. Cena plasticnosti se ispoljava kroz nizi fitnes
plasticnog genotipa u odnosu na genotip koji nije plasti¢an a koji ima isti prosecan fenotip u istom
stanistu. Ogranicenja fenotipske plasticnosti se odnose na faktore koji ogranicavaju sposobnost
organizma da prilagodi svoj fenotip razlicitim sredinskim uslovima (DeWitt i sar., 1998).

Prednost plasticnosti je §to omogucava oblikovanje fenotipova koji se adekvatno
prilagodavaju razlicitim sredinama, u poredenju s ispoljavanjem jednog fenotipa u svim sredinama.
Da ogranicenja plasticnosti ne postoje, organizmi bi posedovali savrSenu ili beskonacnu
plasticnost, ispoljavajuéi najbolje moguce osobine u svim sredinama bez ikakvih posledica za
posedovanje te sposobnosti (DeWitt i sar., 1998; Auld i sar., 2010). Generalno, plasticni organizmi
ne dostizu ovaj idealan fenotip zbog cene povezane sa plasticnoséu. Ogranicenja plasticnosti se
desavaju zbog razlika koje postoje izmedu fiksiranog 1 plasticnog razvica. Fiksirano razvice
podrazumeva postojanje genetsko-razvojne masinerije (strukturnih gena, polimeraza, ribozoma
itd.) koja proizvodi ocekivani fenotip. S druge strane, regulatorni geni za plasticnost reaguju na
promene u zivotnoj sredini i kontrolisu ekspresiju gena koji direktno odreduju stanje osobine
(strukturnih gena) (Stojkovic i Tuci¢, 2012). Prirodna selekcija utice na varijabilnost regulatornih
gena, odnosno na njihovu ulogu u mrezi regulatornih interakcija, nezavisno od evolutivnih
promena same osobine (tj. gena realizatora). Odnosno, odgovor plasticnog genotipa na promene
sredine ukljucuje aktiviranje veceg broja molekularnih, biohemijskih, razvojnih i fizioloskih puteva,
§to zahteva veél utrosak materije, energije i vremena u poredenju sa odgovorom fiksnog
(neplasticnog) genotipa. Ovi dodatni koraci u produkciji plasticnog fenotipa pruzaju i dodatne
mogucnosti za cenu i ogranicenja koja ¢e da se manifestuju u plastichom razvicu u odnosu na
fiksno razvice. Cena 1 ogranic¢enja plasticnosti mogu rasti tokom razvica c¢ak i kada su krajnji
produkti plasti¢nog i fiksiranog razvica isti.

DeWitt i saradnici (1998) su sumirali cenu 1 ogranicenja fenotipske plasti¢nosti, pri cemu je
cena fenotipske plasticnosti: 1) energetska cena odrzavanja senzornih i regulatornth mehanizama
za plasticnost; 2) cena produkcije plasticnog genotipa koja je veéa od cene koju placa fiksni genotip
kada produkuje isti fenotip; 3) cena prikupljanja informacija iz spoljasnje sredine $to moze
zahtevati veci utrosak energije; 4) cena razvojne nestabilnosti — u okruzenjima koja se stalno
menjaju i fenotipovi ¢e imati nestabilno razvice kao posledicu stalnog prilagodavanja razlicitim
uslovima sredine, $to moze dovesti do nizeg fitnesa; 5) geneticka cena — geni koji produkuju
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adaptivan plastican fenotip mogu biti povezani sa genima koji snizavaju fitnes jedinki: plejotropija
— geni koji produkuju adaptivan plastican fenotip mogu imati negativne plejotropne efektne na
druge osobine koje nisu plasticne; epistaza — regulatorni geni za plasticnost mogu modifikovati
ekspresiju drugih gena i tako indirektno imati uticaj na druge osobine.

Ogranicenja fenotipske plasti¢nosti su: 1) pouzdanost informacija: — ako organizmi ne dobiju
pouzdane informacije iz spoljasnje sredine, mogu razviti fenotip koji nije dobro prilagoden
uslovima sredine; 2) vremensko kasnjenje: — promene u fenotipu zavise od promena u razvicu, a
kasnjenje izmedu promena u sredini i fenotipskog odgovora moze smanjiti fitnes; 3) razvojni opseg
— tiksno razvi¢e moze proizvesti bolje adaptivne ekstremne fenotipove nego plasticno razvice; 4)
rane fenotipske strukture — fenotipske strukture koje se formiraju rano u razvicu mogu biti

efikasnije od dodatnih struktura koje se pojavljuju kasnije kao odgovor na promene u sredini
(DeWitt 1 sar., 1998).

Neki autori smatraju da odrzavanje plasticnosti u populaciji moze biti redukovano
selekcijom kao 1 da cena plasti¢nosti zavisi od konteksta 1 da je visoka samo u stresnim uslovima
sredine (Dechaine i sar., 2007; Van Buskirk i Steiner, 2009). Dodatno, cena produkovanja plasti¢ne
osobine ogranicava evoluciju te osobine s obzirom da plasticnost ukljucuje fenotipsko
restruktuiranje na svim nivoima, pa se moze reci da se cena proizvodnje odredenog fenotipa javlja
samo kada se indukuje plasticna osobina (Callahan i sar., 2008).

Da li ¢e plasticnost biti povoljna za neku populaciju, zavisi 1 od staniSta koje organizmi
naseljavaju. U stanistima koja se ne menjaju drasticno tokom vremena, ocekuje se da ce selekcija
favorizovati genotipove koji imaju kanalisanije razvice jer ¢e oni imati 1 nisku cenu plasticnosti u
odnosu na plasticne genotipove. Plasti¢ni genotipovi ¢e biti favorizovani u sredinama koje se stalno
menjaju pod uticajem abiotickih 1 biotickih faktora, i u ovakvim sredinama oni ¢e imati vedi fitnes
od kanalisanih genotipova, iako ¢e i cena plasticnosti biti ve¢a (West-Eberhard, 2003).

1.1.4 Plasti¢nost osobina Zivotne istorije i morfoloskih osobina

Osobine zivotne istorije obuhvataju karakteristike organizama koje su neposredno vezane
za strategije ulaganja resursa u prezivljavanje, rast i reprodukciju. Zbog velikog uticaja na fitnes
organizama, ¢esto se nazivaju osnovnim komponentama adaptivne vrednosti (Tucié 1 Tuci¢, 2000;
Stojkovi¢ i Tuci¢, 2012). Teotije zivotnih istorija imaju za cilj objasnjavanje razli¢itosti zivotnih
strategija medu vrstama, i kako evolucija oblikuje organizme optimalne za reproduktivni uspeh u
odredenoj sredini (Fabian i Flatt, 2012).

Osnovni princip funkcionisanja zivih sistema podrazumeva da se usvojeni resursi rasporede
prema razlic¢itim procesima koji omogucavaju organizmu da obavi veliki broj funkcija. Odnosno,
prikupljena energija se usmerava na razli¢ite osobine kao §to su masa i veli¢ina tela od kojih ¢e
kasnije zavisiti broj 1 velicina potomaka, masa tela prilikom stupanja u reprodukciju, duzina zivota
1 celokupna morfologija jedinki. Organizmi sa slozenim zivotnim ciklusom koji obuhvata razlicite
zivotne faze, poseduju vise prilagodavanja u zivotnim strategijama nego organizmi sa jednostavnim
zivotnim ciklusom, posebno kada razlicite zivotne faze naseljavaju ekoloski razlicite uslove.
Geneticki 1 razvojni mehanizmi omoguéavaju postembrionske, razvojne promene fenotipa
prilikom tranzicije iz jedne u drugu Zivotnu fazu sa ili bez korelisanih efekata na druge faze. Uslovi
stanista kojima je organizam izlozen u jednoj razvojnoj fazi mogu oblikovati fenotipske osobine te
faze, a ti efekti se mogu preneti i na kasnije faze razvoja, menjajuci njihove karakteristike (npr.
Watkins, 2001; Richter-Boix i sar., 2006a). Medutim, ovaj uticaj ne mora biti pravilo - u nekim
slucajevima, promene izazvane u ranijim fazama ostaju ogranicene na tu fazu i ne odrazavaju se na
naredne, §to ukazuje na razvojnu nezavisnost izmedu faza (Ebenman, 1992; Moran, 1994).
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Prisustvo potpuno diferenciranih, funkcionalnih struktura u jednoj fazi moglo bi da ogranici 1
morfologiju struktura koje se formiraju kasnije u toku razvica (npr. Hanken, 1992; Tejedo i sar.,
2010). Ulaganje resursa u jednu osobinu neminovno vodi smanjenju raspolozivih resursa za
ulaganje u neku drugu osobinu, a teorija zivotnih istorija daje optimizacione modele koji
obuhvataju interakciju unutrasnjih uzajamnih ogranicenja (engl. #7ade-off) i spoljasnjih faktora. Posto
su osobine zivotne istorije a i morfoloske osobine, kompleksne i u medusobnim specificnim
interakcijama, one i medusobno ogranic¢avaju alokaciju resursa. Jedan od vaznih ciljeva u
izucavanju morfoloske varijabilnosti jeste razumevanje mehanizama 1 procesa koji generisu
morfolosku varijabilnost kako u optimalnim tako i u stresnim uslovima. Morfoloska varijabilnost
nastaje kao rezultat kompleksnih interakcija izmedu geneticke osnove, individualnog razviéa i
sredinskih faktora na razli¢itim nivoima i u razli¢ito vreme tokom razvica (Klingenberg, 2002;
Hallgrimsson i sar., 2014). Na primer, pripadnici porodice Scaphiopodidae, koji naseljavaju
ekstremna klimatska podrucja poput pustinja Severne Amerike, gde su padavine retke i voda se
kratko zadrzava, razvili su specificnu larvalnu morfologiju koja im omogucava ubrzan rast i razvoj
pod jakim selektivnim pritiskom isusivanja stani$ta. Izmenjena morfologija pracena specifi¢cnom
zivotnom strategijom uzrokovana spoljasnjim uticajima olakSava jedinkama rast, razvoj i
prezivljavanje pod specifi¢nim, efemernim uslovima koji vladaju u stanistu. U ovom slucaju dolazi
do korelacije osobina zivotne istorije i morfoloskih struktura i uspostavlja se specifi¢na zivotna
strategija koja ogranicava formiranje drugacijih fenotipova. S obzirom na to da osobine Zivotne
istorije direktno uticu na fitnes jedinki, kratkorocne i dugoroéne promene u spoljasnjoj sredini
mogu imati direktne posledice na strukturu populacije (Maia i sar., 2000). U izmenjenoj sredini one
jedinke koje poseduju sposobnost da optimalno rasporede svoje resurse ¢e imati vedi fitnes u
poredenju sa onim jedinkama koje nisu u stanju da plasticno odgovore na izmenjene uslove
sredine. Posto bi plasti¢ne jedinke opstajale u populaciji, i ucestalost njthovih genotipova bi se
povecavala kroz generacije a samim tim bi se populacija priblizila adaptivnom optimumu. Ovakve,
sredinski indukovane promene mogu biti favorizovane ukoliko su uskladene sa adaptivnim
pejzazom u novoj sredini (Saeki i sar., 2014). SloZen Zivotni ciklus pruza jedinstvene moguénosti
za morfolosku evoluciju, §to se postize modifikacijama razvica u odgovarajucoj fazi razvoja.
Nastale promene u morfologiji olaksavaju ekolosku specijalizaciju i diverzifikaciju kod larvi i
adultnih jedinki. Larve se morfoloski jasno razlikuju od juvenilnih i adultnih jedinki (Duellman i
Trueb, 1994), a zbog razlicitih uslova sredine u kojima Zive izlozeni su razli¢itim selektivnim
pritiscima (npr. Moran, 1994). Utvrdeno je da promene u osobinama zivotne istorije i morfologiji
larvi uti¢u na osobine zivotne istorije i morfologiju adultnih jedinki, tj. imaju prenosne efekte (engl.
carry-over effects) §to moze negativno uticati na fitnes jedinki. Odnosno, ova povezanost osobina
zivotne istorije i morfoloskih osobina izmedu razvojnih faza, onemogucava nezavisnu evoluciju
razvojnih/zivotnih faza kao $to se ranije mislilo (npr. Moran, 1994).

Posebno je zanimljivo izucavati fenomen fenotipske plasticnosti kod organizama sa
slozenim zivotnim ciklusom kao $to su vodozemci. Poznato je da se zbog Zivota u dve ekoloski
razlicite zivotne sredine — akvati¢ne i terestricne — ovi organizmi suocavaju sa razli¢itim
funkcionalnim zahtevima zbog cega su pod razli¢itim selektivnim pritiscima. Tokom metamorfoze
vodozemaca dolazi do dramaticnih promena na razli¢itim nivoima organizacije $to ih ¢ini idealnim
model sistemom za proucavanje plasticnosti.



1.2 Opste odlike bezrepih vodozemaca (Anura)

1.2.1 SloZen Zivotni ciklus bezrepih vodozemaca

Zivotni ciklus Anura (2aba) se sastoji od nekoliko jasno definisanih razvojnih faza: jaje, larva
(punoglavac), juvenilna jedinka i adultna jedinka. Adultne Zzenke polazu jaja u vodu ili vlaznu
sredinu u blizini vode. Kada je fekunditet u pitanju, dobro je poznato da se zabe odlikuju izrazitom
varijabilnoséu u broju polozenih jaja koji je odreden velicinom tela zenki. Neke vrste Zzaba polazu
mali broj pojedinaénih jaja, npr. 2-10 jaja kod vrsta kod kojih postoiji izrazena briga o potomstvu,
dok druge polazu jaja u veéim ili manjim grupama, koja mogu da sadrze i do nekoliko hiljada jaja
(Duellman i Trueb, 1994). Vreme koje protekne od polaganja jaja do metamorfoze je takode
karakteristika vrste i moze varirati u zavisnosti od ekoloskih uslova. Kratak larvalni period u
rasponu od 5 do 10 dana imaju vrste koje Zive u privremenim vodama koje brzo isusuju i ¢ija je
evolucija zivotnih strategija i§la u pravcu $to brzeg razvoja zbog ogranicenog trajanja stanista.
Najcesci raspon larvalnog perioda za vecinu vrsta koje zive u stabilnijim vodenim stanistima poput
mocvara i stalnih jezera je od 15 dana do 3 meseca. Sa druge strane, vrste koje zive u hladnim
krajevima, na visokim nadmorskim visinama, imaju larvalni period koiji traje i do 2-3 godine zbog
usporenog razvoja usled niskih temperatura i sezonskih ogranicenja (Duellman i Trueb, 1994).

Nakon izvaljivanja, punoglavac nastavlja svoj razvoj u vodi, diSe pomocu skrga i ima dobro
razvijen rep koji ima ulogu u lokomociji. Rep je misicav, bocno spljosten a njegova dorzalna i
ventralna strana misi¢cnog dela repa je okruzena repnim “perajima” izgradenim od epitela i
vezivnog tkiva. Punoglavci su herbivori, hrane se algama, i razlicitim delovima biljaka dok
punoglavci nekih vrsta porodice Scaphiopodidae mogu imati omnivorni ili karnivorni nacin ishrane
(Duellman i Trueb, 1994). Faza larve ukljucuje znacajan rast i diferencijaciju punoglavca. Ukoliko
su uslovi u stanistu povoljni, punoglavci ¢e nastaviti svoj rast i razvoj u datom stanistu sve dok ne
dostignu minimalnu duzinu i masu tela za otpocinjanje procesa metamorfoze, tj. tranzicije iz
akvaticne u terestricnu sredinu. Veca velicina tela je adaptivna u terestricnom stanistu posto je
dokazano da vece jedinke bolje prezivljavaju, imaju veci fekunditet, ranije stupaju u reprodukciju i
imaju bolje fizioloske performanse.

Metamorfoza je proces u kojem se punoglavac transformise u juvenilnu jedinku, i koja
ukljucuje brojne fizioloske, biohemijske, morfoloske i promene u ponasanju. Kada je proces
metamorfoze zavrsen, jedinka je spremna za zivot u terestricnim uslovima u blizini vode. Sa
dostizanjem reproduktivne zrelosti odrasle jedinke se vracaju u vodeno staniste radi reprodukcije,
¢ime se zatvara zivotni ciklus. Kod mnogih vrsta zaba muzjaci proizvode zvuke karakteristicne za
vrstu kako bi privukli Zenku za parenje. Najveci broj vrsta ima spoljasnje oplodenje, dok mali broj
rodova ima unutra$nje oplodenje (rodovi Ascaphus i Elentherodactylus (Grandison i Ashe, 1983;
Townsend 1 Stewart., 1985)). Razvic¢e kod najveceg broja vrsta podrazumeva fazu larve, mada neke
vrste bezrepih vodozemaca imaju direktno razvi¢e dok su druge viviparne.

1.2.2 Metamorfoza bezrepih vodozemaca

Metamorfoza je kritican period u slozenom zivotnom ciklusu vodozemaca jer u toku ovog
perioda dolazi do drasti¢nih fizioloskih, biohemijskih, morfoloskih transformacija i promena u
ponasanju punoglavaca. Krajnji rezultat metamorfoze je fenotipski drugacija juvenilna forma
prilagodena za Zivot u terestricnim uslovima (Duellman i Trueb, 1994). Tri najveca tipa promena



koji se desavaju u tokom procesa metamorfoze bezrepih vodozemaca su: 1) Povlacenje struktura
1 menjanje funkcija koje su bile bitne samo za punoglavce i zivot u vodenim uslovima; na primer,
dolazi do gubitka unutrasnjih skrga i umesto skrga se razvijaju plu¢a neophodna za zivot na kopnu;
ovaj prelaz sa Skrznog na pluéno disanje je postepen, a pre kompletnog zavrSetka procesa
metamorfoze jedinke cesto koriste i skrge i pluca. 2) Transformacija postojecih struktura
punoglavaca u nove strukture koje ¢e biti funkcionalne u juvenilnoj/adultnoj fazi na kopnu; na
primer, dolazi do kompletne transformacije usnog aparata — larveni usni aparat degenerise i kod
metamorfoziranih jedinki se formiraju usta; usta se Sire, a struktura vilice postaje robusnija. Glaveni
region prolazi kroz znacajne funkcionalne i anatomske promene koje omogucavaju zivot u
kopnenim uslovima. Oc¢i se pomeraju dorzalno, §to omogucava $iri vidokrug za kopneni zivot.
Telo postaje kompaktnije 1 prilagodava se kopnenom ili semi-akvaticnom nacinu zivota. 3) De novo
razvoj struktura 1 funkcija koje ¢e biti esencijalne za adulte (Duellman 1 Trueb, 1994). Punoglavcima
zadnji ekstremiteti pocinju da se razvijaju i rastu nekoliko dana nakon izvaljivanja iz jajeta, dok
izbijanje prednjih ekstremiteta oznacava pocetak metamorfoze (engl. metamorphic climax -
metamorfozni klimaks). Rep, koji je kljucan za plivanje u stadijumu punoglavca, postepeno se
resorbuje a hranljive materije iz repa se koriste za razvoj drugih delova tela. Sa razvojem pluca
umesto $krga, bitna promena u cirkulatornom sistemu koja nastaje u procesu metamorfoze je
razvoj trokomornog srca (dve pretkomore i jedna komora) sto omoguéava razdvajanje
oksigenisane i dezoksigenisane krvi koje je neophodno za zivot na kopnu. Kada je culo sluha u
pitanju, u metamorfozi se razvija srednje uho (dolazi do razvoja timpanalne membrane (bubne
opne) koja postaje funkcionalna), unutrasnje uho se reorganizuje (sakulus i lagena se funkcionalno
reorganizuju 1 poveéava se broj mehanoreceptora) a dolazi i do funkcionalnog prilagodavanja
auditornog sistema na potpuno drugaciji medijum — vazduh (Kalezi¢ i Tomovi¢, 2007).

Etkin je 1932. godine definisao tri faze procesa metamorfoze: 1) Premetamorfoza —
karakteriSe se rastom i razvojem larvalnih struktura dok su bilo kakve metamorfne promene
odsutne; od svih grupa vodozemaca ova faza je jedinstvena za zabe i traje od 26. do 30.
Gosnerovog stadijuma (GS; Gosner, 1960); 2) Prometamorfoza — period rasta se nastavlja,
posebno zadnjih ekstremiteta i iniciraju se minimalne metamorfne promene; prometamorfoza traje
od 31. do 41. GS; 3) Metamorfozni klimaks — period radikalnih promena ¢iji vthunac predstavlja
gubitak najveceg broja larvalnih karakteristika; kod zaba je pocetak ovog perioda pra¢en pocetkom
resorpcije repa (42. Gosnerov stadijum - GS 42), a zavrsava se kada se rep potpuno resorbuje (46.
Gosnerov stadijum - GS 46) (Etkin, 1932).

1.2.2.1 Neuroendokrina regulacija metamorfoze

Hormoni uskladuju razlicite morfoloske i fizioloske promene koje se desavaju tokom
metamorfoze. Aktivnost hipotalamo-hipofizno-tireoidne (engl. Hypothalamic-pituitary-thyroid - HPT)
ose kod punoglavaca je regulisana na vise nivoa i ona odreduje kada ¢e larve zapoceti proces
metamorfoze 1 kojom ¢e se brzinom metamorfoza odvijati. S obzirom na to da je hipotalamo-
hipofizno-interrenalna (engl. Hypothalamic-pituitary-interrenal - HPI) osa blisko povezana sa HPT
osom, nervni putevi odgovorni za prenosenje informacija o stresnim uslovima mogu takode imati
klju¢nu ulogu u regulisanju vremena metamorfoze.

U metamorfoznom klimaksu hipotalamus povecava proizvodnju kortikotropin
oslobadajuceg hormona (engl. Corticotropin-releasing hormone - CRH) koji stimulise proizvodnju
hormona hipofize - tireostimuliraju¢eg (engl.  Thyroid-stimulating ~ hormone - TSH) 1
adrenokortikotropnog (engl. _Adrenocorticotropic  hormone - ACTH) hormona. TSH stimulise
produkciju tireoidnog hormona (tiroksin, Ty ili TH) koga luci stitasta zlezda, dok ACTH stimulise



produkciju kortikosteroidnih hormona interrenalne zlezde. Aktivacija ove dve ose - HPT i HPI je
neophodna za otpocinjanje procesa metamorfoze (Denver, 2009).

Tireoidni hormon je primarni hormon koji kontroliSe metamorfozu vodozemaca 1 koji
nezavisno od uticaja drugih hormona dovodi do morfoloskih promena. Specificna tkiva
vodozemaca pokazuju razli¢itu osetljivost na razlic¢ite doze TH (Buchholz i Hayes, 2005), i u
zavisnosti od tkiva, TH moze izazvati proliferaciju Celija, ¢elijsku smrt, diferencijaciju ili migraciju.
Njegova koncentracija u krvnoj plazmi je u premetamorfozi niska (kada nema nikakvih
morfoloskih promena), dok raste u periodu prometamorfoze da bi dostigla svoj maksimum u
metamorfoznom klimaksu kada se najbrze desavaju najintenzivnije morfoloske promene. Nakon
metamorfoze koncentracija TH opada i dostize nivo uobicajen za adultne jedinke.

Kortikosteroidi su primarni hormoni stresa kod ki¢menjaka i proizvode se kao odgovor na
razlicite signale iz okoline. Proizvodnja kortikosteroida se menja tokom razvoja i odrazava
funkcionalnu zrelost HPI ose. Kortikosteron (engl. Corticosterone - CORT) je jedan od glavnih
kortikosterioda koga proizvode interrenalne zlezde kod vodozemaca. Kod mnogih vrsta dolazi do
povecanja koncentracije CORT-a u krvnoj plazmi tokom metamorfoznog klimaksa, i ovo
povecanje je vise ili manje sinhronizovano sa povec¢anjem koncentracije TH u plazmi. CORT i TH
u metamorfozi imaju sinergisticko delovanje koje se ogleda u tome §to CORT podstice
metamorfozu tako §to povecava aktivhost TH jer se sa porastom oba ova hormona povecava
ckspresija tireoidnih receptora i aktivnost enzima monodejodinaza (koji imaju ulogu da TH tj. T4
prevedu u njegovu bioloski aktivnu formu Ts) (Denver, 2009).

Kortikosteroidi mogu uticati na rast 1 razvoj punoglavaca, ali je njihov uticaj kompleksniji
od uticaja TH. Razlicite studije su pokazale da uticaj CORT-a na metamorfozu punoglavaca zavisi
od razvojnog stadijuma i statusa TH. Egzogeno dodat CORT punoglavcima koji su u
premetamorfozi (GS 26-30) dovodi do inhibicije njihovog rasta i razvoja, dok dodavanje CORT-
a u prometamorfozi (GS 31-41) inhibira rast ali ubrzava razvice kod najveceg broja vrsta bezrepih
vodozemaca (npr. Gomez Mestre i sar., 2013; Bagwill i sar., 2016; Denver, 2009; Denver, 2021).

1.3 Uticaj stresnih faktora na vodozemce

Brojnost razli¢itih vrsta organizama, kao 1 broj vrsta u razli¢itim carstvima, opada
svakodnevno Sirom sveta zbog promena u zivotnoj sredini koje su uzrokovane kako prirodnim,
tako i antropogenim globalnim uticajima (Strong i sar., 2017). Promene u koris¢enju zemljista,
uzrokovane urbanizacijom 1 Sirenjem poljoprivrednih povrsina, hemijsko zagadenje, uvodenje
invazivnih vrsta i klimatske promene, smatraju se glavnim uzrocima globalnih promena koje uticu
na biodiverzitet i funkcionisanje ekosistema (Bernhardt i sar., 2017). Sve ove promene u
ckosistemu predstavljaju izazove za sve organizme (Sala i sar., 2000) a posebno za one sa slozenim
zivotnim ciklusom kao s§to su vodozemci.

Zbog c¢injenice da vodozemci imaju slozen zivotni ciklus koji podrazumeva naseljavanje dve
ckoloski razlicite zivotne sredine u razli¢itim fazama zivota — akvati¢nu i terestriénu — ova grupa je
posebno osetljiva na promene sredine. Klimatske promene predstavljaju ozbiljnu pretnju za
biodiverzitet vodozemaca. U poslednjih 100 godina, Zemlja se zagtejala za oko 0.74 °C, a o¢ekuje
se da Ce se globalna prosecna temperatura povecati za 4.3 = 0.7 °C do 2100. godine (Pacifici i sar.,
2015). Pored toga, pretpostavlja se da ¢e u bliskoj buducnosti zakiseljavanje morskih i slatkovodnih
ekosistema, kao i povecana ucestalost ekstremnih klimatskih dogadaja, poput toplotnih talasa, suse
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ili poplava (Palmer 1 sar., 2017) dodatno negativno uticati na brojnost vodozemaca. Od oko 8 000
vrsta poznatih vodozemaca, ¢ak 40 % je na IUCN-ovoj listi klasifikovano kao ugrozeno sto ih ¢ini
najugrozenijom grupom ki¢menjaka na globalnom nivou. Ova klasifikacija podrazumeva razlicite
kategorije ugrozenosti poput ranjivih, ugrozenih i kriticno ugrozenih vrsta. Od ovih 8 000 opisanih
vrsta, 2 371 vrsta pripada grupi bezrepih vodozemaca od ¢ega je oko 1 125 vrsta pod visokim
rizikom od izumiranja po IUCN-u. Pored svih nabrojanih faktora koji negativno uti¢u na brojnost
svih vodozemaca, ekstremno visoke temperature koje posledicno dovode do isusivanja vodenih
stanista najviSe doprinose padu brojnosti vodozemaca na globalnom nivou. Da bi adekvatno
odgovorili na sve ove promene, mnogi vodozemci moraju prilagoditi svoje osobine zivotne istorije,
morfologiju, fiziologiju i ponasanje novonastalim uslovima. Jedan od nacina na koji vodozemci
povecavaju svoju sposobnost da se nose sa fluktuacijama u okruzenju je da imaju plastican odgovor
u vedini ovih osobina. Razliciti faktori koji vladaju u staniStu odreduju koliki ¢e biti intenzitet
plasticnog odgovora i kako ce to uticati na fitnes jedinki.

1.4 Odlike bezrepih vodozemaca (Anura) u uslovima isusivanja
staniSta

1.4.1 SloZen Zivotni ciklus bezrepih vodozemaca u uslovima isusivanja

stanista

Isusivanje (desikacija) vodenih stanista je abioticki faktor koji najvise doprinosi padu
brojnosti vodozemaca na globalnom nivou. Zenke najveceg broja vrsta Zaba polazu jaja u vode
koje su razli¢itog vremena trajanja — od malih privremenih voda koje nastaju 1 nestaju u relativho
kratkom vremenskom periodu, do veéih vodenih povrsina koje se zadrzavaju tokom cele godine.
Privremene male bare u kojima se voda zadrzava samo nekoliko nedelja ili meseci i koje isusuju
svake godine, su pod najveéim rizikom od isusivanja $to predstavlja najveéi ugrozavajuci faktor za
razvoj svih vodenih organizama. Jaja i larve svih vodozemaca su stoga izlozeni promenljivim
nivoima vode §to je prac¢eno i povecanim rizikom od isusivanja, pove¢anom temperaturom vode,
koncentracijom jona, dok sadrzaj kiseonika opada. Povecava se i gustina populacije a samim tim
dolazi i do pojacane kompeticije za hranu. Dodatno, moze se javiti i povecani pritisak predatora.
Zbog svega navedenog se ocekuju strategije koje pomazu da se jedinke prilagode stalnim
promenama u stanistu, a koje podrazumevaju visoku fenotipsku plasti¢nost u osobinama zivotne
istorije, morfologiji, fiziologiji 1 ponasanju.

Promenjeni uslovi u vodenom stanistu, kao sto je smanjenje nivoa vode, dovode do toga da
punoglavci najveceg broja vrsta zaba ubrzaju razvice (odnosno ispolje adaptivnu fenotipsku
plasticnost) kako bi metamorfozirali $to ranije (npr. Johansson i sar., 2005; Mogali i sar., 2017) i
napustili vodeno staniste koje nestaje. Ovo ubrzanje razvica povecava verovatnocu prezivljavanja
a samim tim i ostavljanja potomstva u budu¢nosti, ali takode ukljucuje i buducu cenu ispoljene
plasticnosti koja je povezana sa manjom velicinom tela, manjom masom, stopom rasta, manjom
koli¢inom rezervnih masnih naslaga, smanjenom osetljivosc¢u na parazite, smanjenom tolerancijom
na dehidraciju, negativnim efektom na lokomotorne performanse, slabijim imunitetom itd. (npr.
Gervasi 1 Foufopoulos, 2008; Mogali 1 sar., 2017; Newman 1 Dunham, 1994; Richter-Boix i sar.,
20062). Uprkos mnogim nabrojanim negativnim efektima ispoljene plasticnosti, ranija
metamorfoza se favorizuje u privremenim vodenim stanistima gde je smrtnost punoglavaca visoka
usled isudivanja. Zbog toga se ocekuje da je evolucija osobina zivotnih istorija iSla u pravcu
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povecanja adaptivne plasticnosti i balansiranog rasporedivanja energije kako bi se ostvario
maksimalan broj potomaka i povecala verovatnoca prezivljavanja u ovakvom stanistu (West-
Eberhard, 2003), nasuprot favorizovanju fiksnih (neplasti¢nih) strategija koje onemogucavaju
reagovanje na promene u stanistu.

Zivotni ciklus vrsta porodice Scaphiopodidae predstavlja klasi¢an primer adaptacije osobina
zivotne istorije na ekstremne klimatske uslove. Predstavnici porodice Scaphiopodidae naseljavaju
sve pustinjske regione Severne Amerike, a neke vrste se javljaju ¢ak i u najsusnijim delovima tih
pustinja. U skladu s tim uslovima, one imaju izuzetno kratak larvalni period. Scaphiopus couchii je
poznat po najkracem larvalnom periodu medu bezrepim vodozemcima - metamorfoza se moze
dogoditi za svega 8 dana (Newman, 1987). Evolucija kratkog larvalnog perioda verovatno
predstavlja adaptaciju na izbegavanje isusivanja u kratkotrajno postoje¢im pustinjskim barama
(Buchholz i Hayes, 2002). Druga srodna evropska vrsta Pelobates cultripes se razmnozava u trajnim
barama, a njen larvalni period u prirodi moze da traje od 4 do 6 meseci, pa ¢ak i da ukljucuje
prezimljavanje (Buchholz i Hayes, 2002), dok je larvalni period i trajanje vodenih stanista u kojima
se razmnozava Spea multiplicata izmedu . couchii i P. cultripes (Morey 1 Reznick, 2000; Buchholz i
Hayes, 2002). Iako se razdvajanje porodica Scaphiopodidae (rodovi Scaphiopus i Spea) 1 Pelobatidae
(tod Pelobates) najverovatnije dogodilo pre vise od 80 miliona godina, tokom krede, usled
formiranja Atlantskog okeana, smatra se da je evolucija izrazitih razlika u duzini larvalnog perioda
kod ovih zaba najverovatnije povezana sa aridifikacijom jugozapada Severne Amerike. Naime,
selektivni pritisak za skracenje larvalnog perioda verovatno nije postojao ranije, iako se ne iskljucuje
mogucénost divergencije pre formiranja pustinja (Kulkarni i sar., 2011).

Filogenetske analize sugeriSu da je prvobitni nivo razvojne plasticnosti kod danasnje
porodice Scaphiopodidae verovatno bio slican onome koiji se danas vida kod roda Pelobates (Goémez
Mestre 1 Buchholz, 2006). Stoga su autori (Gémez Mestre 1 Buchholz, 2006) predlozili da je
ubrzanje razvica kod roda Scaphiopus nastalo putem geneticke akomodacije iz prethodno prisutne
plasticnosti, odnosno da je nasledna plasticnost omogucila prezivljavanje u uslovima postepenog
formiranja pustinja, ¢ime se otvorila mogucnost za kasniju selekciju genotipova sa skracenim
larvalnim periodom. Medutim, sposobnost vrste Scaphiopus couchii da zavrsi svoje razvice za samo
8 dana je povezana sa cenom ove plasticnosti koja podrazumeva manju velicinu tela u
metamorfozi, krace zadnje ekstremitete, izmenjen oblik glave, izmenjeno vreme diferencijacije
gonada 1 nedostatak abdominalnih masnih tela (Buchholz i Hayes, 2002; Gémez Mestre i
Buchholz, 2006; Kulkarni i sar., 2011). Sve ove osobine su konstitutivno izrazene kod S. couchit,
dok se kod P. cultripes 1 S. multiplicata javljaju samo kada su izlozene niskom nivou vode.

1.4.2 Metamorfoza bezrepih vodozemaca u uslovima isusivanja stanista

Teorija osobina zivotnih istorija predvida da je u stalno promenljivim (heterogenim)
sredinama vreme metamorfoze vodozemaca najvise izlozeno uticaju prirodne selekcije, zato sto
¢e, na primer, u vodama koje brzo isusuju jedinke redukovati svoj fitnes ako ne dostignu specifican
stadijum (tj. ne metamorfoziraju u terestricnu formu) pre nego Sto staniSte kompletno presusi.
Vreme kada ¢e jedinke metamorfozirati i veli¢ina tela u metamorfozi su najvaznije osobine zivotne
istorije jer su direktno povezane sa adaptivhom vrednoscéu jedinki.

Skracenje vremena razvica (tj. ubrzanje razvica) u uslovima isusivanja ¢esto za posledicu ima
1 kradi period rasta $to dovodi do manje velicine tela u metamorfozi i manje mase. Velicina tela i
masa u metamorfozi su korelisane sa prezivljavanjem, velicinom tela u adultnoj fazi, vriemenom
polnog sazrevanja i reproduktivnim uspehom muzjaka i zenki, drugim recima, fitnesom jedinki
(Newman, 1992; Altwegg i Reyer, 2003). Zbog toga je vreme metamorfoze od kljucnog znacaja za
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sve osobine zivotne istorije i dinamiku populacija mnogih vrsta vodozemaca (Wilbur, 1980), a
glavni izazov teorije osobina zivotne istorije je da objasni 1 predvidi varijabilnost u vremenu
metamorfoze i veli¢ini tela u procesu prelaska iz jedne zivotne faze u drugu (Wilbur i Collins, 1973;
Roff, 1980; Stearns, 1992; Berrigan 1 Koella, 1994).

Zbog svega navedenog jasno je da se vodozemci suocavaju sa #rade-off-om izmedu vremena
metamotrfoze/veli¢ine tela i prezivljavanja (Rudolf i Rédel, 2007). Istrazivaci su razvili nekoliko
modela kako bi se vreme metamorfoze vodozemaca sto tacnije pretpostavilo.

1.4.2.1 Modeli o optimalnom vremenu metamorfoze kod bezrepih
vodozemaca

Nekoliko modela je razvijeno u poslednjih 40-ak godina kako bi se $to tacnije pretpostavilo
vreme metamorfoze kod vodozemaca (Wilbur i Collins, 1973; Smith-Gill i Berven, 1979; Travis,
1984; Werner, 1986; Rowe 1 Ludwig, 1991). Obi¢no se ovi modeli zasnivaju na maksimiziranju
rasta ili optimalnoj ravnotezi izmedu maksimiziranja rasta 1 minimiziranja smrtnosti (Wilbur i
Collins, 1973; Werner, 1986). Kasniji modeli su prosirili ove pristupe pretpostavljajuci da se larve
mogu prilagoditi uslovima sredine samo u ranim fazama larvalnog perioda, ali ne mogu reagovati
na promene u uslovima sredine nakon odredenog praga starosti (Travis, 1984; Reznick, 1990;
Hensley, 1993; Leips i Travis, 1994). Iako su razvijeni za vodozemce, ovi modeli se mogu primeniti
na razlicite grupe organizama (npr. ribe: Reznick, 1990; insekti: Bradshaw 1 Johnson, 1995).

Najsire prihvacen, najvise citiran i potvrden u mnogim eksperimentima je Vilbur-Kolinsov
model optimizacije metamorfoze vodozemaca (Wilbur i Collins, 1973). Vilbur i Kolins (1973) su
predlozili da i trajanje larvalnog perioda 1 veli¢ina tela pri metamorfozi zavise od stope rasta larvi.
Njthov model tvrdi da postoji minimalna veli¢ina tela (4) pri kojoj je moguée pokrenuti
metamorfozu, i maksimalna velicina tela (b + ¢) pti kojoj je pocetak metamorfoze obavezan.
Izmedu ove dve veli¢ine, metamorfoza se pokreée kada stopa rasta punoglavca (zavisna od mase)
padne ispod odredenog nivoa (g) (Wilbur i Collins, 1973; Collins, 1979). Prema ovom modelu,
sredinski faktori uticu na veli¢inu tela i vreme metamorfoze tako $to menjaju individualne stope
rasta. Nedostatak hrane u vodenom stanistu i/ili isusivanje stanista su dva najé¢escéa faktora koja
uticu na larve da metamorfoziraju ukoliko su postigle kritichu minimalnu veli¢inu tela za
metamorfozu. Zapocinjanje metamorfoze je adaptivno kada je rizik metamorfoze (tj. prelazak u
terestricnu sredinu) manji od rizika ostajanja u akvaticnoj sredini. Akvati¢na i terestri¢na faza su
medusobno zavisne 1 uslovi u stanistu koji vladaju za vreme akvati¢ne faze jedinki direktno su
povezani sa osobinama zivotne istorije, morfoloskim 1 fizioloskim osobinama jedinki u terestricnoj
fazi zivotnog ciklusa. Drugim recima, metamorfoza je odredena balansom izmedu dostupnosti
hrane u akvaticnoj sredini i mortaliteta u terestricnoj sredini (Wilbur i Collins, 1973). Zbog toga
sto larvalnu fazu prati povecan unos hrane 1 ubrzan rast, ranija metamorfoza moze rezultovati
malim, slabo uhranjenim juvenilcima $to ¢e imati prenosne efekte (engl. carry-over effects) na bududi
fitnes. Niza stopa prezivljavanja, losija otpornost na parazite, losija tolerancija na gubitak vode,
negativni efekti na lokomotorne performanse punoglavaca (duzina repa) a zatim adultnih jedinki
(duzina prednjih i zadnjih ekstremiteta i Sirina glave), reproduktivni uspeh i imunitet (npr. Newman
1 Dunham, 1994; Richter-Boix 1 sar., 2006a; Goémez Mestre 1 sar., 2013; Johansson i sar., 2016), su
neki od najce$ce ispoljenih negativnih efekata ubrzanog razvica punoglavaca usled isusivanja
stani$ta koji se prenose na juvelilnu/adultnu fazu.

Na osnovu ovog modela, Kolins (Collins, 1979) je predvideo da ce, ako je dostupnost hrane
ogranicena, varijacije u individualnim stopama rasta dovesti do pozitivne korelacije izmedu veli¢ine
tela u metamorfozi i trajanja larvalnog perioda. Kada je kompeticija intenzivna, prvi punoglavci
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koji dostignu minimalnu veli¢inu tela za metamorfozu ¢e imati niske stope rasta i metamorfozirace
rano. Punoglavci koji kasnije dostighu minimalnu veli¢inu tela bice u manjoj kompeticiji za hranu
1 mogu dostici vecu velicinu tela pre nego §to zapocnu metamorfozu. Travis (1984) je testirao ovu
pretpostavku koristeéi punoglavee vrste Hyla gratiosa koje su bile pojedinacno gajene sa inicijalno
fiksnim nivoom hrane po jedinki. Kada bi punoglavci iz odredene grupe metamorfozirali, on bi
ravnomerno podelio njihovu nepojedenu hranu preostalim larvama, simulirajuéi time povecanje
dostupnosti hrane povezano sa smanjenom kompeticijom. Kombinacija niskog pocetnog nivoa
hrane i smanjivanje kompeticije dovela je do predvidene korelacije izmedu veli¢ine tela i vremena
metamorfoze, podrzavajuci Vilbur-Kolinsov model. Iako je povecana koli¢ina hrane znacajno
uticala na velic¢inu tela pri kojoj punoglavci metamorfoziraju, nije imala uticaja na trajanje larvalnog
perioda u poredenju sa punoglavcima koji su dobijali nepromenjene per capita kolicine hrane. Ovaj
rezultat nije u skladu s Vilbur-Kolinsovim modelom. Travis (1984) je zakljucio da je razvojni tempo
kod Hyla gratiosa ftiksiran rano tokom larvalnog perioda, sto onemoguéava kasnije promene u
stopama rasta kao reakciju na promenljive uslove staniSta. Vise laboratorijskih istrazivanja
pokazalo je da kod razli¢itih vrsta zaba zaista dolazi do fiksiranja brzine razvoja, ali u mnogo
kasnijoj fazi nego $to se prvobitno mislilo (npr. Leips i Travis, 1994; Beachy i sar., 1999). U ovim
istrazivanjima, fiksiranje brzine razvoja, desilo se otprilike istovremeno s pocetkom
prometamorfoze (tj. pocetkom diferencijacije prstiju) i obuhvatalo je poslednju trecinu ukupnog
razvica. Stoga su Leips 1 Travis (1994) modifikovali Travisov model metamorfoze i formulisali
“dinamicki model alokacije resursa”. Prema ovom modelu brzina razviéa se moze adaptivho
prilagoditi uslovima sredine tokom prve polovine razvica, ali se fiksiranje brzine razvica javlja
najkasnije od prometamorfoze, tj. promene u okruzenju tada uti¢u samo na rast punoglavaca ali
ne i na brzinu razvoja.

Pored sposobnosti punoglavaca da ispolje plasti¢nost u vremenu metamorfoze i velicini tela
prilikom isusivanja stanista, isusujuci uslovi takode uzrokuju promene u neuroendokrinim
putevima koji su i odgovorni za iniciranje metamorfoze u stresnim uslovima.

1.4.2.2 Neuroendokrina regulacija metamorfoze u uslovima isusivanja

stanista

Promene u nivou vode koje hipotalamus punoglavaca moze da detektuje dovode do
povecane proizvodnje CRH, s§to zatim stimulise proizvodnju hormona hipofize koji aktiviraju
tireoidnu 1 interrenalnu zlezdu (Denver, 1997; Kikuyama i sar., 1993). Aktivacija HPT i HPI ose
rezultira povecanim nivoima TH 1 CORT-a. (Denver, 1997; Boorse i Denver, 2003). Povecan
sadrzaj ovih hormona ubrzava larvalni razvoj 1 morfogenezu, omogucavajuci punoglavcima da
metamorfoziraju ranije (Denver, 2009; Gémez Mestre i sar., 2013). Veliki broj studija na razlic¢itim
vrstama bezrepih vodozemaca potvrdio je ubrzano razvic¢e u uslovima isusivanja (npr. Newman,
1989; Marquez-Garcfa i sar., 2009; Gémez Mestre 1 sar., 2013; Enriquez-Urzelai 1 sar., 2013;
Charbonnier i Vonesh, 2015; Lent i Babbitt, 2020). TH je primarni morfogen, i dovoljan je da
pokrene metamorfozne promene u svim tkivima (Dodd i Dodd, 1976; Das i sar., 2010), dok efekat
CORT-a zavisi od stadijuma razvi¢a punoglavaca i nivoa TH. Koncentracija TH 1 CORT-a je niska
u ranim, premetamorfnim stadijumima razvoja punoglavaca. U premetamorfozi je intenzivan rast
punoglavaca kako bi $to pre dostigli minimalnu veli¢inu tela neophodnu za pocetak metamorfoze,
dok se koncentracija TH i CORT-a povecava tokom prometamorfoze sa maksimalnim nivoima u
metamorfoznom klimaksu (GS 42 — GS 45) (Dodd i Dodd, 1976; Denver, 2009; Denver, 2021).
Dakle, kraéi larvalni periodi pod isusujuc¢im uslovima stanista posledica su povecane proizvodnje
TH 1 CORT-a putem aktiviranja rada HPT 1 HPI ose, §to dovodi do ubrzanog razvica (Denver,
2013). Medutim, dok povecani nivoi TH i CORT-a kod najveceg broja vrsta zaba dovode do
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ubrzanog razvica, istrazivanja su pokazala da na primer vrsta Scaphiopus conchii ne ubrzava uvek
razvice u uslovima isusivanja stanista. Kod ove vrste bazalni nivoi TH 1 CORT-a su visoki bez
obzira na to da li su jedinke izlozene niskom ili visokom nivou vode. Odnosno, nivoi ovih hormona
se ne menjaju u isusujuéim uslovima stanista $to je suprotno u odnosu na vrste koje ubrzavaju
razvice. Ove promene i mehanizmi u endokrinoj regulaciji HPT i HPI ose (Kulkarni i sar., 2017)
kod vrsta koje ne mogu da ubrzaju razvice u uslovima isusivanja stanista su nedovoljno istrazeni.

Dugotrajnija izlozenost poveéanim nivoima CORT-a moze uticati na mnoge osobine koje
su direktno povezane sa fitnesom, kao §to su smanjene stope rasta, negativan uticaj na rast i razvoj
repa, tela 1 zadnjih ekstremiteta (npr. Hayes i sar., 1993; Hayes, 1995). Takode se skracuje Zivotni
vek putem pojacane produkcije reaktivnih kiseoni¢nih vrsta (Johnson i sar., 2013; Gémez Mestre
1 sar., 2013).

1.4.3 Plasti¢nost u morfoloskim strukturama punoglavaca 1 juvenilnih

jedinki bezrepih vodozemaca u uslovima isusivanja stanista

Metamorfoza predstavlja ekstreman proces preoblikovanja struktura kod punoglavaca
prilikom prelaska iz akvaticne u terestricnu sredinu. Ovaj proces ukljucuje znacajne morfoloske
promene, kao $to su zamena Skrga plu¢ima, resorpcija repa koji je bio kljucan za kretanje u vodi 1
razvoj ckstremiteta za kretanje na kopnu. Takve transformacije omogucavaju jedinkama
prilagodavanje novim zahtevima kopnenog okruzenja, gde su potrebne drugacije fizioloske i
morfoloske karakteristike za prezivljavanje i uspesno funkcionisanje. Iako se ranije smatralo da
proces metamorfoze prekida razvojne 1 geneticke veze izmedu osobina koje su funkcionalne u
razlicitim fazama razviéa (prikazano u Ebenman, 1992; Moran, 1994), ¢ime se omogucavalo da se
larvalna 1 juvenilna faza nezavisno prilagode svojim odgovarajuéim sredinama, sve manje rezultata
na vodozemcima ide u prilog ovoj hipotezi o adaptivhom razdvajanju (Watkins, 2001). Prema ovoj
hipotezi pretpostavlja se da osobine koje su vazne u larvalnoj fazi mogu evoluirati u pravcu
optimizacije funkcionalnosti u akvatichom okruzenju, dok se osobine vazne za odrasle jedinke
prilagodavaju potrebama terestricnog okruzenja nezavisno od predasnjih larvalnih karakteristika
(Moran, 1994).

Sam proces metamorfoze podrazumeva drasticne promene na svim nivoima organizacije, a
stresni faktori koji mogu uticati na razvoj jedinki tokom larvalnog perioda jos vise doprinose
povecanju morfoloske varijabilnosti. Usled intenzivnih klimatskih promena kojima su izlozeni svi
organizmi a posebno vodozemci zbog sloZzenonog zivotnog ciklusa, isusivanje stanista kao
posledica povecéanja temperature se izdvaja kao abioticki faktor koji najvise doprinosi padu njihove
brojnosti. Pri isusivanju vodenog stanista najveci broj vrsta zaba ima sposobnost da ubrza svoje
razvice 1 metamorfozira §to pre kako bi izbegle smrtnost usled suse. Medutim, ova adaptivna
plasticnost u razviéu moze negativno uticati na morfoloske osobine punoglavaca a posledicno 1
juvenilnih/adultnih jedinki usled prenosnih efekata na terestri¢nu fazu.

Najvedi broj studija je utvrdio da ubrzano razvice indukovano isusivanjem stanista dovodi
do najizrazenijih promena u obliku repa, duzini tela i masi tela. Repna peraja punoglavaca
odgajanih u uslovima isusivanja stanista su uza i kraca u odnosu na jedinke gajene u konstantnim
vodenim uslovima (Richter-Boix i sar. 2006a, 2006b; Van Buskirk, 2009, Gémez i Kehr, 2019).
Objasnjenje za ovakvu morfologiju repa jedinki odgajanih u uslovima isusivanja stanista je da se
funkcija repnog peraja menja u zavisnosti od dela vodenog stuba u kojem se punoglavci krecu. U
stalnim vodama koje ne isusuju repna peraja pomazu punoglavcima da zadrze stabilnost prednjeg
dela tela dok se kre¢u jer punoglavci ovih vrsta provode vise vremena na razlic¢itim dubinama.
Medutim, kod privtemenih voda koje ¢esto isusuju, punoglavci naseljavaju bentos i provode vecinu
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vremena na dnu bara i relativno malo vremena u vodenom stubu. Zbog toga, punoglavci koji zive
u privremenim, plitkim barama cesto imaju rep bez peraja i spljosteno telo — oblik koji im vise
odgovara u promenljivim uslovima pli¢ih voda (Richter-Boix i sar. 2006a, 2006b). Van Buskirk i
Saxer (2001) su u svojoj studiji dali alternativno objasnjenje za ovu adaptivhu morfologiju repa po
kome se smatra da se rep bez peraja moze brze resorbovati kod punoglavaca tokom metamorfoze
jer trajanje metamorfoze zavisi od kolic¢ine tkiva koje treba da se resorbuje. Downie i saradnici
(2004) su utvrdili da postoji znacajna korelacija izmedu trajanja metamorfoze 1 duzine repa kod
nekoliko vrsta zaba $to dodatno potvrduje ovo objasnjenje.

Gomez i Kehr (2019) su u svojoj studiji ispitivali kako razlicita velicina vodenog stanista
(odnosno razlike u dubini i povrsini vode) utice na morfologiju, rast i razvoj punoglavaca.
Kombinujué¢i dve razlicite dubine 1 dve razlicite vodene povrsine, autori su zakljucili da ove
dimenzije stanista imaju razlicit uticaj na fenotipsku plasticnost punoglavaca tokom razvi¢a. Na
ranim ontogenetskim stadijumima, dubina vode ima vedi uticaj na razvoj jedinki. U kasnijim
fazama, medutim, povrsina vode postaje kljucni faktor. Kada je dubina vode smanjena, punoglavci
razvijaju kraci trup i rep, a njihovo vreme do dostizanja metamorfoze je produzeno. Ovo je u
suprotnosti sa nalazima vecine drugih studija, gde punoglavci u uslovima isusivanja ubrzavaju
razvice. S druge strane, smanjenje vodene povrsine dovelo je do ubrzanog razvi¢a. Punoglavci su
u tim uslovima razvili duzi trup, bez promena u duzini repa. Izostanak u promeni duzine repa iako
je duzi trup, moze predstavljati adaptaciju jer omogucava brzu resorpciju repa i raniju
metamorfozu.

Isusivanje stanista kod najveceg broja vrsta koje ubrzavaju svoje razvi¢e u ovakvim uslovima
negativno utice na duzinu i masu tela jedinki (Denver i sar., 1998; Enriquez-Urzelai i sar., 2013;
Richter-Boix i sar., 2006a; Lent i Babbitt, 2020). Usled ubrzanog razvi¢a i energije koja se ulaze da
se §to pre zavrsi proces metamorfoze 1 jedinke predu u terestricne uslove, jedinke imaju manje
vremena da usvoje hranljive materije i kao posledicu toga imaju manju duzinu 1 masu tela.

Sve ove promene u morfologiji na larvalnom stadijumu mogu imati prenosne efekte na
terestricnu fazu jedinke, posebno ako uslovi koji vladaju za vreme larvalne faze uticu na fitnes i
lokomotorne performanse metamorfoziranih jedinki. Ova cinjenica jo§ vise istie vaznost
izuc¢avanja uticaja nekog stresora na vise zivotnih faza. Watkins (2001) je u svojoj studiji ispitao
geneticke korelacije izmedu ekvivalentnih larvalnih i adultnih karaktera, odnosno lokomotornih
performansi, 1 otkrio veée fenotipske korelacije izmedu nego unutar faza. Pored toga, pronadene
su korelacije izmedu morfologije repnog peraja i morfologije prednjih i zadnjih ekstremiteta
adultnih jedinki (Van Buskirk i Saxer, 2001). S obzirom na to da isusivanje stanista uti¢e na duzinu
1 oblik repnog peraja, ove promene u morfologiji repa mogu negativno uticati na duzinu elemenata
prednjih i zadnjih ekstremiteta. DuzZine elemenata prednjih i zadnjih ekstremiteta direktno uticu na
lokomotorne sposobnosti jedinki, od kojih zavisi beg od predatora, potraga za plenom i Sirenje
areala, $to sve utice na fitnes jedinki. Zadnji ekstremiteti imaju ulogu u generisanju energije
potrebne za skok, dok prednji ekstremiteti odrzavaju ravnotezu prilikom doskoka i ublazavaju
posledice kontakta sa podlogom (Nauwelaerts i Aerts, 2000, Petrovi¢, 2020). Richter-Boix i sar.,
(20062) 1 Charbonnier i Vonesh (2015) su u svojim studijama pokazali da isusivanje stanista
negativno utice na duzinu 1 razvijenost misic¢a zadnjih ekstremiteta zbog smanjene stope rasta usled
ubrzanja razvica $to se negativno odrazilo i na sposobnost skakanja jedinki ovih vrsta u poredenju
sa jedinkama gajenim u konstantnom vodenom tretmanu. Takode, Marquez-Garcia 1 sar. (2009)
su na jedinkama gajenim u isusujuc¢im uslovima dobili iste rezultate kada je duzina ekstremiteta u
pitanju, mada nisu ispitivali skakacke performanse. Pored negativhog efekta na duzinu
ekstremiteta, isusivanje stanista je imalo i negativne efekte na Sirinu glave metamorfoziranih jedinki
ali 1 na duzinu (Richter-Boix 1 sar. 2006a) $to se odrazava na velicinu plena koju ove jedinke mogu
da savladaju.
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Svi prethodno nabrojani primeri su vezani za studije koje su istrazivale efekat isusivanja
stanista na morfoloske osobine vrsta koje imaju sposobnost da ispolje adaptivnu plasticnost u
razvicu u ovakvim uslovima. Sa druge strane, generalno postoji mali broj studija koji je istrazivao
efekat isusivanja staniSta na morfoloske osobine vrsta koje nemaju ili su vrememom izgubile
sposobnost ubrzanja razvi¢a u uslovima isusivanja. Tako su na primer Hernandez-Herrera i sar.
(2019) kod vrste koja nije ubrzala razvice u uslovima isusivanja utvrdili da su ovakvi uslovi
negativno uticali na duzinu tela i Sirinu glave punoglavaca $to je posledi¢no dovelo i do manje
duzine tela metamorfoziranih jedinki kao i krac¢ih prednjih i zadnjih ekstremiteta (Hernandez-
Herrera 1 sar., 2019). Kod jedinki Zutotrbog mukaca poreklom iz efemernih i permanentnih voda
gajenih u uslovima isusivanja stanista koje nisu ubrzale svoje razvice, pokazano je da su ovakvi
uslovi negativno uticali na duzinu tela, kondicioni indeks i lokomotorne performanse
metamorfoziranih jedinki $to je bilo izrazenije kod jedinki iz efemernih voda. Medutim,
pojedinacne morfoloske osobine nisu merene u ovom eksperimentu (Sinsch i sar., 2020).

Zbog svega navedenog, jasno je koliko je vazno istrazivati uticaj isusivanja stanista na
morfoloske osobine jedinki, jer promene u morfologiji imaju neposredan uticaj na fitnes jedinki.

1.4.4 Plasti¢nost u antioksidacionom zastitnom sistemu bezrepih

vodozemaca u uslovima isusivanja stanista

Antioksidaciona zastita je fizioloski proces koji u zdravom organizmu neprekidno
funkcionise kako bi sprecio Stetne efekte slobodnih radikala. Ova zastita se ostvaruje kroz
antioksidacioni sistem (AOS), prisutan kod svih aerobnih organizama, s ciljem da ogranici ili
popravi osteCenja izazvana slobodnim radikalima. Slobodni radikali, poput reaktivnih vrsta
kiseonika (ROS) i azota (RNS), zbog nesparenih elektrona, reaguju sa stabilnim molekulima,
izazivajuci lancane reakcije koje menjaju biomolekule. Faktori poput visokoenergetskog zracenja,
teskih metala, pesticida (Droge, 2002), i efekti globalnog zagrevanja, poput visokih temperatura i
isusivanja vodenih stanista (Petrovic 1 sar., 2021), mogu doprineti njthovom stvaranju.

Kod vodozemaca, u toku procesa metamorfoze prilikom aktivacije HPT ose, dolazi i do
modifikacija oksidacionog metabolizma usled velikih promena na svim nivoima organizacije
ukljucujudi i de novo razvie struktura za zivot u terestricnim uslovima. Reaktivne kiseonicne 1
azotne vrste imaju bitnu regulatornu ulogu u procesu metamorfoze (Johnson i sar., 2013; Burraco
1 sar., 2017). ROS aktiviraju puteve povezane sa apoptozom koja je u osnovi resorpcije repa i
remodulacije gastrointestinalnog trakta (Hanada i sar., 1997; Kashiwagi, 1999). Ukoliko se narusi
balans izmedu produkcije ROS-a/RNS-a i antioksidacionog sistema u kotist ROS/RNS dolazi do
oksidacionog stresa (Halliwell i Gutteridge, 1999). Oksidacioni stres remeti stukturu i
funkcionisanje biomolekula (masti, proteina i DNK), a reakcija slobodnih radikala zavisi od
njthove prirode, mesta nastanka 1 izvora (Sies i sar., 1985). Oksidaciono oStecenje celijskih
membrana, lipida, lipoproteina i drugih lipidnih molekula, poznato kao lipidna peroksidacija,
uzrokuje promene u propustljivosti ¢elijske membrane i metabolizmu membranskih proteina i
lipida. Oksidacioni stres pored direktnih efekata na normalno funkcionisanje celija, tkiva i organa
moze da ima efekte i na stopu prezivljavanja, reproduktivni uspeh i duzinu zivota (Costantini,
2024).

Isusivanje vodenih stanista posebno pogada vodozemce zbog njihove polupropustljive koze
1 slozenog zivotnog ciklusa koji direktno zavisi od vode i spoljasnje temperature. Stresni uslovi,
zajedno sa unutrasnjim promenama uzrokovanim razvojem mogu se odraziti na oksidacioni status
1 dovesti do stanja oksidacionog stresa (Halliwell i Gutteridge, 1999). Osnovu antioksidacionog
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sistema Cine antioksidansi — supstance koje, ¢ak i u malim koncentracijama mogu da sprece ili
smanje oksidaciju supstrata (Halliwell i Gutteridge, 1999).

Antioksidacioni sitem se sastoji od enzimskih i neenzimskih komponenti. Kljuénu ulogu u
primarnoj antioksidacionoj zastiti imaju enzimi superoksid dimutaza (SOD), katalaza (CAT) 1
glutation-peroksidaza (GSH-Px). Medu neenzimskim komponentama glutation (GSH) ima
visestruku ulogu, pored direktne eliminacije ROS takode je ukljucen i u regulaciju glutation
zavisnog sistema. Katalaza je enzim prisutan kod gotovo svih prokariotskih i eukariotskih
organizama izlozenih molekulskom kiseoniku, a njena uloga je katalizovanje razgradnje vodonik-
peroksida u vodu 1 kiseonik (Chelikani i sar., 2004). Glutation-peroksidaza je $iroko rasprostranjena
u biljnom i zivotinjskom svetu, prisutna u citosolu, mitohondrijama, peroksizomima i
intermembranskom prostoru gotovo svih ¢elija, 1 katalizuje redukciju vodonik-peroksida u vodu i
organskih hidroperoksida u alkohole koristeci glutation kao kofaktor. Iako oba enzima ukljanjaju
povisene koncentracije vodonik-peroksida, GSH-Px ima vedi afinitet nego katalaza i igra vaznu
ulogu u primarnoj odbrani pri niskim koncentracijama vodonik-peroksida, dok katalaza postaje
znacajna pod uslovima izrazitog oksidacionog stresa (Kruidenier i Verspaget, 2002). Glutation je
najzastupljeniji neproteinski tiol u Celijama, brzo reaguje s reaktivnim vrstama kiseonika i azota,
direktno uklanja slobodne radikale i ucestvuje u direktnoj popravci oksidacionih oste¢enja DNK
molekula (Kruidenier i Verspaget, 2002).

Svi ovi navedeni antioksidacioni parametri imaju znacajnu ulogu u odbrani éelijskih struktura
bezrepih  vodozemaca u stresnim uslovima zbog cega su promene u njihovim
aktivnostima/koncentracijama vazne za utvrdivanje odgovora na fizioloski stresu desikacionim
uslovima. Kao $to je ve¢ navedeno u prethodnom tekstu, iako ubrzano razvice u desikaciji
omogucava raniju metamorfozu i povecava verovatnocu prezivljavanja, pored negativnih efekata
na osobine zivotne istorije 1 morfoloske osobine, ostavlja negativne posledice i na antioksidacioni
sistem jedinki (Burraco i sar., 2017; Prokic i sar., 2021; Petrovic i sar., 2021). Na primer, kod vrste
Pelobates cultripes ubrzana metamorfoza usled desikacije dovodi do promena u oksidacionom
statusu, $to se ogleda u povecanim aktivnostima antioksidacionih enzima katalaze, superoksid-
dismutaze 1 glutation peroksidaze (Goémez Mestre i sar., 2013). Oksidacioni stres moze biti
neizbezna posledica ubrzanog razvic¢a kod punoglavaca, jer ubrzanje razvica zahteva i pojacane
fizioloske 1 metabolicke napore (Mittler, 2002; Costantini, 2008; Gémez Mestre i sar., 2013;
Burraco i sar., 2017). Medutim, u ovom eksperimentu istrazivaci nisu pronasli oksidacaiona
ostecenja (prisustvo lipidnih peroksida) kod jedinki Pelobates cultripes iz isusujuceg tretmana. Ovo
sugeriSe da je povecana aktivnost antioksidanasa bila dovoljna da neutraliSe oksidaciona ostecanja
kod ove vrste (Goémez Mestre i sar., 2013).

U radu Petrovic i sar. (2021) ispitane su fizioloske promene u antioksidacionom sistemu larvi
zutotrbog mukaca u tri faze metamorfoze: na pocetku (GS 42), u sredini (GS 44) i na kraju (GS
46). Autori su takode ispitivali kako isusujuéi uslovi uticu na AOS i oksidaciona osteé¢enja tokom
ovih faza. Rezultati su pokazali da larve koje su se razvijale pod stresom isusivanja ispoljavaju veci
stepen oksidativnih ostecenja u srednjoj i kasnoj fazi metamorfoze. Ove jedinke su imale niZe nivoe
glutationa u fazama GS 44 1 GS 46, kao i snizene vrednosti enzima antioksidacione odbrane —
katalaze, glutation-peroksidaze, glutation S-transferaze i sulfhidrilnih grupa u fazi GS 46, u
poredenju sa kontrolnom grupom. Gladovanje usled remodelovanja gastrointestinalnog sistema
tokom procesa metamorfoze remeti sintezu glutationa i proteina bogatih cisteinom, jer njihova
sinteza zavisi od unosa hrane koji je fizioloski onemoguéen (De Block i Stoks, 2008). Autori
pretpostavljaju da je slabiji odgovor AOS posledica preusmeravanja energije sa energetski zahtevne
antioksidacione zastite ka procesima neophodnim za prezivljavanje. Jedinke izlozene stresu
isusivanja nisu ubrzale razvice, imale su manju duzinu tela i slabiji antioksidacioni odgovor. Ovo
ukazuje na oslabljeni odbrambeni sistem koji nije uspeo da se izboti sa povecanom proizvodnjom
reaktivnih kiseonickih vrsta (ROS). Na kraju metamorfoze (GS 46), jedinke iz grupe sa isusuju¢im
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uslovima su morale da uloze dodatnu energiju u odnosu na kontrolne jedinke, i kao posledica toga,
vrednosti ostalih parametara AOS su dodatno opale. Ovi nalazi ukazuju da su larve zutotrbog
mukaca koje su izlozene isusivanju podloznije oksidacionim ostecenjima, §to moze negativno
uticati na njihovo razvice i prezivljavanje u uslovima smanjene dostupnosti vode.
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2. CILJEVI ISTRAZIVAN]JA

Fenotipska plasticnost je vazna za vrste sa slozenim zivotnim ciklusom kao S$to su
vodozemci, jer se neprestano suocavaju sa promenama u dve sredine (akvaticnoj i terestri¢noj) 1
modifikuju osobine Zivotne istorije, morfologiju i fiziologiju kako bi se §to bolje prilagodili novim
uslovima. Klimatske promene ugrozavaju opstanak vodozemaca na globalnom nivou, prvenstveno
kroz negativan uticaj na vodena stanista koja su klju¢na za njihov sloZeni zivotni ciklus. Porast
globalne temperature, neujednacenost atmosferskih padavina, ekstremne vrednosti klimatskih
parametara, produzeni periodi suse i povecano isparavanje, ubrzavaju isusivanje mocvara, bara,
jezeraidrugih vodenih ekosistema, zbog cega su vodena stanista medu prvima izlozena negativnim
posledicama klimatskih promena. Posebno su pogodene one vrste koje naseljavaju vode koje
periodi¢no isusuju, jer bez dovoljno vlage i vode, razvi¢e njthovih larvi postaje ugrozeno, $to
direktno doprinosi opadanju brojnosti populacija na lokalnom i globalnom nivou. Edukacija i
podizanje svesti 0 vaznosti ocuvanja vodenih stanista a samim tim i vodozemaca su klju¢ni koraci
u smanjenju globalnog pritiska na ovu osetljivu grupu. I bas iz tog razloga su bitne studije koje
izucavaju direktni efekat isusivanja stanista na vodozemce. Razumevanje uticaja isusivanja stanista
na vodozemce od sustinskog je znacaja za oblikovanje ciljanih konzervacionih strategija i
dugorocnu zastitu njihovih populacija.

Glavni cilj ove disertacije je utvrdivanje i kvantifikacija varijabilnosti u osobinama zivotne
istorije, morfoloskim i fizioloskim osobinama zutotrbog mukaca (B. variegata) u uslovima isusivanja
stanista. U okviru glavnog cilja definisani su slededi specifi¢ni ciljevi:

1. Utvrditi da li ¢e isusivanje staniSta dovesti do ispoljavanja adaptivne fenotipske
plasti¢nosti, tj. ubrzanja razvica zutotrbog mukaca (kao sto predvida Vilbur-Kolinsov
model o optimalnom vremenu metamorfoze (Wilbur i Collins, 1973)).

2. Utvrditi na koji nacin isusivanje stanista utice na osobine zivotne istorije, morfolosku
varijabilnost i lokomotorne sposobnosti metamorfoziranih jedinki.

3. Utvrditi da i postoji odredeni period u razvicu zutotrbog mukaca kada je vrsta
najosetljivija na isusivanje stanista (kao $to predvida Travisov model o optimalnom
vremenu metamorfoze (Travis, 1984)).

4. Utvtditi na koji nacin isusivanje stanista utice na nivo hormona stresa kortikosterona i

kako promene u nivou kortikosterona uticu na brzinu razvica, druge osobine Zivotne
istorije, morfologiju i fizioloski status metamorfoziranih jedinki.
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3. MATERIJAL I METODE

Terenska istrazivanja obuhvatala su sakupljanje jaja zutotrbog mukaca na teritoriji
Nacionalnog parka ,,Fruska gora®. Sakupljanje jaja iz prirodnih populacija za prvu godinu
cksperimenta je omoguceno uz dozvolu Ministarstva zastite zivotne sredine Republike Srbije
(dozvola br. 353-01-83/2019-04). Eksperimentalni dizajn odobrila je Eticka komisija Instituta za
bioloska istrazivanja "Sinisa Stankovic¢", Univerzitet u Beogradu (dozvola br. 04-5/19) (PRILOG
1). Za drugu i tre¢u godinu eksperimenta jaja su sakupljena na istom podrucju uz dozvolu istog
ministarstva (dozvola br. 353-01-2876/2019-04 za II godinu ekspetimenta; dozvola br. 353-01-
2716/2020-04 za I1I godinu eksperimenta). Eksperimentalni dizajn druge i trece godine je takode
odobren od strane Uprave za veterinu Ministarstva poljoprivrede, Sumarstva 1 vodoprivrede
(dozvola br. 323-07-08393/2020-05/4 za II godinu eksperimenta; dozvola br. 323-07-
03971/2021-05 za IIT godinu eksperimenta; PRILOG 2 i 3). Zivotinje su drzane i odgajane u
skladu sa Evropskom direktivom (2010/63/EU) o zastiti zivotinja koriscenih u eksperimentalne i
druge naucne svrhe.

3.1 Objekat istraZivanja
3.1.1 Opste karakteristike roda Bombina

Rod Bombina Oken, 1816., pripadnik porodice Bombinatoridae Gray, 1825., u okviru reda
Anura u najvecoj meri naseljava Evroazijski region. Vrste ove porodice se odlikuju velikim brojem
filogenetski pleziomorfnih osobina (izmedu ostalih to su karakteristike larvi, morfologija,
ingvinalni ampleksus). Jezik im je celom donjom povrsinom srastao za dno usne duplje i oblika je
diska po ¢emu je naziv ove porodice po ranijoj klasifikaciji bio Discoglossidae. Zenica oka im je
vertikalna ili srcolika (Duellman 1 Trueb, 1994). Vrste roda Bombina se odlikuju aposematskom
obojenoscu 1 kada su ugrozene pokazuju upozoravajuci “Unken refleks”’. Na ovaj nacin isticu svoje
intenzivno obojene ventralne delove tela. Takode, sekreti njihovih koznih Zlezda su za potencijalne
predatore iritirajuci i odbijajuéi (Simonovi¢ i sar., 2004). Rod Bombina broji tri vrste: Bombina
bombina, Bombina variegata 1 Bombina orientalis. Prve dve vrste naseljavaju Evroazijski region dok se
B. orientalis moze naci samo u jednom delu Azijskog kontinenta. Vrste B. bombina i B. variegata su
dve filogenetski najsrodnije vrste unutar roda.

3.1.2 Opste karakteristike Zutotrbog mukaca (Bombina variegata)

Jedinke zutotrbog mukaca (B. variegata) su male, obi¢no manje od 5 cm. Bradavice dorzalne
strane tela su jasno izrazene, sa najcesée crnim, istaknutim trnolikim zavrsetkom. Dorzalna strana
tela je siva, braon, zuta ili tamno-zelena. Osnovna boja ventralne strane je sivo-plava sa velikim
zuto-narandzastim poljima koja po pravilu pokrivaju vise od 50 % povrsine stomaka (Slika 2.).
Prsti prednjih (narocito prvi prst) i zadnjih ekstremiteta su svetlo obojeni (Simonovi¢ i sar., 2004).
Ova vrsta se moze naci u malim mutnim privremenim vodama sa malo vegetacije, terestricnija je
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u odnosu na crvenotrbog mukaca, ima deblju kozu i reprodukuje se vise puta u toku godine
uglavnom posle velike kolicine padavina (od proleca do ranog leta). Muzjaci ne pokazuju
teritorijalno ponasanje, imaju tisi poziv za parenje u odnosu na B. bombina i poseduju nuptijalne
jastucice na palcevima koji dolaze do izrazaja tokom reproduktivnog perioda i pomazu laksem 1
¢vrséem drzanju zenke (Szymura, 1993).

Slika 2. Izgled Zutotrbog mukaca (B. variegata) (foto: A. Radmilovi¢ i A. Urosevié).

B. variegata polaze jaja u vode razlicitog trajanja: od malih, osuncanih privremenih voda gde
se uslovi stani$ta menjaju nepredvidivo u toku jedne i/ili viSe sezona, uglavnom usled klimatskih
promena ili ljudskih aktivnosti (npr. polaze jaja 1 u udubljenja u zemlji nastala prolaskom vozila,
koja se napune vodom nakon obilnih kisa) (Barandun i Reyer, 1997a), pa do stalnih voda u kojima
se nalaze predatori i druge kompetitivne vrste (Hartel i sar, 2007; Sinsch i sar., 2020). Predatori jaja
1 punoglavaca ove vrste su pripadnici taksona kako ki¢menjaka tako i beskicmenjaka. Kada je
interspecijska kompeticija u pitanju, najcesce kompetitivne vrste su Hyla arborea, Bufo calamita i
Pelophilax K\. esculentus (Rana esculenta) (Reyer i Barandun, 1997),. Osuncane i tople vode cesto sadrze
veliki broj jaja, dok se vode koje su hladne i u senci (zaklonjene od sunca) ne koriste za reprodukciju
(Barandun i Reyer, 1998). Jedinke B. variegata dostizu polnu zrelost nakon 2-3 godine starosti.
Zenke polazu jaja u grupi od 40-70 jaja po paketi¢u nekoliko puta u toku jedne reproduktivne
sezone, koje ,lepe” za stabla vodenih biljaka, komade drveca ili druge objekte koji se nadu u vodi
(Rafinska, 1991; Barandun i Reyer, 1997b; Hartel i sar., 2007; Inns, 2011; Speybroeck i sar., 2016).
Slika 3. prikazuje izabrane stadijume razvica jaja zutotrbog mukaca.
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Slika 3. Prikaz odabranih stadijuma u razvic¢u zutotrbog mukaca videnih golim okom ili pod
binokularnom lupom: a) paketi¢ jaja uzet iz prirode, prikaz kako se jaja vide golim okom; b)
Gosnerov stadijum (GS) 5 —jedan od pocetnih stadijuma embrionalnog razvi¢a kada je embrion
podeljen na 8 celija; ¢) GS 7 — embrion je podeljen na 32 éelije; d) GS 22 — embrion neposredno
pred izvaljivanje; e) GS 23 — tek izvaljena jedinka iz jajeta; f) skup tek izvaljenih jedinki, prikaz kako
se vide golim okom (foto: A. Radmilovic).

Reproduktivni period ove vrste traje od pocetka maja meseca (nakon prvih obilnih kisa) pa
do pocetka avgusta (Barandun, 1990). Jaja se izvaljuju 4-10 dana nakon polaganja, pri ¢emu je
utvrdeno da se brzina razvica povecava sa povecanjem temperature vode (Barandun, 1990;
Dittrich i sar., 2016). Kada su Barandun i Reyer (1997b) pratili razvice Zzutotrbog mukaca u
prirodnim populacijama u Svajcarskoj dve uzastopne godine, uocili su razlike u duzini larvalnog
perioda zutotrbog mukaca izmedu godina. Larvalni period je duZe trajao u mesecima koji su
hladniji (maj i jun) u odnosu na jul mesec kada je temperatura vode bila veca i razvic¢e krace za
nekoliko dana. Srednje vreme do metamorfoze (ukljucujuéi embrionsko razvice) prve godine bilo
je u rasponu od 33-58 dana a druge od 34-51 dan. Najvedi broj jedinki je metamorfozirao izmedu
38-45 dana u obe godine. Mortalitet jaja od polaganja do metamorfoze je bio 93 % prve, 1 87 %
druge godine, pri cemu je utvrdeno da je isusivanje stanista dovelo do ovako visoke stope smrtnosti
(Barandun 1 Reyer, 1997b).

J3.1.3 Rasprostranjenje Zutotrbog mukaca

Zutotrbi mukaé¢ naseljava Centralnu i Juznu Evropu, osim jugozapadnih delova (Slika 4.).
Zapadne granice areala ove vrste protezu se preko Nemacke do Holandije, Belgije i Francuske na
jugu. Granice areala na severu obuhvataju delove od Nemacke do Ceske, juzne delove Poljske,
Zapadnu Ukrajinu  (Karpate), Rumuniju 1 istocni deo Bugarske (AmphibiaWeb.2024.
<https://amphibiaweb.org> University of California, Berkeley, CA, USA. Accessed 7 July 2024).
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Slika 4. Rasprostranjenje B. wvariggata. (AmphibiaWeb.2024. <https://amphibiaweb.org>
University of California, Berkeley, CA, USA. Accessed 7 July 2024).

Rasprostranjenje zutotrbog mukaca u Srbiji je ograni¢eno na brdske i planinske krajeve nase
zemlje a postoje i izolovane populacije u severnom delu - Vojvodini (Simonovic i sar., 2004) (Slika
5.). Izolovanost populacija na Fruskoj gori je posledica Vurmske glacijacije tj. poslednjeg ledenog
doba (koje je pocelo pre oko 115 - 130 000 godina a zavssilo se pre oko 11 000 godina). Istrazivaci
smatraju da su se dve vrste roda Bombina odvojile u razlicite refugijume nakon poslednjeg ledenog
doba kako bi prosirile svoje areale i u fizicko-geografskom smislu su se rasporedile tako da ne
dolazi do kompeticije izmedu njih (Arntzen, 1978). Jedan od znacajnih refugijuma Zutotrbog
mukaca na Balkanu je planina Fruska gora koja je u proslosti bila ostrvo u Panonskom moru (9
miliona godina) i ¢ija je izolovanost doprinela o¢uvanju populacija zutotrbog mukaca. Redukovan
protok gena usled izolacije, male populacije, geneticki drift i prirodna selekcija dovode do
redukovanja geneticke varijabilnosti i povecane diferencijacije ovih populacija.

Slika 5. Distribicuja zutotrbog mukaca u Srbiji (svetlo-zelena boja: zakljucena distribucija vrste,

tamno-zelena boja: potvrdena distribucija vrste). Preuzeto iz Vukov i sar., 2013.
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3.2 Eksperimentalni dizajn

U cilju procene uticaja isusivanja stanista na osobine zivotne istorije, kao i morfoloske i
fizioloske osobine zutotrbog mukaca, sprovedena su tri ecksperimenta u tri uzastopne
godine/sezone. Podruc¢ja uzorkovanja jaja, za sva tri eksperimenta, nalaze se na prostoru
Nacionalnog parka “Fruska Gora” u Vojvodini, u severnom delu Srbije (539 m nadmorske visine,
geografska Sirina 45.15708° i geografska duzina 19.709327°) (Milosavljevi¢ i sar., 1973). Za svaku
godinu eksperimenta jaja su sakupljena u istom periodu godine, na pocetku sezone parenja kada
su uslovi bili povoljni (krajem maja meseca). Teritorija Fruske gore se odlikuje prisustvom velikog
broja privremenih staja¢ih voda poput malih bara, kanala pored puta, ulegnuca u zemlji na Sumskim
putevima koja nastaju prolaskom teskih vozila u kojima se zadrzava voda nakon kise. Vreme
trajanja ovih vodenih povrsina je razlicito, ali je terenskim istrazivanjima utvrdeno da veéina presusi
do pocetka jula meseca. Zenka Zutotrbog mukaca polaze jaja u paketi¢ima i lepi ih za podvodne
delove vodenih biljaka. U proseku se polozi 40-70 jaja po jednom paketi¢u (Barandun i Reyer,
1997a).

Jaja su uzeta iz razli¢itih privremenih voda, koje su bile medusobno udaljene minimum 100
m, kako bi se izbeglo sakupljanje jaja polozenih od strane iste zenke, nakon ¢ega su preneta u
laboratoriju Odeljenja za Evolucionu biologiju Instituta za bioloska istrazivanja ,,Sinisa Stankovi¢*.
Pretpostavka je da je svaki paketi¢ jaja bio oploden od strane drugog muzjaka. Jaja su drzana
zajedno u velikim kutijama koje su bile napunjene odstajalom vodom. Konstantni uslovi u
laboratoriji su odrzavani tokom sva tri eksperimenta, sa prirodnim fotoperiodom i temperaturom
vazduha od 20°C. Jaja su svakog drugog dana posmatrana golim okom ili pod lupom da bi im se
odredio stadijum razvica pogodan za pocetak eksperimenta.

3.2.1 Opis odabranih ontogenetskih stadijuma i gajenje jedinki

Premetamorfoza (GS 26-30), prometamorfoza (GS 31-41) i metamorfozni klimaks (GS 42-
46) su tri osnovne faze procesa metamorfoze koje karakterisu specificne anatomske, morfoloske,
tizioloske 1 promene u ponasanju jedinki. S obzirom na to da u premetamorfozi jedinke intenzivno
rastu bez bilo kakvih metamorfnih promena, ispitali smo kako isusujuéi uslovi uticu na: kasni
stadijum premetamorfoze 1 pocetak prometamorfoze (GS 30-32), srednje stadijume
prometamorfoze (GS 32-34 1 GS 35-37), pocetak metamorfoznog klimaksa (GS 42) i kraj
metamorfoznog klimaksa tj. metamorfoze (GS 46).

U ovoj disertaciji je u tri nezavisna eksperimenta testirano kako isusujuci uslovi uticu na
sledece ontogenetske (Gosnerove (Gosner, 1960)) stadijume:

1. GS 30-32 — telo punoglavaca je zdepasto, rep proporcionalno dugacak, sa izrazenim
repnim perajem. O¢i su smestene lateralno, ali pocinju blago da se pomeraju dorzalno.
Usni aparat razvijen, sa jednim gornjim i viSe donjih redova keratinoznih zubic¢a. Boc¢na
linija je funkcionalna. Blagi porast koncentracije TH u fizioloskim uslovima (1 CORT-a u
stresnim uslovima). Vidljivi su zaceci zadnjih ekstremiteta (Slika 6. a)).

2. GS 32-34 - oci su dorzolateralno postavljene ¢ime se omogucava Sire vidno polje. Usni
aparat potpuno formiran za efikasno struganje podloge. Koncentracija TH (i CORT-a)
nastavlja da raste. Zaceci zadnjih ekstremiteta su jasno vidljivi, kratki i imaju oblik vesla
(Slika 6. 2)).

3. GS 35-37 — o¢i su dorzalno postavljene i ¢ulo vida je potpuno funkcionalno za kopneni
zivot. Zadnji ekstremiteti su dugacki, potpuno funkcionalni i jasno segmentisani. Jasno se
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uocava razmak izmedu prstiju (Slika 6. a) i b)). Neuroendokrini sistem je dovoljno razvijen
1 ocekuje se da je koncentracija TH 1 CORT-a dovoljno visoka da omogudéi ubrzanje razvica
pod stresnim uslovima.

4. GS 42 — pocetak metamorfoze koji se karakterise naglim promenama na svim nivoima koje
omogucavaju prelazak jedinke iz vodenog u kopneno staniste (Slika 6. b)). Dolazi do
pojave prednjih ekstremiteta (koji su bili skriveni ispod operkularne membrane) i zapocinje
intenzivna resorpcija repa putem apoptoze. Skrge se u potpunosti zamenjuju pluéima.
Koncentracija TH i CORT-a dostize svoj maksimum. Zbog intenzivne metabolicke
aktivnosti dolazi do produkcije ROS-a. Jedinke se ne hrane sve do zavrsetka metamorfoze
(GS 40), odnosno potpune resorpcije repa i uspostavljanja funkcionalnosti svih organskih
sistema za zivot u terestri¢nim uslovima.

5. GS 46 —oznacava zavrSetak metamorfoze, odnosno prelaz iz larvalne u juvenilnu, kopnenu
formu (Slika 6. b)). Glavna karakteristika ovog stadijuma je potpuna resorpcija repa. Na
trtbuhu juvenilnih jedinki zutotrbog mukaca se uocava aposematska obojenost, koja
vremenom postaje sve intenzivnija. U GS 46 pluca su potpuno funkcionalna i jedinka
prelazi na kopneno disanje. Koza i dalje ima respiratornu funkciju, ali u manjoj meri. Nivo
TH i CORT-a opada, $to oznacava kraj metamorfoze.

Jedinke su u svim eksperimentima hranjene ad /ibitum svakog drugog dana hranom za ribe
(Tetra TabiMin, Tetra GmbH, Melle, Germany). Od pocetka eksperimenta (GS 25) do GS 32
jedinke su hranjene "4 tablete za ribe, od GS 33-36 su hranjenje "2 tablete a od GS 36-42 celom
tabletom po eksperimentalnoj kutiji. Dimenzije svake kutije u eksperimentima br. 11 2 su bile 42
x 32 x 21.5 cm gde su jedinke gajene u kohortama. U svim eksperimentima je voda menjana svakog
cetvrtog dana kako bi se izbegla akumulacija Stetnih podukata i hormona. Kada je menjana voda
menjan je i raspored kutija u laboratoriji, da bi se izbegao bilo kakav efekat mesta kutije usled
potencijalnih mikroklimatskih (temperaturnih 1 svetlosnih) razlika u laboratoriji. Razviée jedinki
kao 1 njihovo prezivljavanje je praéeno svakog dana.

Posto su jedinke u eksperimentu br. 3 od GS 35 odgajane pojedinacno (kada je i poceo ovaj
cksperiment), od GS 35-38 svaka jedinka je hranjena 4 tablete za ribe, a od GS 39-42 "% tablete
za ribe. Svaka kutija je predstavljala jednu eksperimentalnu jedinicu. Dimenzije svake kutije u
eksperimentu br. 3 su bile 10.5 x 10.5 x 12.5 cm. Sa zamenom vode koja je obavljana svakog
cetvrtog dana, svaki put je menjan i egzogeni CORT kao i njegov inhibitor MET kako bi njihove
koncentracije u vodi bile adekvatne i kako bi se izbegla akumulacija stetnih podukata i hormona.
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a) b)
32 GS 35 GS 42

Slika 6. Izgled odabranih stadijuma u eksperimentima. a) Razvice zadnjih ekstremiteta po
Gosnerovim stadijumima (Preuzeto iz Gosner, 1960): 1. GS 32; 2. GS 34; 3. GS 37. b) Izgled
jedinki u GS 35, GS 42 1 GS 46 (foto: A. Radmilovic).

3.3 Prikupljanje podataka

3.3.1 Prikupljanje podataka za analize osobina Zivotne istorije

Nakon dostizanja GS 42, svaka jedinka je premestena u novu kutiju gde su joj obezbedeni
suvozemni uslovi sve do GS 46. Po dostizanju GS 42 1 GS 46, jedinke su fotografisane sa dorzalne
strane digitalnim fotoaparatom (Nikon D7500, AF-S DX Micro-Nikkor 40mm f/2.8G, Nikon
Corporation, Tokyo, Japan) na standardnoj udaljenosti zajedno sa milimetarskim papirom koji
predstavlja skalu, kako bi se dobile informacije o ukupnoj duzini tela jedinki (u mm). U GS 42
ukupnu duzinu tela jedinki ¢ini zbir duzine trupa (merenog od vrha njuske do kloake, engl. Snouz-
to-vent-length, SVL) 1 repa (merenog od kloake do vrha repnog peraja). U GS 46 duzina tela jedinki
predstavlja duzinu trupa (odnosno SVL). Za svaku jedinku je na oba stadijuma (GS 42 1 GS 40)
zabelezena duzina larvalnog perioda (u danima), duzina tela jedinki (u mm), masa (u g), izracunata
stopa rasta, kondicioni indeks i stopa prezivljavanja jedinki po tretmanu.

Individualni rast jedinki je pracen belezenjem datuma ulaska u GS 25, kao 1 dostizanje GS
42 1 GS 46. Duzina razvica (merena u danima) koja protekne od GS 25 do GS 42 1 GS 46
predstavlja larvalni period/interval razvica jedinke. U eksperimentu br. 3 larvalni period je
izracunat kao vremenski period (u danima) koji protekne od pocetka ovog eksperimenta (GS 35)
do GS 42. Individualna stopa rasta je izracunata kao kolicnik mase jedinke (na GS 42/GS 40) i
njenog larvalnog perioda.

Masa jedinki (u gramima, g) na oba stadijuma je merena na istoj vagi sa precizno$¢u od

0.0001 g.

U cksperimentu br. 1 su izracunate i ontogenetske trajektorije jedinki. Ontogenetske
trajektorije analiziranih tretmana koje najbolje opisuju rast jedinki preko obrazaca variranja duzine
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tela i mase, izracunate su na osnovu podataka koji predstavljaju srednje vrednosti jedinki po kutiji
na svakih pet dana. Na ovaj nacin smo pratili grupni rast jedinki sve dok prve jedinke nisu dostigle
GS 42.

Kondicioni indeks (engl. Body condition index — BCI) je predlozen kao veoma koristan
pokazatelj stanja populacije $to je posebno znacajno za konzervacionu biologiju. BCI je pokazatel;
ekoloskog stresa, kvaliteta stanista (Sztatecsny 1 Schabetsberger, 2005), reproduktivnog ulaganja
(Castellano i sar., 2004) 1 prezivljavanja (Hoey i McCormick, 2004). Zbog toga je ovaj parameter i
izabran kao jedan od pokazatelja stanja populacije zutotrbog mukaca u uslovima isusivanja stanista.
BCI je takode pokazatelj energetskih rezervi jedinki, i jedinke koje imaju veéi BCI imaju i vise
rezervnih materija (uglavnom masti) od jedinki koje imaju nizi BCI (Dobson, 1992). Iako postoji
vise vrsta BCI (Fultonov indeks (Sztatecsny 1 Schabetsberger, 2005), relativni maseni kondicioni
indeks (Hansen, 2005), rezidualni indeks (Denoél i sar., 2002), skalirani maseni indeks (Peig i
Green, 2009)), za eksperiment br. 1 je izabran rezidualni indeks koji koristi reziduale In mase u
odnosu na In duzinu tela jedinki u GS 42/GS 46 dobijenih iz linearne regresije (Székely i sar.,
2020). Takode, Bancild 1 sar. (2010) su zakljucili da je rezidualni indeks najbolji za interpretaciju
efekata razlic¢itih stresnih faktora zivotne sredine koji deluju na zutotrbog mukaca, a takode je
pogodan zbog jednostavne bioloske interpretacije.

U eksperimentima br. 2 1 3 kondicioni indeks je odreden koristeci skalirani maseni indeks
(engl. Scaled mass index - SMI) prema Peig 1 Green (2009). SMI uzima u obzir alometrijski odnos
izmedu mase i duzine tela i1 predstavlja standardizovanu meru kondicionog indeksa koja se moze
direktno uporedivati medu jedinkama (Peig i Green, 2009). SMI se cesto koristi kao kondicioni
indeks kod punoglavaca (Dittrich 1 sar., 2016; Ruthsatz i sar., 2018, 2023). Visok SMI ukazuje na
vece zalihe energije i, stoga, na dobar kondicioni indeks. SMI nagib se izracunava iz regresije
logaritamski transformisanog SVIL-a i logaritamski transformisane mase.

Skalirani Maseni Indeks (SMI) = Mi [L.O/Li] **M*

Mi — masa jedinke na GS 42/GS 46; Li — SVL jedinke na GS 42/GS 46, odnosno duzina
trupa jedinke; LO — srednja vrednost SVL-a svih punoglavaca po stadijumu; bSMA — vrednost
odnosa SVL-a 1 mase (specificna za svaku vrstu) koja je dobijena modelom standardizovanih
glavnih osa transformisanih (In transformacija) vrednosti masa na SVL punoglavaca. Da bi se
obuhvatio reprezentativni opseg merenja SVL-a 1 mase za bSMA (Peig 1 Green, 2009), koriS¢ene
su ne samo vrednosti SVL-a 1 mase jedinki iz nasih eksperimenata ve¢ 1 podaci o SVL-u i masi
adultnih jedinki (N=55) sa istog lokaliteta, prikupljenih tokom terenskih istrazivanja, kako bi bila
dobijena sto preciznija krivulja.

Uslovi isusivanja stanista uticu razlic¢ito na prezivljavanje kod razlic¢itih vrsta zaba i razlikuju
se rezultati dobijeni pracenjem prezivljavanja u prirodnim populacijama od onih u
eksperimentalnim uslovima. Barandun i Reyer (1998) su u prirodnim populacijama uocili veliki
mortalitet jaja zutotrbog mukaca u prirodnim populacijama, pa je iz ovog razloga ispitivanje ove
osobine zivotne istorije od velikog znacaja za nase eksperimente. Stopa prezivljavanja za svaki
tretman u svim eksperimentima je izracunata kao procenat jedinki koje su prezivele od pocetka
(GS 25/GS 35) do kraja eksperimenta (GS 42/GS 46).

3.3.2 Prikupljanje podataka za analize morfoloskih osobina i odabir
specificnih tacaka

Kada su morfoloske osobine jedinki u pitanju, u GS 42 pratile su se promene u duzini (svi
cksperimenti) 1 obliku repa (eksperimenti br. 1 i 3) i duzina trupa, a u GS 46 duzine pojedinacnih
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elemenata prednjih i zadnjih ekstremiteta kao 1 duzina i Sirina glave (eksperiment br. 1). Takode su
ispitane lokomotorne performanse, odnosno duzina skoka metamorfoziranih jedinki (eksperiment
br. 1). Da bi se ispitalo da li i na koji nacin razli¢iti vodeni uslovi uti¢u na varijabilnost morfoloskih
struktura na ova dva stadijuma, koris¢ene su metode tradicionalne i geometrijske morfometrije.

Morfometrija podrazumeva precizan kvantitativni opis, analizu i tumacenje velic¢ine i oblika
organizma ili neke od njegovih morfoloskih struktura. Morfometrija takode omogucava dobijanje
informacija o obrascima morfoloske varijabilnosti, ali i principima promena morfoloskih celina,
odnosno koji sve mogudi procesi i mehanizmi mogu da dovodu do promene morfoloskih celina
(Ivanovi¢ i Kalezi¢, 2013). U morfometriji postoje dva pristupa - tradicionalna i geometrijska
morfometrija - i oba se mogu primeniti u studijama morfoloske varijabilnosti na razlicitim
stadijumima razvi¢a bezrepih vodozemaca (punoglavaca i juvenilnih /adultnih Zaba).

Tradicionalna (linearna) morfometrija, uz pomo¢ multivarijantnih statistickih metoda,
omogucava proucavanje varijabilnosti oblika i velicine morfoloskih struktura, pri cemu se strukture
opisuju duzinskim merama. Podaci u ovoj studiji su prikupljeni merenjem spoljasnjih morfoloskih
karakteristika, duzinskih dimenzija (morfometrijskih varijabli), na fotografijama jedinki visoke
rezolucije. Na fotografijama je merena udaljenost izmedu jasno definisanih anatomskih tacaka
(engl. landmarks) koje se mogu precizno i ponovljivo odrediti kod svih jedinki u analiziranom
uzorku.

Maksimalne duzine trupa 1 repa, Sirina i duzina glave, kao i duzine elemenata ekstremiteta u
milimetrima, odredene su kao rastojanja izmedu parova specificnih tacaka koje predstavljaju krajnje
tacke normalne na uzduznu osu svake ispitivane pojedinacne morfoloske osobine. Ove tacke su
postavljene u programu za digitalizaciju specificnih tacaka TpsDig2 (Slika 7.) (Rohlf, 20006).
Dimenzije izmedu odabranih parova tacaka, izracunate kao Euklidsko rastojanje, dobijene su u
Tmorphgen6 programu iz Integrisanog Morfometrijskog Programa (IMP) paketa (Sheets, 2000).

a) g )

Slika 7. Prikaz jedinki slikanih grupno po kutiji u eksperimentu br. 1 (a) 1 individualno u GS 42 u
svim eksperimentima (b). Crvene tacke na slici (b) prikazuju nacin tackanja trupa i repa jedinki u
GS 42, ¢iji zbir predstavlja ukupnu duzinu tela jedinki (foto: A. Radmilovic).
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Osim $to su u GS 42 u svim ekspermentima jedinke fotografisane dorzalno kako bi se
izmerila duzina trupa i repa (Sto ¢ini ukupnu duzinu tela), u eksperimentima br. 1 1 3 su
fotografisane 1 lateralno kako bi se dobila informacija o promenama u obliku repa. Oblik repa je
izabran za poredenje posto predstavlja osnovni organ za kretanje punoglavaca, 1 ocekuje se da
promene u vodenim uslovima mogu da dovedu do promena u obliku repa, jer promene vodenih
uslova dovode i do promena u ponasnju jedinki, ishrani, inter- 1 intraspecijskoj kompeticiji, $to sve
utice na fitnes punoglavaca.

Geometrijska morfometrija je koriSéena za analizu oblika repa punoglavaca gajenih u
razlicitim vodenim uslovima. U svrhu dobijanja fotografija za analizu oblika repa, svaki punoglavac
je smesten u malu staklenu posudu (napravljenu od tankih pokrovnih stakala) ispunjenu vodom sa
milimetarskim papirom kao mernom skalom sa fotoaparatom postavljenim ispred posude na
fiksnom rastojanju (Slika 8.).

Slika 8. Lateralno fotografisanje punoglavca za dobijanje informacija o promenama u obliku repa
izazvanih isusivanjem stanista (foto: A. Radmilovic).

Skup od 3 tacke i 15 polutacaka (engl. semi-landmarks) dobijen je postavljanjem referentnih
tacaka na fotografije u programu tpsDig (Rohlf, 20006), kako bi se dobile informacije o promenama
u obliku repa (Slika 9.). Specifi¢na tacka 1 je pozicionirana na mestu gde prestaje trup punoglavca
1 zapocinje slobodni deo repnog peraja. Specificna tacka 5 je pozicionirana na mestu izmedu trupa
i donje ivice misica repa u nivou zadnjih ekstremiteta, dok je specificna tacka 18 postavljena na
vrthu repa. Sve ostale polutacke su postavljene na spoljasnjim ivicama repa sa jednakom
medusobnom udaljenos¢u. Ujednacen raspored tacaka je postignut korisenjem programa
MakeFan6 iz serije integrisanih programa za morfometriju (engl. Integrated Morphometrics Program—
IMP) (Sheets 2000), koji se cesto koristi za opisivanje oblika razlicitth morfoloskih struktura
(Cvijanovi¢, 2010; Mir¢, 2021).

Polozaji tacaka i polutacaka su: 1. tacka: mesto spajanja trupa i dorzalne ivice repnog peraja;
5. tacka: mesto spajanja trupa i donje ivice misi¢a repa u nivou zadnjih ekstremiteta; 18. tacka: vrh
repnog peraja; 2., 3., 4. polutacka: dorzalna strana repnog peraja, dorzalna strana repnog misica i
ventralna strana repnog misi¢a u ravni sa tackom 5; 6., 7., 8., 9. polutacka: dorzalna strana repnog
peraja, dorzalna strana repnog misica, ventralna strana repnog misica i ventralna strana repnog
peraja na %4 rastojanja izmedu tacke 5 i tacke 18; 10., 11., 12., 13. polutacke: dorzalna strana repnog
peraja, dorzalna strana repnog misica, ventralna strana repnog misi¢a i ventralna strana repnog
peraja na /2 rastojanja izmedu tacke 5 1 tacke 18; 14., 15., 16., 17. polutacka: dorzalna strana repnog
peraja, dorzalna strana repnog misica, ventralna strana repnog misica i ventralna strana repnog
peraja na %4 rastojanja izmedu tacke 5 1 tacke 18; (Pujol-Bux6 1 sar., 2020; Kijanovi¢ i sar., 2023).
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Slika 9. Prikaz rasporeda tacaka (oznacenih plavom bojom) i polutacaka (crvena boja) za analizu

oblika repa punoglavaca. Detaljan opis tacaka je dat u tekstu.

Generalizovana Prokrustova analiza (GPA), analiza oblika i vizualizacija varijabilnosti u
obliku repa izmedu grupa uradene su u programu Morpho] (Klingenberg, 2011).

Po dostizanju GS 46 izmerene su duzine elemenata prednjih i zadnjih ekstremiteta kako bi
se utvrdio prenosni efekat isusivanja stanista na morfoloske strukture metamorfoziranih jedinki.
Prethodna istrazivanja su pokazala da isusivanje stanista u larvalnoj fazi ima razlicite prenosne
efekte na morfologiju i funkcionalnost ekstremiteta zaba $to direktno utice na njihovo
prilagodavanje i prezivljavanje na kopnu.

Da bi se ispitali prenosni efekti isusivanja stanista na duzine prednjih ekstremiteta Zutotrbog
mukaca izmereni su (Slika 10.): stilopodijalni deo (SP) (meren od aksilarne jame do spoljasnjeg
vrha lakatnog zgloba jedinke) i distalni deo prednjih ekstremiteta (DDPE) (meren od spoljasnjeg
vrha lakatnog zgloba do vrha treceg prsta jedinke. Od elemenata zadnjih ekstremiteta izmereni su:
stilopodijalni deo zadnjeg ckstremiteta (SZ) (meren od otvora kloake do vrha zgloba kolena),
zeugopodijalni deo zadnjeg ekstremiteta (ZZ) (meren od vrha zgloba kolena do zavrsetka tibio-
fibule), skocni deo (T) (meren od dela koji odgovara pocetku petne kosti (calcaneum) do dela gde
pocinju metatarzalne kosti) 1 distalni deo stopala (DDS) (meren od pocetka metatarzalnih kostiju
do vrha najduzeg prsta).

Sve jedinke su fotografisane na istoj razdaljini dorzalno sa skalom, istim fotoaparatom. Tacke
su postavljane u programu tpsDig kako bi se dobile duzine odabranih elemenata prednjih i zadnjih
ekstremiteta primenom metoda tradicionalne morfometrije. Takode je merena duzina i Sirina glave.
Sirina glave merena je postavljanjem dve simetri¢ne tacke na najsire delove lobanje. Merenje je
vtseno horizontalno, kako bi se zabelezila maksimalna $irina glave svake jedinke Duzina glave je
merena od vrha njuske do tacke preseka Sirine glave.
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Slika 10. Prikaz merenja duzine tela, duzine i Sirine glave 1 pojedinacnih elemenata prednjih i
zadnjih ekstremiteta: DT — duzina tela; DG — duzina glave; SG — &itina glave; elementi prednjih
ckstremiteta: SP — stilopodijalni deo; DDPE — distalni deo prednjih ekstremiteta; elementi zadnjih
ckstremiteta: SZ — stilopodijalni deo zadnjeg ekstremiteta; ZZ — zeugopodijalni deo zadnjeg
ekstremiteta; T — sko¢ni deo; DDS — distalni deo stopala. Detaljan opis merenja struktura je dat u
tekstu.

Nakon 24 sata od dostizanja GS 46 u eksperimentu br. 1, ispitane su lokomotorne
sposobnosti, tj. skakacke performanse metamorfoziranih jedinki. Testiranje je obavljeno u istoj
prostoriji, pod istim laboratorijskim uslovima u kojima se odvijao i razvoj jedinki. Za potrebe
merenja skakanja napravljena je arena duzine 1 m i Sirine 25 cm. Zidovi arene su bili od stiropora
a putanja po kojoj su se kretale jedinke je obloZena belim papirom kako bi se jasno videli otisci
koje ostavlja jedinka koja se testira. Skakacke sposobnosti su testirane na uzorku od 90 jedinki (30
jedinki po tretmanu) merenjem maksimalnog skoka jedinki. Maksimalni skok je najveca vrednost
skoka u seriji od 10 skokova koje jedinka napravi po ulasku u arenu. Neposredno pred pocetak
testiranja skakanja svaka jedinka je stavljena u malu Petrijevu posudu sa prehrambenom jestivom
bojom (boja je rastvorena u odstojaloj vodi) nakon ¢ega je neznim dodirom cetkice za bojenje po
urostilu podstaknuta da skace (Orizaola i Laurila, 2009) (Slika 11.). Prilikom skakanja, jedinke
vrhom zadnjeg dela tela ostavljaju vidljivi otisak na papiru. Razmak izmedu dva otiska je duZina
jednog skoka. Za analize je koris¢ena najveca vrednost od 10 uzastopnih skokova i ona predstavlja
maksimalnu duzinu skoka date jedinke (Enriquez-Urzelai i sar., 2013).
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Slika 11. Merenje skakackih sposobnosti metamorfoziranih jedinki. a) izgled arene u kojoj su
jedinke skakale; b) podsticanje jedinke na skok; c) tragovi na papiru koje ostavlja analizirana jedinka
(foto: A. Urosevic).
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3.3.3 Prikupljanje podataka za analize fizioloskih osobina

Kada su u pitanju fizioloske promene jedinki nastale usled isusivaja stanista u eksperimentu
br. 3, ispitano je kako isuSivanje staniSta utice na nivo kortikosterona u GS 351 GS 42 i kako
promene u nivou ovog hormona uticu na sve osobine zivotne istorije i morfoloske osobine jedinki
u GS 42. Posto su prethodna istrazivanja pokazala da isusivanje stanista i promene u nivou CORT-
a negativno uticu i na antioksidacioni zastitni sistem, ispitane su i promene u ovom sistemu
merenjem parametara oksidacionog stresa u GS 351 GS 42.

Polovina od pocetnih 208 jedinki u eksperimentu br. 3 (Tabela 5.) je zrtvovana u te¢cnom
azotu 24 sata nakon pocetka eksperimenta (GS 35) da bi se izmerio nivo CORT-a i parametara
oksidacionog stresa. Sve do trenutka merenja CORT-a, jedinke su bile zamrznute na -80°C. Zbog
male velicine tela i mase jedinki u ovom stadijumu, grupisane su tri ili cetiri larve po tretmanu u
zavisnosti od njihovih masa kako bi se dobio jedan uzorak. Taj homogenizovani uzorak je podeljen
na dva dela. Jedan deo uzorka je iskoris¢en za merenje celokupnog sadrzaja CORT-a u telu, dok
je drugi deo iskoriséen za merenje koncentracija antioksidacionih enzima. Izmeren je razlicit broj
uzoraka po tretmanu: H =7, L. = 6, H+CORT = 7 i L+MET = 5 uzoraka.

U GS 42 jedinke su zrtvovane u tecnom azotu da bi se izmerio nivo CORT-a i parametri
oksidacionog stresa. Iz istog razloga kao i na GS 35, i na GS 42 grupisane su dve ili tri larve po
tretmanu u zavisnosti od njihovih masa kako bi se dobio jedan uzorak, i iz polovine
homogenizovanog uzorka se izmerio celokupni sadrzaj CORT-a a iz druge parametri oksidacionog
stresa. Izmeren je razli¢it broj uzoraka po tretmanu: H = 5, L. = 7, H+CORT = 6 1 L+ MET =7
uzoraka.

Celokupni CORT iz tela jedinki je izolovan po proceduri Beneta i saradnika (2010).
Punoglavci koji su ¢uvani na -80 °C su nakon odledavanja izmereni a zatim fino usitnjeni-
homogenizovani (Ultra Turrax homogenizator (T-18, IKA-Werk, Nemacka)) sa dejonizovanom
H2O (u razmeri 1:1.66) tokom 2 x 15 sekundi. Homogenati su sonifikovani (Sonopuls HD 2070,
Bandelin electronic, Nemacka) tokom 2 x 15 sekundi i ostavljeni preko noéi na -80°C. Zatim je
sledeceg dana dodat metanol u sonikate u razmeri 1:1 sa masom tkiva/sonikata nakon ¢ega je
uzorak vorteksovan 1 min. Sest mililitara dihlormetana je dodato u svaki uzorak, ostavljeno na
mesalici 15 minuta, a zatim smrznuto na -80 °C tokom 1 sata. Uzorci su nakon toga centrifugirani
tokom 15 minuta na 4500 rpm (2000g) na 4 °C. Dobijeni supernatanti su preneti u epruvete i
stavljeni u vodeno kupatilo, na 35 °C (oko 12h). Epruvete sa suvim ostatkom su zatim zatvorene
i smrznute na -80°C dok se nije uradila radioimunoloska analiza (Radioimmmunoassay - RIA). Nivoi
CORT-a su mereni sa Corticosterone Double Antibody RIA Kitom (MP Biomedicals,
Orangeburg, NY, USA). Merenje nivoa CORT-a je uradeno na Institutu za primenu nuklearne
energije (INEP) prema uputstvima proizvodaca. Dobijene vrednosti CORT-a su uporedene sa
standardnom krivom poznatih koncentracija kortikosterona. Izracunavanje celokupnog CORT-a
iz procenata vezivanja standardnih kriva 1 broja impulsa po minuti je izvrSeno u gama brojacu
(Perkin Elmer 1470 Wizard Gamma Counter) i ta vrednost je podeljena sa pocetnom masom
uzorka kako bi se dobio CORT u pg/g telesne mase.

Kada je u pitanju merenje oksidacionog stresa, deo svakog uzorka (oko 0.2 g) koriscen je za
odredivanje lipidnih peroksida- supstanci reaktivnih na tiobarbiturnu kiselinu (TBARS), a ostatak
za odredivanje antioksidacionih parametara. Uzorci su homogenizovani u razmeri 1:5 u hladnom
rastvoru 25mM saharoze pH 7.4, koja je sadrzala 10 mMTris-HCl i 5 mM EDTA pomocu Ultra
Turrax homogenizatora (T-18, IKA-Werk, Nemacka) (Lionetto i sar., 2005; Abele 1 sar., 2011).
Zatim su homogenati sonifikovani na 20 kHz, tokom 30 sekundi koristeéi ultrazvucni
homogenizator (Sonopuls HD 2070, Bandelin electronic, Nemacka). Jedan deo svakog sonikata je
centrifugiran na 5000 X g tokom 10 minuta u 10% sulfosalicilnoj kiselini i dobijeni supernatanti su
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kasnije kori§¢eni za merenje ukupne koncentracije GSH. Procena GSH-a zasniva se na procesu u
kojem se GSH oksiduje sa 5,5'-ditio-bis-(2-nitrobenzojeva kiselina) (D'TNB) i redukuje sa NADPH
u prisustvu glutation reduktaze (GR) kako je opisano od strane Griffitha (1980). Vrednosti GSH-
a su izrazene u nmol g-1 tkiva. Ostatak sonikata u epruvetama je stavljen i centrifugiran na 100,000
X g na 4 °C tokom 90 minuta u ultracentrifugi (Beckman, SAD). Iz supernatanta je merena
aktivnost CAT 1 GSH-Px. Prema metodi opisanoj od strane Claibornea (1984), CAT aktivnost je
procenjena na 240 nm koriste¢i H,O, kao supstrat. Metoda se zasniva na pracenju brzine
dekompozicije HO, u HO 1 O, pod delovanjem CAT. Smanjenje apsorbancije zbog potrosnje
H,O, detektovano je spektrofotometrijski na talasnoj duzini od 240 nm. Prema protokolu Tamure
i saradnika (Tamura i sar., 1982), GSH-Px aktivnost je odredena na osnovu oksidacije NADPH u
NADP+ u prisustvu oksidovanog glutationa (GSSG) 1 GR na talasnoj duzini od 340 nm. Obe
enzimske aktivnosti su izrazene kao jedinice po miligramu proteina. Ukupne koncentracije
proteina su odredene na talasnoj duzini od 500 nm metodom Lowry (1951), koristeéi govedi
serumski albumin (BSA) kao standard. Koncentracije supstanci reaktivnih na tiobarbiturnu kiselinu
(TBARS) kao markeri procesa lipidne peroksidacije (LPO) i potencijalne oksidacione Stete su
procenjene prema Rehncrona i sar. (1980). Za odredivanje nivoa LPO-a, uzorci su
homogenizovani i sonifikovani u razmeri 1:10 u hladnom Tris-HClI rastvoru (pH 7.4) bez saharoze.
Nakon toga, sonikati su centrifugirani u 40% TCA na 10,000 X g na 4°C. Sadrzaj TBARS
formiranih spontano je meren nakon tretiranja uzoraka sa hladnim rastvorom tiobarbiturne
kiseline (10% trihlorsiréetne kiseline, 0.6% tiobarbiturne kiseline) i naknadnog zagrevanja na
100°C. Koncentracija lipidnog peroksida (LPO) je analizirana na talasnoj duzini od 532 nm i
izrazena kao nmol po gramu tkiva.

Svi ispitani parametri oksidacionog stresa su mereni na 25°C (Abele i sar., 2011) koristeéi
UV1800 UV-VIS spektrofotometar (Shimadzu, Japan) koji ima temperaturno-kontrolisane drzace
za kivete.

3.4 Eksperiment I: Utvrdivanje sposobnosti Zutotrbog mukaca da
ubrza razvice u uslovima isuSivanja staniSta

Prvi eksperiment je imao za cilj da utvrdi promene u brzini razvic¢a u uslovima isusivanja
stanista (po Vilbur-Kolinsovom modelu). Drugim rec¢ima, prvim eksperimentom smo ispitali da li
¢e zutotrbi muka¢ ubrzati svoje razvice u isusujuéim uslovima, tj. da li ¢e ispoljiti adaptivau
fenotipsku plasticnost i kako ¢e se to odraziti na druge osobine zivotne istorije i morfoloske
osobine u GS 42 1 GS 46. Ovaj tip eksperimenta je uraden po uzoru na eksperimente Johansson i
sar., (2005), Lind i Johansson (2007), Lind i sar., (2008), Johansson i sar., (2016), Székely 1 sar.,
(2017).

Za ovaj eksperiment je iz prirode uzeto 11 paketi¢a jaja zutotrbog mukaca, a kada su jedinke
pocele da plivaju i da se hrane (odnosno kada su dostigle GS 25 kada je 1 zapoceo eksperiment),
nasumicno je iz zajednicke kutije odabrana 231 jedinka koja je dodeljena jednom od tri tretmana
(Slika 12.). Jedinke unutar svakog tretmana bile su grupno odgajane, po 7 jedinki u kutiji, sa 11
ponavljanja po tretmanu, §to je ukupno ¢inilo 33 eksperimentalne kutije (Tabela 1.). Tretmani su
bili slededi:

1. H tretman (engl. high water level) — konstantno visoki vodeni uslovi; sa zapreminom vode
od 10 L, i visinom vodenog stuba 9.4 cm.
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2. D tretman (engl. decreasing water level) — postepeno spustanje, tj. oduzimanje vode u
pravilnim vremenskim razmacima; pocetna zapremina vode je bila 10 L, voda se oduzimala
svakog petog dana za 30%, pocevsi od petog dana eksperimenta (Lind i Johansson, 2007).
Oduzimanje vode se zavrsilo petnaestog dana eksperimenta, nakon cega je zapremina vode
bila konstantna sa 3.5 L vode, i visinom vodenog stuba 3.3 cm.

3. L tretman (engl. /ow water level) — konstantno niski vodeni uslovi; sa zapreminom vode od
3.5 L, i visinom vodenog stuba 3.3 cm.

Tabela 1. Prikaz broja jedinki u eksperimentu br. 1.

Tretman Br. jedinki po Br. ponovaka Br. jedinki po
kutiji tretmanu
H 7 11 77
D 7 11 77
L 7 11 77
Ukupno 21 33 231
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7 jedinki

7 jedinki

35L

7 jedinki
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77
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Slika 12. Sematski prikaz eksperimenta br. 1.

® GS 42 — metamorfozni klimaks

LY
Y

+ merenje promena
u obliku repa

I

Merenje osobina Zivotne istorije

l

@ GS 46— metamorfoza

+ skakanje

Slika 13. prikazuje izgled laboratorije za vreme trajanja eksperimenta.
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Slika 13. Izgled laboratorije u toku trajanja eksperimenta br. 1 (a) i1 fotografisanje jedinki (b) (foto:
A. Urosevic).

U Tabeli 2. su prikazane sve osobine Zivotne istorije i morfoloske osobine koje su merene
1izracunate u GS 42 1 GS 46.

Tabela 2. Tabelarni prikaz merenih osobina Zzivotne istorije i morfoloskih osobina u GS 421 GS

46 u eksperimentu br. 1.

GS 42 GS 46
(metamorfozni klimaks) (metamorfoza)

Larvalni period (u danima)

N

DuZina tela (mm)
Masa (g)

Stopa rasta i razvica (masa/larvalni period)

AN N N NN

Kondicioni index (BCI)

PrezZivljavanje

DN NN NN

DuzZina trupa

DuZina i oblik repa

< N

Elementi prednjih i zadnjih ekstremiteta
Duzina i Sirina glave

DuZina skoka
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3.4.1 Statisticke analize

Kolmogorov-Smirnov test je pokazao da podaci imaju normalnu raspodelu pa su u skladu
sa tim primenjeni parametarski testovi. Jedinke koje su identifikovane kao autlajeri na osnovu
Grabovog (engl. Grubbs) testa (koji detektuje vrednosti koje odstupaju za vise od dve standardne
devijacije u okviru grupe), ukljucene su u analize, jer prema Mausbach i saradnicima (2022)
predstavljaju bioloski ekstremne vrednosti a ne greske u merenju.

Analize osobina Zivotne istorije u metamorfozi (GS 42 i GS 46)

Osnovni parametri deskriptivne statistike za oba stadijuma (GS 42 i 46) (broj jedinki po
tretmanu, srednja vrednost, standardna devijacija) za osobine zivotne istorije dati su tabelarno u
rezultatima (Tabela 8.).

Razlike u rastu jedinki po kutijama izmedu tretmana merene na 5 dana do metamorfoznog
klimaksa, tj. razlike u srednjim vrednostima masa i duzina tela po kutijama izmedu tretmana, su
testirane univarijantnom analizom varijanse (ANOVA testom) sa prate¢im Tukijevim HSD post-
hoc testom (engl. The Tukey Honestly Significant Difference (HSD) post-hoc test). Trajektorije rasta
izmedu tretmana ispitane su modelom regresije tipa II, odnosno modelom standardizovanih
glavnih osa (engl. Standardized Major Axis (SMA) regression) logaritmovanih vrednosti masa i duzina
tela u programu SMATR. Model standardizovanih glavnih osa je metoda regresione analize koja
se koristi za odredivanje odnosa izmedu dve promenljive kada su obe varijable podlozne greskama
u merenju ili varijaciji. Za razliku od obi¢ne linearne regresije, koja minimalizuje vertikalna
odstupanja (y-odstupanja) od regresione linije, SMA uzima u obzir odstupanja u obe ose (x 1 ).
SMA tretira obe varijable simetricno, odnosno minimalizuje se suma kvadrata odstupanja u obe
ose, tako $to se odreduje najkraca distanca od polozaja date tacke do regresione prave, pa se ovaj

razlike u nagibu izmedu tretmana su testirane uobicajenim testom nagiba (engl. Common slope tesi).

Multivarijantna analiza varijanse (MANOVA) je koriscena kako bi se ispitao efekat tretmana
1 efekat kutije (kao i njihova interakcija) na sve osobine Zivotne istorije: duzinu tela, masu, larvalni
period, stopu rasta i kondicioni indeks posebno za svaki stadijum. Nakon ove analize, uradena je
ANOVA analiza. Kako bi se utvrdila znacajnost razlika izmedu tretmana u odredenoj osobini,
koriséen je Tukijev HSD post-hoc test, za one osobine koje su se statisticki znacajno razlikovale u
MANOVA analizi.

Razlika u stopi prezivljavanja izmedu tretmana je testirana y2 testom koriste¢i 2 x 3 hi
kvadrat matricu. Hi-kvadrat test (x> test) je statisticki test koji se koristi za ispitivanje odnosa
izmedu kategorijskih varijabli. Moze se koristiti za ispitivanje da li distribucija jedne kategorijske
varijable odgovara ocekivanoj distribuciji (Sto predstavlja nultu hipotezu), kao i kada imamo
frekvencije dve ili viSe nezavisnih varijabli i Zelimo da ustanovimo da li postoji povezanost izmedu
njih.. Nasa nulta hipoteza u eksperimentu bila je da sve jedinke imaju jednaku verovatnocu
prezivljavanja, tj. da nece biti razlike u broju prezivelih izmedu tretmana. Ovim testom ispitujemo
odnos izmedu ocekivanog broja prezivelih jedinki (da sve prezive) i opazenog broja prezivelih
jedinki u svakoj od grupa, ¢ime potvrdujemo ili opovrgavamo nultu hipotezu.
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Analize morfoloskih osobina u metamorfozi (GS 42 i GS 46) i skakackih performansi na
GS 46

Osnovni parametri deskriptivne statistike za oba stadijuma (GS 42 i 46) (broj jedinki po
tretmanu, srednja vrednost, standardna devijacija) za morfoloske osobine i skakanje dati su
tabelarno u rezultatima (Tabela 11. i Tabela 14.).

Da bi se ispitao efekat tretmana, efekat kutije i njihova interakcija na morfologiju trupa i repa
u GS 42, kao i sirinu i1 duzinu glave 1 elemente prednjih i zadnjih ekstremiteta u GS 46, uradena je
multivarijantna analiza kovarijanse (MANCOVA) na svakom pojedina¢nom stadijumu. Cilj ove
analize bio je da se utvrdi zavisnost oblika od veli¢ine (alometrijski odnosi) izmedu ispitivanih
tretmana. U svim analizama duzina tela koris¢ena je kao kovarijabla kako bi se kontrolisale razlike
u velicini tela izmedu jedinki 1 sprec¢io njen uticaj na odnose izmedu zavisnih i nezavisnih
varijabli.Nakon MANCOVA testa je na oba stadijuma sprovedene su univarijantne analize
kovarijanse (ANCOVA), pracene Tukijevim HSD post-hoc testom kako bi se utvrdile
medugrupne razlike u pojedina¢nim morfoloskim strukturama koje su pokazale statisticki znacajne
razlike u MANCOVA testu. Efekat tretmana na lokomotorne, tj. skakacke performanse jedinki
testiran je takode univarijantnom ANCOVA analizom.. Duzina tela jedinki je koriséena u analizi
kao kovarijabla kako bi se uklonio uticaj velic¢ine tela na odnos izmedu nezavisnih i zavisnih
varijabli u analizi.

Statisticke analize su uradene u programu STATISTICA 10 (StatSoft, Inc., 2011).

Analiza oblika repa na GS 42

Za analizu varijabilnosti u obliku repa izmedu jedinki iz razlicitih tretmana na GS 42
kori§¢ena je analiza glavnih komponenti (engl. Principal Component Analysis (PCA)) sa geometrijsko-
morfometrijskim pristupom (Bookstein, 1997; Klingenberg, 2010) u programu Morpho]
(Klingenberg, 2011). Geometrijska morfometrija, uz pomo¢ multivarijantnih statistickih metoda,
omogucava proucavanje varijabilnosti oblika i veli¢ine morfoloskih struktura, kao i vizualizaciju
promena u obliku (npr, Klingenberg, 2013). U geometrijskoj morfometriji je oblik struktura opisan
pomocu konfiguracija specificnih tacaka. Varijable oblika (Prokrustove varijable) se dobijaju
Prokrustovom analizom (engl. Generalized Procrustes Analysis — GPA), sto ukljucuje Prokrustovu
superimpoziciju. Skaliranjem, translacijom i rotacijom uklanjaju se sve razlike uzrokovane
veli¢cinom, pozicijom i orijentacijom, pri cemu se zadrzavaju samo informacije koje se direktno
odnose na oblik. Za procenu veli¢ine strukture opisane specificnim tackama, koristi se veli¢ina
centroida (engl. Centroid size — CS) koja predstavlja meru disperzije specifi¢nih tacaka u odnosu na
centralnu tacku (centroid) date konfiguracije 1 izracunava se kao kvadratni koren sume kvadrata
udaljenosti svake specificne tacke od centra, za sve tacke (Rohlf i Slice 1990; Bookstein, 1997;
Dryden i Mardia, 1998; Rohlf, 2000). PCA analizom se niz promenljivih koje opisuju neki uzorak
(u ovom slucaju oblik repa punoglavaca) prevodi u skup novih promenljivih koje se oznacavaju
kao glavne komponente (engl. Principal Components - PCs). Ova analiza se cesto primenjuje zato $to
se najveci deo varijabilnosti uzorka moze opisati sa svega nekoliko promenljivih i zato §to pruza
uvid u nacine kovariranja analiziranih promenljivih (Ivanovi¢ i Kalezi¢, 2013). Takode, najcesée se
koristi za analize varijabilnosti neke osobine unutar grupe.

Posto na analizu variranja oblika moze uticati u manjoj ili vecoj meri i veli¢ina tela, mora se
uzeti u razmatranje 1 uticaj alometrije. Alometrija predstavlja promene u obliku morfoloskih
struktura izazvanih promenama u velicini, §to znacajno moze uticati na celokupnu varijaciju oblika

(Gould, 1966; Klingenberg, 1998; Shingleton 1 sar., 2007). Zbog ovih promena moze do¢i do
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odstupanja od kanalisane razvojne putanje pa se alometrija moze koristiti kao mera stresa
(Klingenberg, 2010). Alometrija znacajno utice na evoluciju morfoloskih celina, jer promene u
velicini uti¢u na ceo organizam pri ¢emu se menjaju medusobni odnosi osobina 1 njihov oblik a
sve ove promene su korelisane. Uticaj alometrije je ispitan multivarijantnom regresijom
Prokrustovih koordinata na logaritamski transformisanu velicinu repa (CS). Koriscen je
permutacioni test sa 10000 ponavljanja kako bi se ispitala statisticka znacajnost alometrije
(Monteiro, 1999). Razlike u obliku repa izmedu tretmana su izracunate pomo¢u MANOVA testa
sa Prokrustovim koordinatama kao zavisnim varijablama i tretmanom kao faktorom.

Kako bi se sumirali i vizualizovali obrasci korelacije izmedu morfoloskih struktura po
tretmanu na GS 46, uradena je diskriminantna analiza glavnih komponenti (engl. Discriminant
analysis of principal components - DAPC). DAPC je statisticka metoda koja kombinuje dve analize:
analizu glavnih komponenti (PCA) i linearno diskriminantnu analizu (LDA). Ova analiza se koristi
za identifikaciju 1 opisivanje grupnih struktura u podacima. PCA se prvo primenjuje kako bi se
smanjila dimenzionalnost podataka $to olaksava narednu, LDA analizu. Nakon §to su podaci
redukovani pomocu PCA, LDA se primenjuje na glavne komponente. LDA koristi te komponente
da maksimizira razliku izmedu unapred definisanih grupa (u nasem slucaju izmedu tretmana), dok
minimizuje varijaciju unutar grupa (tj. izmedu jedinki unutar jednog tretmana). Rezultat DAPC
analize je set linearnih diskriminanti koje najbolje razdvajaju razlicite grupe u podacima. DAPC
omogucava vizualizaciju grupnih struktura i procenu koliko su grupe medusobno razlicite.

3.5 Eksperiment II: Utvrdivanje najosetljivijeg perioda razvi¢a na
isuSivanje stanista u razvicu Zutotrbog mukaca

Drugi eksperiment je imao za cilj da ispita da li stepen fenotipske plasticnosti u brzini razvic¢a
zutotrbog mukaca zavisi od stadijuma razvica u kom su jedinke izlozene uslovima sa smanjenom
kolicinom vode (kao $to predvida Travisov model o optimalnom vremenu metamorfoze) i kako
se to manifestuje na varijabilnost u drugim osobinama zivotne istorije i morfoloskim osobinama.

Za potrebe ovog eksperimenta, iz prirode je uzeto 12 paketi¢a jaja Zutotrbog mukaca, pri
cemu su jaja gajena zajedno u velikim kutijama sve do GS 25, kada je nasumi¢no odabrano
sveukupno 240 jedinki koje su dodeljene jednom od cetiri tretmana (Slika 14.). Jedinke unutar
svakog tretmana su grupno odgajane, po 5 u kutiji, sa 12 ponavljanja po tretmanu, $to je ukupno
¢inilo 48 eksperimentalnih kutija (Tabela 3.). Tretmani su bili slededi:

1. H tretman (engl. high water level) — konstantno visoki vodeni uslovi; zapremina vode 5 L, i
visina vodenog stuba 4.9 cm.

2. L1 tretman (engl. /Jow water level) — konstantno visoki vodeni uslovi (5 L) do GS 30-32
(vidljivi zaceci zadnjih ekstremiteta) kada se zapremina vode smanjuje na 2.5 L sa dubinom
vode od 2.3 cm.

3. L2 tretman (engl. low water level) — konstantno visoki vodeni uslovi (5 L) do GS 32-34 (zaceci
zadnjih ekstremiteta imaju oblik vesla) kada se zapremina vode smanjuje na 2.5 L sa
dubinom vode od 2.3 cm.

4. L3 tretman (engl. /low water level) — konstantno visoki vodent uslovi (5 L) do GS 35-37 (na
zadnjim ekstremitetima se uocava razmak izmedu prstiju) kada se zapremina vode smanjuje
na 2.5 L sa dubinom vode od 2.3 cm.
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Tabela 3. Prikaz broja jedinki u eksperimentu br. 2.

Tretman Br. jedinki po Br. ponovaka Br. jedinki po
kutiji tretmanu
H 5 12 60
L1 5 12 60
L2 5 12 60
L3 5 12 60
Ukupno 20 48 240

41



H tretman L1 tretman L2 tretman L3 tretman
H tretman L1 tretman L2 tretman L3 tretman
H tretman L1 tretman L2 tretman L3 tretman
H tretman L1 tretman L2 tretman L3 tretman

H L1 L2 L3
60 | 60 | 60 | 60 5 jedinki x 4 tretmana x 12
ponovaka

Slika 14. Sematski prikaz eksperimenta br. 2.
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U Tabeli 4. su prikazane sve osobine zivotne istorije i morfoloske osobine koje su merene
iizracunate u GS 421 GS 46. Slika 15. prikazuje izgled laboratorije za vreme trajanja eksperimenta.

Tabela 4. Tabelarni prikaz merenih osobina zivotne istorije u GS 42 1 GS 46 u eksperimentu br.2.

GS 42 GS 46
(metamorfozni klimaks) (metamorfoza)
Larvalni period ‘/ \/
(u danima)
DuZina trupa (mm) \/ \/
DuZina repa (mm) ‘/

Masa (g) \/ ‘/

Stope rasta i razvica v v

(masa/larvalni period)

Kondicioni index (BCI) \/ \/

PreZivljavanje \/
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Slika 15. Prikaz razlicitih faza rada za vreme trajanja eksperimenta br. 2. a) Grancice sa jajima
zutotrbog mukaca tek donetim iz prirode; b) Izgled laboratorije za vreme trajanja eksperimenta; c)
Punoglavci u eksperimentalnoj kutiji; d) Fotoaparat kojim su fotografisane jedinke dorzalno u GS
42 1 GS 46 (foto: N. Tomasevi¢ Kolarov i A. Radmilovic).

3.5.1 Statisticke analize
Analize osobina Zivotne istorije u metamorfozi (GS 42 i GS 46)

Osnovni parametri deskriptivne statistike na oba stadijuma (GS 42 i 46) (broj jedinki po
tretmanu, srednja vrednost, standardna devijacija) za osobine zivotne istorije dati su tabelarno u
rezultatima (Tabela 18.).

Statisticke analize za osobine zivotne istorije su sprovedene u programu R, verzija 4.4.1 (R
Development Core Team). Normalnost raspodele reziduala je proverena, zatim i potvrdena
primenom Kolmogorov-Smirnov testa (funkcija ///ie.fest, “nortest” paket, verzija 1.0-2).

Podaci su analizirani primenom linearnih mesovitih modela (engl. Linear mixed-effect models -
LMM). Ovi modeli predstavljaju prosirenu formu linearnih regresionih modela ¢ime se omogucava
analiza podataka sa slozenom strukturom, narocito kada postoji zavisnost izmedu pojedinac¢nih
merenja ili kada su podaci hijerarhijski organizovani (npr. vise nivoa merenja po jedinki ili grupi).
LMM kombinuju fiksne (npr. tretman) i slucajne efekte (npr. individualne razilke), sto omogucava
fleksibilnost i preciznije modelovanje stvarnih bioloskih procesa. Na ovaj ovi modeli pruzaju
pouzdanije procene uticaja nezavisnih varijabli na zavisnu varijablu, uzimajuéi u obzir i
varijabilnost unutar i izmedu grupa.

U ovom eksperimentu su LMM uradeni pomocu funkcije /zer u programu R koriséenjem
tunkcije /wer iz paketa Ime4 (model tipa III, metod procene parametara: engl. Restricted maxcimum
likelihood - REML; maksimalno 100 iteracija; Bates i sar., 2007). Tretman (H, L1, .2 1 3) je ukljucen
kao fiksni faktor. Duzina tela, masa, larvalni period, stopa rasta i kondicioni indeks koriséeni su
kao zavisne varijable u pet zasebnih modela po svakom stadijumu (GS 421 GS 46).

44



P vrednosti su dobijene primenom /kelihood-ratio (LRT) testa koji se koristi za poredenje dva
ugnezdena modela (engl. nested models) — jednog slozenijeg i1 jednog jednostavnijeg. Ugnezdeni
modeli su takvi da slozeniji model sadrzi sve parametre jednostavnijeg, uz dodatne efekte (npr.
slucajne efekte). LRT ispituje da li ukljucivanje dodatnih parametara znacajno poboljsava
prilagodenost modela podacima. U kontekstu LMM, ovaj test funkcionise analogno ANOVA
testu, jer omogucéava procenu znacajnosti dodatnih efekata, kao $to su slucajni faktori, u
objasnjavanju varijabilnosti zavisne varijable. Kako bi se testirala zavisnost podataka, kutija u kojoj
su jedinke gajene je ukljucena kao slucajni (engl. random) faktor. Velicina uzorka oznacena je kao
N (ukupan broj analiziranih jedinki), dok n predstavlja ukupan broj testiranih kutija. Nakon
primene linearnih mesovitth modela, sprovedeni su post-hoc testovi (Tukijev test; Tukey HSD
funkcija, multcomp paket) sa Bonferoni korekcijom, kako bi se uporedile sve moguce parne
kombinacije tretmana kada je /kelibood-ratio (ILRT) test bio znacajan. Statisticka znacajnost za sve
testove 1 modele odredena je pragom o < 0.05.

Razlika u stopi prezivljavanja izmedu tretmana je testirana y2 testom koriste¢i 2 x 4 hi
kvadrat matricu.

Analize motrfoloskih osobina u GS 42

Da bi se ispitao efekat tretmana 1 efekat kutije (kao i njthova interakcija) na morfologiju trupa
i repa u GS 42 uradena je multivarijantna analiza kovarijanse (MANCOVA) u programu
STATISTICA 10 (StatSoft, Inc., 2011) kako bi se ispitala zavisnost oblika od velicine (alometrijski
odnosi) izmedu analiziranih tretmana. U ovoj analizi duzina tela koriséena je kao kovarijabla kako
bi se kontrolisale razlike u velicini tela izmedu jedinki 1 sprecio njen uticaj na odnose izmedu
zavisnih 1 nezavisnih varijabli.

3.6 Eksperiment III: Uloga kortikosterona u variranju osobina
Zivotne istorije i morfologije Zutotrbog mukaca u uslovima
isusivanja staniSta

Tredi eksperiment je imao za cilj da utvrdi na koji nacin isusivanje staniSta utice na nivo
hormona stresa kortikosterona u GS 35 1 GS 42 1 da li su eventualne promene u nivou ovog
hormona povezane sa odsustvom ubrzanja razviéa zutotrbog mukaca u uslovima isusivanja
stanista. Takode, ispitana je veza u nivou kortikosterona u GS 35 1 GS 42 i antioksidacionog
zadtitnog sistema jedinki. U GS 42 pracen je uticaj isusivanja 1 nivoa CORT-a na brzinu razvica,
druge osobine zivotne istorije i morfologiju (promene u obliku 1 duzini repa) jedinki.

GS 35 je izabran za ovaj eksperiment zato $to su prethodna istrazivanja pokazala da se
ocekuje da ¢e na ovom stadijumu razvi¢a punoglavcima biti dovoljno razvijen neuroendokrini
sistem koji ¢e im omogucditi razvojni prelazak, tj. metamorfozu, pod uslovima isusivanja stanista
(Denver, 2009; Gomez Mestre i sar., 2013; Kulkarni i sar., 2017). Takode, dokazano je da kada se
na ovom stadijumu egzogeno dodaju TH i/ili CORT Pelobates cultripes i Spea multiplicata ubrzavaju
svoje razvice (npr. Gémez Mestre 1 sar., 2013; Kulkarni i sar., 2017). Na osnovu nasih rezultata iz
prethodna dva eksperimenta, kao i saznanja iz postojece literature (Boll, 2002; Kapftberger, 1984;
Sinsch 1 sar., 2020), koji su pokazali da Zutotrbi muka¢ ne moze da ubrza razvice ni u jednom od
vise analiziranih tretmana sa manipulacijom vode, zZeleli smo da ispitamo da li promene u HPI osi
mogu biti odgovorne za nepromenjenu brzinu razvic¢a zutotrbog mukaca u desikacionim uslovima.
A posto je poznato da je CORT glavni hormon stresa svih kicmenjaka i jedan od klju¢nih hormona
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¢iji se nivo povecava prilikom aktivacije HPI ose, ovim eksperimentom smo ispitali uticaj
manipulacije vodenih uslova na nivoe CORT-a i kako se nivo CORT-a odrazava na variranje
osobina zivotne istorije, morfoloske i fizioloske osobine jedinki. S obzirom na to da je pokazano
da egzogeno dodat CORT moze dovesti do ubrzanja razvic¢a u povoljnim uslovima (Glennemeier
1 Denver, 2002a; Denver, 2013; Kulkarni i sar., 2017), pored konstantno visokih vodenih uslova i
konstantno smanjenog nivoa vode, uveli smo i tretman sa egzogeno dodatim CORT-om visokim
vodenim uslovima, kako bismo podstakli ubrzanje razvica jedinki, kao i njegov inhibitor sinteze
metirapon (MET) u konstantno smanjen nivo vode kako bismo ispitali da li ¢e MET umanjiti
negativne efekte endogenog CORT-a na osobine zivotne istorije u desikacionom tretmanu.

Za potrebe ovog eksperimenta, iz prirode je uzeto 10 paketica jaja zutotrbog mukaca.
Jedinke su gajene zajedno u kutijama od 30 L sve do GS 35. Na ovom stadijumu je iz kutija
nasumicno odabrano sveukupno 208 jedinki (Tabela 5.) koje su podeljene u cetiri grupe, tj. cetiri
tretmana (Slika 16.) i smestene pojedinacno u kutije koje pripadaju jednom od sledeéih tretmana:

1. H tretman (engl. high water level) — konstantno visoki vodeni uslovi; sa zapreminom vode
od 600 ml i visinom vodenog stuba od 10 cm.

2. L tretman (engl. /ow water level) — konstantno niski vodeni uslovi; sa zapreminom vode od
100 ml, 1 visinom vodenog stuba 1.66 cm.

3. H+CORT (engl. high water level + kortikosteron) — konstantno visoki vodeni uslovi sa 100
nM egzogenog kortikosterona; sa zapreminom vode od 600 ml i visinom vodenog stuba
od 10 cm.

4. L+MET (engl. low water leve/ + metirapon) — konstantno niski vodeni uslovi sa 25 pM
egzogenog metirapona; sa zapreminom vode od 100 ml, i visinom vodenog stuba 1.66 cm.

Tabela 5. Prikaz broja jedinki u eksperimentu br. 3.

Tretman Bt. jedinki po tretmanu na Bt. jedinki nakon I
pocetku eksperimenta (GS 35) Zrtvovanja (24 h) (GS 35)
H 52 26
L 52 26
H+CORT 52 26
L+MET 52 26
Ukupno 208 104
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H H+CORT L L+MET

—_— — J—

S

600 ml H20 100 ml H20

# (CORT- 100 nM kortikosterona

» MET- 25 pM metirapona (inhibitor sinteze

kortikosterona)
H H+CORT L L+MET
52 52 52 52

Broj jedinki po tretmanu na potetku
eksperimenta (G5 35)

Zrtvovanje nakon 24 h

H H+CORT L L+MET

26 26

26 26

Broj jedinki po tretmanu koje su nastavile
razvite do GS 42 i koje su Zrtvovane u GS
42 zbog fizioloskih parametara

Slika 16. Sematski prikaz eksperimenta br. 3.
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Za eksperimentalne tretmane koriséeni su rastvori sa razli¢itim nivoima vode i dodatkom
hormona kortikosterona (CORT) ili inhibitora njegove sinteze, metirapona (MET). Finalna
koncentracija CORT-a u tretmanu sa visokim nivoom vode (H+CORT) iznosila je 100 nM, dok
je koncentracija MET-a u tretmanu sa niskim nivoom vode (L+MET) bila 25 uM. Posto se CORT
rastvara u 99.8% etanolu, ista koncentracija etanola (0.0011% ukupne zapremine vode po kutiji)
dodata je i u ostale tretmane (H, L i L+ MET), kako bi svi tretmani bili standardizovani po pitanju
prisustva rastvaraca.

Nivo kortikosterona 1 parametri oksidacionog stresa izmereni su u GS 35, dok su u GS 42
pored ove dve fizioloske osobine zabelezene i osobine zivotne istorije i morfoloske osobine.

(Tabela 6.).

Tabela 6. Tabelarni prikaz merenih osobina u GS 351 GS 42 u eksperimentu br. 3.

GS 35 GS 42
(prometamorfoza) (metamorfozni
klimaks)
Larvalni period v

(u danima)

DuZina trupa (mm)
DuZina repa (mm)
Masa (g)

Stope rasta i razvica
(masa/larvalni period)

Kondicioni index (BCI)
PreZivljavanje
Oblik repa

Nivo CORT-a

AN

Parametri oksidacionog stresa

X X X N X X X

<
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3.6.1 Statisticke analize

Kolmogorov-Smirnov test je pokazao da podaci imaju normalnu raspodelu pa su u skladu
sa tim radeni parametarski testovi.

Analize osobina Zivotne istorije u GS 42 i fizioloskih osobina u GS 35 i GS 42

Osnovni parametri deskriptivne statistike na GS 42 (broj jedinki po tretmanu, srednja
vrednost, standardna devijacija) za osobine zivotne istorije dati su tabelarno u rezultatima (Tabela
23.).

U GS 42 je uradena jednofaktorska MANOVA kako bi se ispitao celokupan efekat tretmana
na sve osobine zivotne istorije koje su se ispitivale na ovom stadijumu (ukupna duzina tela, masa,
larvalni period, stopa rasta i kondicioni indeks). Nakon toga je uradena jednofaktorska ANOVA
pracena Tukijevim post-hoc testovima sa Bonferoni korekcijom (gde je to potrebno), kako bi se
ispitalo koje se osobine razlikuju izmedu grupa.

Da bi se analizirao efekat razlic¢itih vodenih uslova na nivoe CORT-a u GS 35 1 GS 42,
uradena je jednofaktorska ANOVA na svakom pojedina¢nom stadijumu zbog toga $to tretmani u
GS 351 GS 42 nisu bili konzistentni kroz oba stadijuma. Da bismo odrzali statisticku rigoroznost
1 osigurali validnost nasih rezultata, odlucili smo da isklju¢imo odredene tretmane iz analize
sadrzaja nivoa kortikosterona na oba stadijuma (iskljucen je tretman H+CORT na GS 351 H na
GS 42 zbog toga sto su nivoi CORT-a za ova dva tretmana bili izvan opsega RIA standardne
krive). ANOVA analiza je pra¢ena Tukijevim post-hoc testovima sa Bonferoni korekcijom (gde je
to potrebno) kako bismo se fokusirali na uticaj tretmana unutar svakog stadijuma (GS 351 GS 42).

Kako bi se analizirali efekti tretmana na parametre oksidacionog stresa u GS 35 1 GS 42,
koris¢ena je dvofaktorska multivarijantna analiza varijanse (dvofaktorska MANOVA) gde su
faktori bili tretman i stadijum razvica. Nakon ove analize, uradena je dvofaktorska ANOVA
pracena Tukijevim post-hoc testovima sa Bonferoni korekcijom (gde je to potrebno), kako bi se
identifikovale razlike izmedu grupa.

Statisticke analize su uradene u programu STATISTICA 10 (StatSoft, Inc., 2011).

Stopa prezivljavanja izmedu tretmana je testirana y2 testom koriste¢i 2 x 4 hi kvadrat
matricu.

Analize motrfoloskih osobina u GS 42

Kako bi se procenio ukupni efekat variranja kortikosterona i razlicitth vodenih uslova na
duzinu trupa i repa jedinki na GS 42, koris¢ena je multivarijantna analiza kovarijanse
(jednofaktorska MANCOVA, gde je faktor tretman) kako bi se ispitali alometrijski odnosi izmedu
analiziranih tretmana, sa velicinom tela kao kovarijablom kako velicina ne bi uticala na odnose
izmedu nezavisnih i zavisnih varijabli u analizi.

Nakon ove analize je uradena univarijantna ANCOVA pracena Tukijevim post-hoc
testovima sa Bonferoni korekcijom (gde je to potrebno), izvedene su kako bi se utvrdilo koje
osobine koje se razlikuju izmedu grupa.

49



Analiza oblika repa u GS 42

Da bi se ispitala varijabilnost u obliku repa izmedu jedinki iz razlicitih tretmana na GS 42
koris¢ena je PCA analiza u programu Morpho] (Klingenberg, 2011). Uticaj alometrije je ispitan
multivarijantnom regresijom Prokrustovih koordinata na logaritamski transformisanu velicinu repa
(CS). Koriscen je permutacioni test sa 10000 ponavljanja kako bi se ispitala statisticka znacajnost
alometrije (Monteiro, 1999). Razlike u obliku repa izmedu tretmana su izracunate pomocu
MANOVA testa sa Prokrustovim koordinatama kao zavisnim varijablama i tretmanom kao
faktorom.
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4. REZULTATI

4.1 Eksperiment I: Utvrdivanje sposobnosti Zutotrbog mukaca
da ubrza razvice u uslovima isuSivanja staniSta

Rezultati ove teze vezani za utvrdivanje sposobnosti zutotrbog mukaca da ubrza svoje
razvice u isusujucim uslovima stani§ta publikovani su u radu Kijanovi¢, A., Vukov, T., Mir¢, M.,
Krizmanié¢, 1., i Tomasevi¢ Kolarov, N. (2023). Inability of yellow-bellied toad to accelerate
metamorphosis in desiccation conditions. Journal of Zoology, 320(2), 96—107.

4.1.1 Osobine Zivotne istorije

4.1.1.1 Grupni rast jedinki do metamorfoznog klimaksa (GS 42)

Deskriptivna statistika grupnog rasta jedinki do GS 42 je prikazana u Tabeli 7.

Rezultati ANOVA testa kada je u pitanju grupni rast jedinki, su pokazali da su jedinke gajene
u L tretmanu imale znacajno kra¢u duzinu tela i manju masu u poredenju sa drugim tretmanima
(H1iD). Ovo je primeceno ve¢ petog dana eksperimenta (post-hoc testovi — /D, L/H: p < 0.01;
H/D: p > 0.05 za obe osobine, i duzinu tela i masu). Isti trend se nastavio do 15. dana
cksperimenta. Nakon toga, jedinke iz H tretmana imale su najve¢u duzinu tela i najve¢u masu
(Tabela 7.), dok se jedinke gajene u D i L tretmanu nisu statisticki razlikovale ni u duzini tela ni u

masi (post-hoc testovi — H/D, H/L: p < 0.01; D/L: p > 0.05 za obe osobine, i duzinu tela i masu)
(Slika 17.).
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Tabela 7. Deskriptivna statistika prosec¢nih vrednosti ukupne duzine tela (a) i mase (b) jedinki po
tretmanima tokom vremena merena svaki peti dan od pocetka eksperimenta sve dok prve jedinke
nisu u$le u metamorfozni klimaks (GS 42). H - konstantno visok nivo vode; D - opadajuci nivo
vode/desikacioni tretman; L. - konstantno nizak nivo vode. SV - srednja vrednost; SD - standardna
devijacija.

a) DuZina tela (mm) b) Masa (g)

Dan eksperimenta Tretman SV SD Broj SV SD
kutija

0 H 14.99 0.71 11 0.06 0.01

D 15.37 0.72 11 0.06 0.01

L 15.24 0.48 11 0.06 0.00

5 H 20.26 1.12 11 0.14 0.01

D 20.02 0.82 11 0.14 0.01

L 18.13 1.13 11 0.10 0.02

10 H 24.83 1.27 11 0.23 0.03

D 23.78 1.32 11 0.20 0.03

L 21.56 1.95 11 0.16 0.04

15 H 29.51 1.20 11 0.32 0.03

D 27.39 1.90 11 0.27 0.05

L 24.79 2.06 11 0.21 0.04

20 H 33.58 1.70 11 0.47 0.06

D 30.10 2.19 11 0.35 0.08

L 27.09 2.28 11 0.27 0.05

25 H 37.38 1.61 11 0.61 0.06

D 32.09 2.15 11 0.42 0.08

L 30.04 2.07 11 0.35 0.08

30 H 40.56 1.49 11 0.77 0.05

D 34.74 2.12 11 0.51 0.08

L 31.99 1.78 11 0.42 0.05

35 H 42.43 1.25 11 0.88 0.05

D 36.46 2.15 11 0.60 0.08

L 34.89 1.75 11 0.52 0.07
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Slika 17. Prose¢na duzina tela (a) i masa (b) punoglavaca za sva tri tretmana do metamorfoznog
klimaksa. H - konstantno visok nivo vode (zeleno); D - opadajuéi nivo vode/desikacioni tretman

(plavo); L - konstantno nizak nivo vode (crveno).

Regresija modelom standardizovanih glavnih osa (SMA) log-transformisanih vrednosti mase
na duzinu tela jedinki, je pokazala da jedinke iz oba desikaciona tretmana (D i L) imaju zajednicki
nagib sa jedinkama koje su gajene u konstantno visokim uslovima vode (H tretman). Vrednosti
nagiba po svakom tretmanu su bile: H = 2.519, D = 2.580, L = 2.512; pri ¢emu je p = 0.257.
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4.1.1.2 Osobine Zivotne istorije pod uticajem razIli¢itih vodenih uslova u
metamorfoznom klimaksu (GS 42) i metamorfozi (GS 46)

Deskriptivna statistika osobina zivotne istorije na oba stadijuma je prikazana u Tabeli 8., a
Slika 18. prikazuje norme reakcije srednjih vrednosti po kutijama duzine tela, mase i larvalnog
perioda posmatranih u tri tretmana (H, D, L) u metamorfoznom klimaksu i metamorfozi.

Tabela 8. Deskriptivna statistika osobina zivotne istorije u metamorfoznom klimaksu (a) i
metamorfozi (b) zutotrbog mukaca. Jedinke su gajene u razlicitim vodenim uslovima: H -
konstantno visok nivo vode; D - opadajuci nivo vode; L - konstantno nizak nivo vode. N - broj
jedinki po tretmanu; SV - srednja vrednost; SD - standardna devijacija.

a) Metamorfozni klimaks (GS 42) b) Metamotfoza (GS 46)
Tretman N SV SD N SV SD
DuZina tela H 72 42.50 2.19 72 15.62 0.72
(mm) D 67 38.86 1.89 67 14.15 0.68
L 68 38.86 2.16 67 14.00 0.64
Masa (g) H 72 0.74 0.08 72 0.42 0.05
D 67 0.55 0.07 67 0.30 0.03
L 68 0.55 0.07 67 0.30 0.05
Larvalni petiod H 72 43.86 473 72 52.38 3.36
(u danima) D 67 50.49 7.71 67 58 6.70
L 68 54.63 8.40 67 62.83 8.39
Stopa rasta H 72 17.24 2.46 72 8.04 1.03
D 67 11.12 1.91 67 5.36 0.69
L 68 10.34 1.62 67 4.92 0.93
Kondicioni H 72 0.13 0.08 72 0.03 0.10
indeks (BCI) D 67 -0.07 0.10 67 -0.02 0.10
L 68 -0.06 0.10 67 -0.01 0.11
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a) Metamorfozni klimaks (GS 42) b) Metamorfoza (GS 40)
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Slika 18. Prikaz normi reakcija srednjih vrednosti sa standardnim devijacijama (£ 1 SD) po
kutijama za duzinu tela, masu i larvalni period u metamorfoznom klimaksu (a) i metamorfozi (b)
jedinki Zutotrbog mukaca odgajanih u razli¢itim vodenim uslovima, odnosno u tri razli¢ite sredine.
H - konstantno visok nivo vode; D - opadajudi nivo vode/desikacioni tretman; L. - konstantno
nizak nivo vode.

Rezultatt MANOVA testa su pokazali da su razliciti vodeni uslovi u kojima su jedinke gajene
imali znacajne efekte na sve osobine Zivotne istorije koje su analizirane: ukupnu duzinu tela (GS
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42) i duzinu tela u metamorfozi (GS 46), masu, larvalni period, stopu rasta i kondicioni indeks na
oba stadijuma (GS 42 i GS 46), bez efekata kutije 1 interakcije tretman*kutija na zajednicku
varijabilnost izmedu ovih ispitivanih osobina (Tabela 9.).

Tabela 9. Rezultati multivarijantnih analiza varijanse (MANOVA) za osobine zivotne istorije u
metamorfoznom klimaksu (GS 42) (a) i metamorfozi (GS 46) (b). Statisticki znacajne razlike su
istaknute podebljanim p vrednostima.

Wilks value F dfl df2 P
(a) GS 42: duZina tela+masa+larvalni period+stopa rasta+kondicioni
indeks
Tretman 0.1654 49.60 10 340.0 <0.001
Kutija 0.7236 1.14 50 778.6 0.2337
Tretman*Kutija 0.5612 1.05 100 834.0 0.3612
(b) GS 46: duZina tela+masa+larvalni period+stopa rasta+kondicioni
indeks
Tretman 0.22285 36.9 10 338.0 <0.001
Kutija 0.7768 0.90 50 774.1 0.7052
Tretman*Kutija 0.6094 0.90 100 829.1 0.7754

ANOVA analiza je pokazala da su punoglavci u tretmanima isusivanja (D i L) imali znacajno
manju ukupnu duzinu tela i masu od punoglavaca gajenih u H tretmanu, bez razlike izmedu D 1 L
tretmana u GS 42. Isti obrazac je primecen kod metamorfa za duzinu tela i masu u GS 46 (Slika
19., Tabela 10.).

Punoglavci/metamorfi gajeni u stresnim vodenim uslovima (D i L tretman) su imali
znacajno duzi larvalni period i sporiji rast do metamorfoze u odnosu na jedinke gajene u H
tretmanu pri cemu su srednje vrednosti punoglavaca/metamorfa iz D tretmana bile izmedu
vrednosti H 1 L tretmana i u GS 42 1 u GS 46 (Slika 19., Tabela 10.). Jedinke iz L tretmana
produzile su svoj larvalni period za prosecno 11 dana (24.5%) u odnosu na jedinke iz H tretmana,
dok su jedinke iz D tretmana produzile svoj larvalni period za prose¢no 7 dana (15%) u odnosu
na jedinke iz H tretmana.

Kondicioni indeks na oba stadijuma je imao najvise vrednosti u H tretmanu, i znacajno

manje vrednosti kod punoglavaca i metamorfa u stresnim tretmanima isusivanja (D i L), bez razlike
izmedu D i L tretmana i u GS 421 GS 46 (Slika 19., Tabela 10.).
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Slika 19. Graficki prikaz srednjih vrednosti osobina zivotne istorije (duzine tela, mase, duzine
larvalnog perioda i kondicionog indeksa) jedinki Zutotrbog mukaca prikazanih boks-plot graficima
u (a) metamorfoznom klimaksu (GS 42) i (b) metamorfozi (GS 46). Jedinke su gajene u razlicitim
tretmanima: H - konstantno visok nivo vode; D - opadajuéi nivo vode; L - konstantno nizak nivo
vode.
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Tabela 10. ANOVA test osobina zivotne istorije u metamorfoznom klimaksu (a) i metamorfozi
(b) pracen Tukijevim pos-hoc testovima na oba stadijuma. Jedinke su gajene u razlicitim vodenim
uslovima: H - konstantno visok nivo vode; D - opadajuci nivo vode; L - konstantno nizak nivo
vode. Statisticki znacajne razlike su istaknute podebljanim p vrednostima.

a) Metamorfozni klimaks (GS 42)

Tretman F p Poredenje post-hoc p
izmedu
tretmana
DuZina tela H H/D <0.001
(mm) D 70.95 <0.001 H/L <0.001
L D/L 1.0000
Masa (g) H H/D <0.001
D 144.79 <0.001 H/L <0.001
L D/L 0.9444
Larvalni H H/D <0.001
pertiod (u D 41.21 <0.001 H/L <0.001
danima) L D/L <0.001
Stopa rasta H H/D <0.001
D 242.04 <0.001 H/L <0.001
L D/L 0.0673
Kondicioni H H/D <0.001
indeks (BCI) D 101.57 <0.001 H/L <0.001
L D/L 0.5650
b) Metamorfoza (GS 46)
DuZina tela H H/D <0.001
(mm) D 119.9 <0.001 H/L <0.001
L D/L 0.4296
Masa (g) H H/D <0.001
D 139.7 <0.001 H/L <0.001
L D/L 0.9146
Larvalni H H/D <0.001
period (u D 45.84 <0.001 H/L <0.001
danima) L D/L <0.001
Stopa rasta H H/D <0.001
D 246.07 <0.001 H/L <0.001
L D/L <0.001
Kondicioni H H/D 0.0060
indeks (BCI) D 5.98 <0.001 H/L 0.0270
L D/L 0.9088
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4.1.1.3 PreZivijavanje jedinki od pocetka eksperimenta (GS 25) do
metamorfoze (GS 46)

Stopa prezivljavanja u toku eksperimenta je bila relativno visoka. Na pocetku eksperimenta
ukupan broj jedinki je iznosio 231 pri cemu je 10,38% jedinki uginulo pre metamorfoze. Mortalitet
je bio prisutan u svim tretmanima. Najveéi mortalitet zabelezen je u D tretmanu (10 od 77 jedinki;
12,98%), zatim u L tretmanu (9 od 77 jedinki; 11,68%) i H tretmanu (5 od 77 jedinki; 6,49%).
Medutim, ove razlike izmedu tretmana nisu bile statisticki znacajne (y2 = 0,106, p = 0,948).

4.1.2 MotrfoloSke osobine

4.1.2.1 Morfoloske osobine jedinki pod uticajem razlicitih vodenih uslova u

metamorfoznom klimaksu (GS 42)

Deskriptivna statistika morfoloskih osobina u metamorfoznom klimaksu je data u Tabeli
11.

Tabela 11. Deskriptivna statistika morfoloskih osobina (duzina trupa i repa) u metamorfoznom
klimaksu (GS 42). Jedinke su gajene u razlic¢itim vodenim uslovima: H - konstantno visok nivo

vode; D - opadajuéi nivo vode; L - konstantno nizak nivo vode. N - broj jedinki po tretmanu; SV
- srednja vrednost; SD - standardna devijacija.

Metamorfozni klimaks (GS 42) Tretman N SV SD
DuZina trupa H 72 15.8 0.80

D 67 14.4 0.70

L 68 14.2 0.82

DuZina repa H 72 26.8 1.85

D 67 24.4 1.50

L 068 24.6 1.85

Rezultati MANCOVA testa su pokazali da je tretman znacajno uticao na zajednicku
varijabilnost izmedu duzine trupa i repa, bez efekata kutije 1 interakcije tretman*kutija sto se moze
videti u Tabeli 12.

Tabela 12. Rezultati multivarijantne analize kovarijanse (MANCOVA) za morfoloske osobine
(duzina trupa i repa) u metamorfoznom klimaksu (GS 42) jedinki Zutotrbog mukaca gajenih u
razlicitim vodenim uslovima. Statisticki znacajne razlike su istaknute podebljanim p vrednostima.

Wilks value F dfl df2 P
GS 42: trup + rep
DuZina tela 0.4240 116.82 2 172.0 <0.001
Tretman 0.8087 9.6297 4 344.0 <0.001
Kutija 0.9607 0.3480 20 344.0 0.9965
Tretman*Kutija 0.8609 0.67 40 344.0 0.9392
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Jednofaktorska ANCOVA je pokazala da su jedinke gajene u tretmanima isusivanja (D i L)
imale znacajno kradi trup od jedinki gajenih u H tretmanu, pri ¢emu nije postojala razlika u duzini
trupa izmedu D 1 L tretmana. Medutim, kada je duzina repa u pitanju, nisu uocene razlike izmedu
tretmana (Tabela 13.).

Tabela 13. Analiza kovarijanse (ANCOVA) za morfoloske osobine (duzina trupa i repa) u
metamorfoznom klimaksu (GS 42) Zutotrbog mukaca. Duzina tela je koris¢ena kao kovarijabla.
Statisticki znacajne razlike su istaknute podebljanim p vrednostima. N - broj jedinki po tretmanu;
SV - srednja vrednost; SD - standardna devijacija.

Metamorfozni Tretman F P Poredenje  post-hoc
klimaks (GS 42) izmedu P
tretmana

DuZina trupa H 21.54 <0.001 H/D <0.001

D H/L <0.001

L D/L 0.1210
DuZina repa H 0.48 0.6136 H/D /
D H/L /
L D/L /

Analiza glavnih komponenti (PCA) je pokazala da su prva i druga osa glavnih komponenti
opisale 61,01% ukupne varijabilnosti u obliku repa sa velikim preklapanjem izmedu grupa (Slika
20.). MANOVA test nije pokazao razlike u obliku repa izmedu tretmana (Wilks’ vrednost
=0,6722, F =1, df = 60, 338, p = 0,1260).
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Slika 20. Analiza glavnih komponenti (PCA). Polozaj metamorfa u morfoprostoru definisanim sa
prve dve ose glavnih komponenti. Crvene isprekidane linije predstavljaju prosecan oblik repa
jedinki Zzutotrbog mukaca; plave linije predstavljaju svaki oblik repa na ekstremnim vrednostima
osa glavnih komponenti. Kod boja: zeleno - H tretman; plavo - D tretman; crveno - L tretman.

Polozaj tacaka 1 polutacaka na repu je prikazan na Slici 9.
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4.1.2.2 Morfoloske osobine i skakacke performanse jedinki pod uticajem

razIlicitih vodenih uslova u metamorfozi (GS 46)

Deskriptivna statistika morfoloskih osobina i skakackih performansi jedinki u metamorfozi
(GS 40) prikazani su u Tabeli 14.

Tabela 14. Deskriptivna statistika morfoloskih osobina i skakackih performansi jedinki u metamorfozi (GS
46). Jedinke su gajene u razlic¢itim vodenim uslovima: H - konstantno visok nivo vode; D - opadajuéi nivo
vode; L - konstantno nizak nivo vode. N - broj jedinki po tretmanu; SV - srednja vrednost; SD - standardna
devijacija.

(a) Motfoloske osobine u Tretman N SV SD
metamorfozi (GS 46)

DuZina glave H 72 6.1 0.20

D 67 5.8 0.27

L 67 5.7 0.33

Sitina glave H 72 7.4 0.53

D 67 7.2 0.27

L 67 6.9 0.65

Stilopodijalni deo H 72 2.5 0.39

D 67 2.4 0.29

L 67 2.4 0.35

Distalni deo prednjih H 72 7.5 0.46

ekstremiteta D 67 6.8 0.44

L 67 6.8 0.60

Stilopodijalni deo zadnjeg H 72 7.5 0.43

ekstremiteta D 67 6.7 0.37

L 67 6.7 0.52

Zeugopodijalni deo zadnjeg H 72 6.4 0.35

ekstremiteta D 67 5.8 0.36

L 67 5.7 0.48

Skoc¢ni deo H 72 3.7 0.56

D 67 3.2 0.59

L 67 3.1 0.66

Distalni deo stopala H 72 6.6 0.60

D 67 6.0 0.59

L 67 6.0 0.69

b) Skakacke performanse

Maksimalan skok H 30 107.7 17.14
D 30 97.3 18.14
L 30 89.2 13.80

Rezultatt MANCOVA analize za morfoloske osobine su pokazali da je tretman znacajno
uticao na zajednicku varijabilnost glave i prednjih i zadnjih ekstremiteta (Tabela 15.).
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Tabela 15. Rezultati multivarijantne analize kovarijanse (MANCOVA) za morfoloske osobine
(duzina i Sirina glave 1 duzine delova prednjih i zadnjih ekstremiteta) u metamorfozi (GS 46) jedinki
zutotrbog mukaca gajenih u razlicitim vodenim uslovima. Statisticki znacajne razlike su istaknute
podebljanim p vrednostima.

Wilks value F dfl df2 P
GS 46: DG+SG+SP+DDPE+SZ+ZZ+T+DDS
DuZina tela 0.6672 12.16 8 195.0 <0.001
Tretman 0.8418 2.19 16 390.0 0.0051

Jednofaktorske ANCOVA analize su pokazale da su metamorfi gajeni u tretmanima
isusivanja (D 1 L)) imali znacajno kradi stilopodijalni i zeugopodijalni deo zadnjeg ekstremiteta u
odnosu na metamotfe iz H tretmana, bez razlike u duzinama ovih elemenata izmedu D i L
tretmana. Ostale morfoloske osobine (duzina i $irina glave, stilopodijalni deo, distalni delo prednjih
ekstremiteta, sko¢ni deo i distalni deo stopala) nisu se razlikovale izmedu tretmana (Tabela 16.2)).
Medutim, razlike u duzini stilopodijalnog i1 zeugopodijalnog dela zadnjeg ekstremiteta izmedu
tretmanima nisu izazvale promene u maksimalnom skoku postmetamorfnih jedinki (Tabela 16.

b)).
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Tabela 16. Analiza kovarijanse (ANCOVA) za morfoloske osobine u metamorfozi (GS 46) (a) i
skakacke performanse (b) kod zutotrbog mukaca. Duzina tela jedinki je kori§éena kao kovarijabla.
Statisticki znacajne razlike su istaknute podebljanim p vrednostima.

a) Morfoloske Tretman F P Poredenje post-
osobine u izmedu hocp
metamorfozi (GS 46) tretmana

DuZina glave H 0.14 0.8694 H/D /

D H/L /

L D/L /

Sitina glave H 2.54 0.0817 H/D /

D H/L /

L D/L /

Stilopodijalni deo H 0.24 0.7869 H/D /

D H/L /

L D/L /

Distalni deo H 0.33 0.4277 H/D /

prednjih D H/L /

ekstremiteta L D/L /
Stilopodijalni deo H 67.38 <0.001 H/D <0.001
zadnjeg ekstremiteta D H/L <0.001
L D/L 0.9269
Zeugopodijalni deo H 77.90 <0.001 H/D <0.001
zadnjeg ekstremiteta D H/L <0.001
L D/L 0.8135

Sko¢ni deo H 2.32 0.1007 H/D /

D H/L /

L D/L /

Distalni deo stopala H 0.50 0.4653 H/D /

D H/L /

L D/L /

b) Skakacke performanse

Maksimalan skok H 2.25 0.1111 H/D /

D H/L /

L D/L /

Multivarijantna diskriminantna analiza glavnih komponenti (DAPC) koja je ukljucivala
analizu svih morfoloskih osobina (duzinu i Sirinu glave, duzine delova prednjih i zadnjih
ekstremiteta), pokazala je jasno fenotipsko odvajanje izmedu metamorfa gajenih u H tretmanu i
tretmana isusivanja (D 1 L) duz prve LD ose (Slika 21.).
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Slika 21. DAPC za morfoloske osobine u metamorfozi (GS 46) zutotrbog mukaca (duzina glave,

sirinaglave, stilopodijalni deo, distalni deo prednjih ekstremiteta, stilopodijalni deo zadnjih
ekstremiteta, zeugopodijalni deo zadnjih ekstremiteta, skocni deo i distalni deo stopala).

LDT1 je objasnila 91,9% ukupne morfoloske varijabilnosti sa najveéim vrednostima za duzinu
stilopodijalnog i zeugopodijalnog dela zadnjih ekstremiteta, dok je LID2 objasnila 6,2% ukupne
varijabilnosti sa najveéim vrednostima za Sirinu glave (Tabela 17.). Metamorfi iz H tretmana
razlikuju se od metamorfa iz D i L tretmana uglavnom zbog stilopodijalnog i zeugopodijalnog dela
zadnjih ekstremiteta.

Tabela 17. Doprinosi morfoloskih osobina u multivarijantnoj diskriminantnoj analizi glavnih
komponenti (DAPC) u metamorfozi kod Zutotrbog mukaca. Vece vrednosti oznacavaju vedi uticaj
na odgovarajuce linearne diskriminante (LD1 - LD2) (najvece vrednosti za relevantne LD su
oznacene podebljano).

LD1 LD2

DuzZina glave 0.2406 0.0001
Sitina glave 0.0223 0.7390
Stilopodijalni deo 0.0024 0.0028
Distalni deo prednjih ekstremiteta 0.0395 0.0955
Stilopodijalni deo zadnjeg ekstremiteta 0.3210 0.1395
Zeugopodijalni deo zadnjeg ekstremiteta 0.3642 0.0221
Sko¢ni deo 0.0051 0.0001
Distalni deo stopala 0.0050 0.0009

64



4.2 Eksperiment II: Utvrdivanje najosetljivijeg perioda razvi¢a na
isuSivanje stanista u razvicu Zutotrbog mukaca
4.2.2 Osobine Zivotne istorije

4.2.2.1 Osobine Zivotne istorije pod konstantnim i sniZenim vodenim

uslovima u odredenim fazama razviéa, merene u metamorfoznom klimaksu
(GS 42) i metamorfozi (GS 46)

Deskriptivna statistika osobina zivotne istorije na oba stadijuma je prikazana u Tabeli 18., a
Slika 22. prikazuje norme reakcije srednjih vrednosti po kutijama za duzinu tela, masu i larvalni
period, posmatranih u Cetiri sredine, odnosno cetiri tretmana (H, L1, L2, L.3) u metamorfoznom
klimaksu i metamotfozi.

Tabela 18. Deskriptivna statistika osobina Zivotne istorije u metamorfoznom klimaksu (a) 1
metamorfozi (b) kod Zutotrbog mukaca. Jedinke su gajene u razli¢itim vodenim uslovima: H -
konstantno visok nivo vode; L1 - spusten nivo vode od GS 30-32; L.2 - spusten nivo vode od GS
32-34; L3 - spusten nivo vode od GS 35-37. N - broj jedinki po tretmanu; SV - srednja vrednost;
SD - standardna devijacija.

a) Metamorfozni klimaks (GS 42) b) Metamorfoza (GS 46)
Tretman N SV SD N SV SD
DuZina tela H 58 42.82 1.69 54 15.81 0.74
(mm)

L1 57 40.33 1.91 53 15.09 0.74

L2 58 41.48 1.76 57 15.61 0.78

L3 58 40.94 2.00 55 15.19 0.82

Masa (g) H 58 0.81 0.10 54 0.52 0.06

L1 57 0.72 0.11 53 0.38 0.03

L2 58 0.76 0.10 57 0.41 0.04

L3 58 0.74 0.11 55 0.41 0.05

Larvalni period H 58 35.06 3.63 54 43.75 3.17
(u danima)

L1 57 34.71 3.31 53 44.22 2.95

L2 58 34.79 3.45 57 44.33 2.41

L3 58 35.01 3.01 55 43.98 2.29

Stopa rasta H 58 23.52 4.28 54 12.05 1.84

L1 57 21.13 3.88 53 8.85 1.18

L2 58 22.25 4.27 57 9.35 1.14

L3 58 21.34 3.30 55 9.53 1.22

Kondicioni H 58 0.75 0.07 54 0.49 0.07

indeks (BCI)

L1 57 0.75 0.10 53 0.41 0.04

L2 58 0.77 0.10 57 0.40 0.03

L3 58 0.75 0.10 55 0.43 0.04
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a) Metamorfozni klimaks (GS 42) b) Metamotfoza (GS 46)
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Slika 22. Prikaz normi reakcija srednjih vrednosti sa standardnim devijacijama (1 SD) po
kutijama za duzinu tela, masu i larvalni period u metamorfoznom klimaksu (a) i metamorfozi (b)
jedinki Zutotrbog mukaca odgajanih u razlic¢itim vodenim uslovima, odnosno u cetiri razlicite
sredine. H - konstantno visok nivo vode; L1 - spusten nivo vode od GS 30-32; L.2 - spusten nivo
vode od GS 32-34; L3 - spusten nivo vode od GS 35-37.

66

Fkutija: 1
Fkutija: 2
Fkutija: 3
Fkutija: 4
Fkutija: 5
Fhutija: 6
dkutija: 7
Fkutija: 8
Fkutija: 9
Skutija: 10
Fkutija: 11
Fhutija: 12

Fkut
Fkut
drkuti
Fkut
Fhkut
Frkut
Fkut
Fkut
Fkut
Skut
Fhut
Fkut

[ R R R AR K

LMD DDNn e Do

Fhutija:
Fkutija
Fkutija
Fkutija:
Fkutija:
Fkutija:
Fkutija:
Fkutija:
Fkutija
“kutija: 10
Fhutija: 11
Fkutija: 12

(=R R N R A



Izlozenost jedinki snizenim vodenim uslovima u odredenim fazama razvica je znacajno
uticala na duzinu tela, masu i stopu rasta jedinki u GS 42 1 GS 406, dok je larvalni period ostao

nepromenjen na oba stadijuma. Rezultati kondicionog indeksa su se razlikovali po stadijumima
(Tabela 19. i 20., Slika 23.).

Najduze jedinke su bile jedinke iz H tretmana u odnosu na sve ostale L. tretmane, dok su
jedinke iz I.1 tretmana bile najmanje na oba stadijuma (Tabela 18. pod a) i b)), ali se njihova duzina
tela nije statisticki znacajno razlikovala u odnosu na jedinke iz L3 tretmana (Tabela 19. i 20., Slika
23.). Takode se duzina tela jedinki iz L2 1 L3 tretmana nije znacajno razlikovala u GS 42 ali su te
razlike bile znacajne u GS 46. U GS 46 nije postojala znacajna razlika u duzini tela izmedu jedinki
gajenih u H i L2 tretmanu (Tabela 19. i 20., Slika 23.).

Kada je masa jedinki u pitanju, najvecu masu su imale jedinke poreklom iz H tretmana, dok
su najmanju masu imale jedinke iz L1 tretmana (Tabela 18. a i b) koje su se znac¢ajno razlikovale
od jedinki iz H tretmana na oba stadijuma. Mase jedinki poreklom iz H i L2 tretmana se nisu
znacajno razlikovale u GS 42, ali su razlike u masi izmedu ova dva tretmana uocene u GS 46
(Tabela 19. 1 20., Slika 23.). Poredenje masa izmedu L tretmana u GS 42 je pokazalo da ne postoje
znacajne razlike u masi izmedu tri L tretmana. Medutim, u GS 46 uocena je znacajna razlika u
masama jedinki izmedu L1 i L2 tretmana, kao i izmedu L1 i L3 tretmana, pri cemu jedinke iz L1
tretmana imaju najmanju masu u odnosu na jedinke iz .2 1 L3 tretmana. Razlike u masama izmedu
jedinki poreklom iz 1.2 i L3 tretmana nisu uocene (Tabela 19. i 20., Slika 23.).

Larvalni period jedinki se nije znacajno razlikovao izmedu tretmana na oba stadijuma,
odnosno sve jedinke su dostigle metamorfozni klimaks i metamorfozu priblizno u isto vreme
(Tabela 19. i 20., Slika 23.).

Najvecu stopu rasta su imale jedinke poreklom iz H tretmana, a najmanju jedinke iz L1
tretmana (Tabela 18. pod a i b). U GS 42 stopa rasta se nije znacajno razlikovala izmedu jedinki
iz H 1 L2 tretmana dok je u odnosu na L1 i L3 tretman stopa rasta jedinki iz H tretmana bila
znacajno veca. Poredenje stopa rasta izmedu svih L tretmana u GS 42 je pokazalo da ne postoje
znacajne razlike u stopama rasta izmedu tri L tretmana, dok se u GS 46 stopa rasta jedinki iz L
tretmana razlikovala samo izmedu L1 1 L3 tretmana, sa nizim vrednostima kod jedinki iz L1
tretmana. U GS 46 je stopa rasta jedinki poreklom iz H tretmana bila znacajno veca u odnosu na
sve L tretmane (Tabela 19. i 20.).

Kondicioni indeks (BCI) jedinki se nije znacajno razlikovao izmedu tretmana u GS 42, dok
su jedinke iz H tretmana imale znacajno veci BCI u GS 46 u odnosu na sve L tretmane (Tabela
18. aib). Takode je u GS 46 postojala razlika u BCI izmedu L2 1 L3 tretmana, dok razlike izmedu
ostalih L tretmana na ovom stadijumu nisu uocene (Tabela 19. i 20.).
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Tabela 19. Efekat uslova isusivanja stanista u odredenim fazama razvica na osobine zivotne istorije u metamorfoznom klimaksu (GS 42) zutotrbog mukaca. LMM -
linearni mesoviti modeli gde je tretman fiksni faktor a kutija slucajni faktor. N - ukupan broj analiziranih jedinki, n - ukupan broj testiranih kutija. Tukijev post-hoc
test sa Bonferoni korekcijom je koridéen za poredenja izmedu tretmana (H, L1, L2, L.3). H - konstantno visok nivo vode; L1 - spusten nivo vode od GS 30-32; L2 -
spusten nivo vode od GS 32-34; L3 - spusten nivo vode od GS 35-37.

LMM
Zavisna vatrijabla

DuZina tela (mm)

Masa tela (g)

Larvalni period (u

danima)

Stopa rasta

Kondicioni indeks
(SMI)

Fiksni
faktor
(Tretman)
Intercept

L1
L2
L3
Intercept

L1
L2
L3
Intercept

L1
L2
L3
Intercept

L1
L2
L3
Intercept

L1
L2
L3

Estimate t-

(SE) vrednost
42.82 (0.25) 167.8
-2.49 (0.34) -7.31
-1.34 (0.33) -3.96
-1.88 (0.33) -5.56
0.81 (0.01) 55.68
-0.08 (0.02) -4.14
-0.04 (0.02) -2.37
-0.06 (0.02) -3.32
35.07 (0.46) 75.48
-0.36 (0.61) -0.58
-0.27 (0.61) -0.44
-0.06 (0.601) -0.1
0.35 (0.13) 2.7
-0.58 (0.18) -3.25
-0.31 (0.18) -1.73
-0.53 (0.18) -2.98
0.75 (0.01) 58.83
-0 (0.01) -0.12
0.01 (0.01) 0.67
-0 (0.01) -0.25

p

<0.001

<0.001

0.927

<0.001

0.788

N(n)

231
12

231
12

231
12)

231
(12)

231
(12)

Tuki post-hoc test (poredenja izmedu tretmana)

Estimate (SE)

z-vrednost

P

Estimate (SE)

z-vrednost

P

Estimate (SE)

z-vrednost

p

Estimate (SE)

z-vrednost

P

Estimate (SE)

z-vrednost

p

68

H/L1

2.49
(0.34)
-7.31

< 0.001

-0.08
(0.02)
414

< 0.001

-0.58
(0.18)
-3.25

0.006

H/L2

1.34
(0.33)
-3.96

< 0.001

0.04
(0.02)
237

0.082

-0.31
(0.18)
173

0.304

H/L3

1.88
(0.33)
-5.56

< 0.001

-0.06
0.02)
3.32

0.005

-0.53
(0.18)
-2.98

0.014

L1/1L2

1.14
(0.34)
3.36

0.004

0.03
(0.02)
1.77

0.285

-0.27
(0.18)
1.52

0.421

L1/L3

0.60
(0.34)
1.76

0.289

0.01
(0.02)
0.83

0.839

-0.05
(0.18)
0.28

0.992

L2/13

-0.54
(0.33)
1.6

0.373

-0.01
(0.02)
-0.94

0.779

-0.22
(0.18)
1.25

0.593



Tabela 20. Efekat isusujucih uslova stanista u odredenim fazama razvica na osobine zivotne istorije u metamorfozi (GS 46) zutotrbog mukaca. LMM
- linearni mesoviti modeli gde je tretman fiksni faktor a kutija slucajni faktor. N - ukupan broj analiziranih jedinki, n - ukupan broj testiranih kutija.
Tukijev post-hoc test sa Bonferoni korekcijom je kori§¢en za poredenja izmedu tretmana (H, L1, .2, I.3). H - konstantno visok nivo vode; L1 - spusten
nivo vode od GS 30-32; L2 - spusten nivo vode od GS 32-34; L3 - spusten nivo vode od GS 35-37.

LMM

Zavisna varijabla

DuzZina tela (mm)

Masa tela (g)

Larvalni period (u

danima)

Stopa rasta

Kondicioni indeks
(SMI)

Fiksni faktor
(Ttetman)
Intercept

L1
L2
L3

Intercept

L1
L2
L3

Intercept

L1
L2
L3

Intercept

L1
L2
L3

Intercept

L1
L2
L3

Estimate
(SE)
15.81 (0.10)

0.71 (0.14)
0.20 (0.14)
0.62 (0.14)
0.52 (0.00)

0.13 (0.00)
0.11 (0.00)
0.10 (0.00)
43.76 (0.39)

0.47 (0.52)
0,57 (0.51)
0.21 (0.51)
1.14 (0.11)

1.74 (0.14)
1.46 (0.13)
1.37 (0.13)
0.49 (0.00)

0.08 (0.01)
0.09 (0.01)
0.05 (0.01)

t-
vrednost
146.92

-4.8

-1.4

-4.2
73.39

-14.33
-11.95
-11.32
112.05

0.9
1.13
0.42
10.1

-12.42
-10.65
-9.87
65.85

-7.65
-8.96
-5.49

p

<0.001

<0.001

0.67

<0.001

<0.001

N(n)

219
(12)

219
(12)

219
(12)

219
(12)

219
(12)
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Tuki post-hoc test (poredenje izmedu tretmana)

Estimate
(SE)

z-vrednost

P

Estimate
(SE)

z-vrednost

pP

Estimate
(SE)
z-vrednost

p

Estimate
(SE)
z-vrednost

p

Estimate
(SE)

z-vrednost

pP

H/11

0.71
(0.14)
4.8

< 0.001

0.13
(0.00)
-14.32

< 0.001

1.74
(0.14)
12.42

< 0.001

0.08
(0.01)
-7.65

< 0.001

H/L2

0.20
(0.14)
1.41

0.492

0.11
(0.00)
11.95

< 0.001

1.46
(0.13)
-10.65

< 0.001

0.09
(0.01)
-8.96

<0.001

H/L3

0.62
(0.14)
-4.22

< 0.001

0.10
(0.00)
11.32

< 0.001

137
(0.13)
-9.87

< 0.001

0.05
(0.01)
-5.49

<0.001

L1/1L2

0.51
(0.14)
3.47

0.0027

0.02
(0.00)
2.62

0.043

0.27
(0.13)
1.98

0.195

0.01
(0.01)
1.15

0.625

L1/L3 L2/L3

0.09
(0.14)
0.62

0.923

0.02
(0.00)
3.12

0.009

0.37
(0.13)
2.65

0.039

0.02
(0.01)
2.22

0.115

0.41
(0.14)
-2.86

0.021

0.00
(0.00)
0.53

0.95

0.09
(0.13)
0.7

0.895

0.03
(0.01)
3.43

0.003



a) Metamorfozni klimaks (GS 42) b) Metamorfoza (GS 40)
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Slika 23. Graficki prikaz srednjih vrednosti osobina zivotne istorije (duzine tela, mase i larvalnog perioda)
jedinki zutotrbog mukaca prikazanih violin-plot graficima u (a) metamorfoznom klimaksu (GS 42) i (b)
metamorfozi (GS 406). Jedinke su gajene u razlic¢itim vodenim uslovima: H - konstantno visok nivo vode
(plava boja); L1 - spusten nivo vode od GS 30-32 (crvena boja); L2 - spusten nivo vode od GS 32-34
(zelena boja); L3 - spusten nivo vode od GS 35-37 (zuta boja). Kutije i krajevi kutija prikazuju od 25. do
75. percentila a linije iznad 1 ispod od 10. do 90. percentila; crna linija unutar kutije oznacava medijanu;
zvezdica oznacava ekstremne vrednosti.
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4.2.2.2 PreZiviljavanje jedinki od pocetka eksperimenta (GS 25) do metamorfoze

(GS 406)

Stopa prezivljavanja u toku eksperimenta je bila relativno visoka. Na pocetku eksperimenta ukupan
broj jedinki je iznosio 240, od ¢ega je 8.75% jedinki (21 jedinka) uginulo do metamorfoze. Mortalitet je
bio prisutan u svim tretmanima. U H tretmanu je uginulo 10% jedinki (6 od 60 jedinki), u L.1 11.67%
jedinki (7 od 60 jedinki), u L2 5% jedinki (3 od 60 jedinki) i u .3 tretmanu 8.33% jedinki (5 od 60 jedinki).
Medutim, ove razlike u stopi prezivljavanja izmedu tretmana nisu bile statisticki znacajne (y2 = 1.943; p
= 0.584).

4.2.3 Morfoloske osobine

4.2.3.1 Morfoloske osobine jedinki pod konstantnim 1 sniZenim vodenim
uslovima u odredenim fazama razvi¢a, merene u metamorfoznom klimaksu (GS

42)

Deskriptivna statistika morfoloskih osobina u metamorfoznom klimaksu data je u Tabeli 21.

Tabela 21. Deskriptivna statistika morfoloskih osobina u metamorfoznom klimaksu (GS 42). Jedinke su
gajene u razlicitim vodenim uslovima: H - konstantno visok nivo vode; I.1 - spusten nivo vode od GS

30-32; L2 - spusten nivo vode od GS 32-34; L3 - spusten nivo vode od GS 35-37. SV - srednja vrednost;
SD - standardna devijacija.

Motfoloske osobine u GS 42 Tretman SV SD
DuZina trupa H 15.68 0.45
11 14.89 0.66
1.2 15.12 0.57
L3 15.08 0.55
27.14 1.37
DuZina repa H
L1 25.44 1.38
1.2 26.35 1.48
L3 25.86 1.62

Rezultatt MANCOVA analize za duzinu trupa i repa su pokazali da ni tretman ni kutija, kao ni
njihova interakcija, nisu znacajno uticali na zajednicku varijabilnost u GS 42 izmedu ove dve morfoloske
osobine (Tabela 22.).
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Tabela 22. Rezultati multivarijantne analize kovarijanse (MANCOVA) za morfoloske osobine u
metamorfoznom klimaksu (GS 42) jedinki Zutotrbog mukaca gajenih u razli¢itim vodenim uslovima.
Statisticki znacajne razlike su istaknute podebljanim p vrednostima.

MANCOVA Wilks value F dfl df2 P
GS 42: trup + rep
DuZina tela 0.4101 194.16 1 135 <0.001
Tretman 0.9684 1.46 3 135 0.2268
Kutija 0.9373 0.82 11 135 0.6200
Tretman*Kutija 0.7404 1.43 33 135 0.0791

4.3 Eksperiment III: Uloga kortikosterona u variranju osobina Zivotne
istorije i morfologije Zutotrbog mukaca u uslovima isuSivanja stanista

Rezultati ove teze vezani za utvrdivanje uloge kortikosterona u uslovima isusivanja stanista
zutotrbog mukaca su publikovani u radu Kijanovi¢, A., Vukov, T., Mir¢, M., Mitrovié, A., Proki¢, M.D.,
Petrovi¢, T.G., Radovanovi¢, T.B, Gavrilovi¢, B.R., Despotovi¢, S.G., Gavrid, J.P, & Tomasevi¢ Kolarov,
N. (2024). The role of phenotypic plasticity and corticosterone in coping with pond drying conditions in
yellow-bellied toad (Bombina variegata, Linnaeus 1758) tadpoles. Journal of Experimental Zoology Part A:
Ecological and Integrative Physiology, 341(7), 753—7065.

4.3.1 Osobine Zivotne istorije

4.3.1.1 Osobine Zivotne istorije pod uticajem razIli¢itih vodenih uslova i

manipulacijom kortikosterona u metamorfoznom klimaksu (GS 42)

Deskriptivna statistika osobina zivotne istorije u metamorfoznom klimaksu (GS 42) je data u
Tabeli 23. a Slika 24. prikazuje norme reakcije srednjih vrednosti duzine tela, mase i larvalnog perioda
jedinki posmatranih u cetiri sredine, odnosno cetiri tretmana (H, L, H+CORT, L+MET) u
metamorfoznom klimaksu (GS 42).
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Tabela 23. Deskriptivna statistika osobina zivotne istorije u metamorfoznom klimaksu (GS 42). Jedinke
poticu iz razli¢itih vodenih uslova: H - konstantno visok nivo vode; L - konstantno nizak nivo vode;
H+CORT - konstantno visok nivo vode sa egzogenim kortikosteronom; L+MET - konstantno nizak
nivo vode sa metiraponom. N - broj jedinki po tretmanu; SV - srednja vrednost; SD - standardna
devijacija.

Osobine Zivotne istorije u metamorfoznom klimaksu (GS 42)

Tretman N SV SD

Duzina tela (mm) H 25 37.39 1.69

L 23 33.54 2.39

H+CORT 19 26.44 2.70

L+MET 25 35.51 2.35

Masa (g) H 25 0.46 0.04

L 23 0.36 0.05

H+CORT 19 0.33 0.03

L+MET 25 0.41 0.04

Larvalni period (u danima) H 25 24.68 3.83
L 23 25.65 3.45

H+CORT 19 28.05 4.85

L+MET 25 25.16 3.29

Stopa rasta (masa/larvalni period) H 25 9.97 1.28
L 23 7.63 1.23

H+CORT 19 06.60 0.99

L+MET 25 8.70 1.27

Kondicioni indeks (SMI) H 25 0.40 0.02
L 23 0.40 0.03

H+CORT 19 0.37 0.04

L+MET 25 0.39 0.03
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Slika 24. Prikaz normi reakcija po tretmanima srednjih vrednosti duzine tela, mase i larvalnog perioda u
metamorfoznom klimaksu (GS 42) jedinki Zutotrbog mukaca odgajanih u razlic¢itim vodenim uslovima,
odnosno u cetiri razlidite sredine. H - konstantno visok nivo vode; L. - konstantno nizak nivo vode;
H+CORT - konstantno visok nivo vode sa egzogenim kortikosteronom; L+MET - konstantno nizak
nivo vode sa metiraponom.



Rezultatt MANOVA testa su pokazali da su razliciti vodeni uslovi u kojima su jedinke gajene kao 1
variranje nivoa CORT-a, imali znacajne uticaje na zajednicku varijabilnost izmedu osobina zivotne istorije
(duzinu tela, masu, larvalni period, stopu rasta i kondicioni indeks) (Tabela 24.).

Tabela 24. Rezultati multivarijantne analize varijanse (MANOVA) za osobine zivotne istorije zutotrbog
mukaca u metamorfoznom klimaksu (GS 42). Statisticki znacajna razlika je istaknuta podebljanom p

vrednoscéu.
MANOVA Wilks value F dfl df2 P
GS 42: duZina tela+masa+larvalni period+stopa
rasta+kondicioni indeks
Tretman 0.0944 20.92 15 232.28 <0.001

Razli¢iti nivoi vode uz manipulaciju CORT-om znacajno su uticali na duzinu tela i masu
punoglavaca prilikom dostizanja metamorfoznog klimaksa (GS 42) (Tabela 25., Slika 25.). Jedinke
gajene u L tretmanu su imale znacajno manju duzinu i masu tela u poredenju sa jedinkama iz H tretmana
(Tabela 23.). Jedinke iz H tretmana su bile najduze i najteze dok su jedinke iz H+CORT tretmana imale
najkrace telo 1 najmanju masu. Medutim, vrednosti mase jedinki iz I. i H+CORT tretmana se nisu
znacajno razlikovale (Tabela 25.). Srednje vrednosti duzine tela i mase jedinki iz L+MET tretmana su
izmedu vrednosti H i L tretmana (Tabela 23.) 1 ove razlike su statisticki znacajne za oba poredenja
(H/L+MET i L/L+MET, Tabela 25.).

ANOVA analiza je pokazala da razli¢iti nivoi vode uz manipulaciju CORT-om znacajno uticu na
larvalni period (Tabela 25., Slika 25.), pri ¢emu se larvalni period jedinki gajenih u L tretmanu nije
razlikovao znacajno od jedinki iz H, H+CORT i L+MET tretmana, tj. ove jedinke su dostigle
metamorfozni klimaks u isto vreme. Kod jedinki na GS 42 iz H+CORT tretmana, larvalni period je bio
produzen, ali se to znacajno razlikovalo samo u poredenju sa H tretmanom.

Stopa rasta prilikom dostizanja GS 42 je bila znac¢ajno razlicita u svim tretmanima (Tabela 25.).
Jedinke iz L. tretmana su imale niZzu stopu rasta u poredenju sa jedinkama iz H tretmana, koje su imale
najvecu vrednost stope rasta. Stopa rasta je bila najmanja kod jedinki iz H+CORT tretmana, a kod jedinki
iz L+MET tretmana izmedu vrednosti H 1 L. tretmana.

BCI prilikom dostizanja GS 42 se nije razlikovao izmedu jedinki iz H 1 L tretmana, i bio je najnizi
kod jedinki iz H+CORT tretmana. Medutim, to je bilo znacajno samo u poredenju sa jedinkama iz H
tretmana (Tabela 25.). Vrednosti BCI jedinki iz L+MET tretmana su se zanematljivo razlikovale od
vrednosti jedinki iz L tretmana (Tabela 23.), i te razlike nisu bile statisticki znacajne u poredenju ni sa
jednim tretmanom.
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Tabela 25. ANOVA test pracen Tukijevim post-hoc testovima za osobine Zivotne istorije u
metamorfoznom klimaksu Zutotrbog mukaca. H - konstantno visok nivo vode; L. - konstantno nizak nivo
vode; H+CORT - konstantno visok nivo vode sa egzogenim kortikosteronom; L+MET - konstantno

nizak nivo vode sa metiraponom. Statisticki znacajne razlike su istaknute podebljanim p vrednostima.

Osobine Zivotne istorije u metamorfoznom klimaksu (GS 42)

Tretman F p Poredenje izmedu post-hoc p
tretmana
DuZina tela (mm) H 91.10 <0.001 H/L <0.001
L H/H+CORT <0.001
H+CORT H/L+MET <0.05
L+MET H+CORT/L+MET <0.001
L/H+CORT <0.001
L/L+MET <0.05
Masa (g) H 42.96 <0.001 H/L <0.001
L H/H+CORT <0.001
H+CORT H/L+MET 0.001
L+MET H+CORT/L+MET <0.001
L/H+CORT 0.066
L/L+MET <0.001
Larvalni period (u H 3.13 0.029 H/L 0.826
danima) L H/H+CORT 0.040
H+CORT H/L+MET 0.971
L+MET H+CORT/L+MET 0.100
L/H+CORT 0.224
L/L+MET 0.972
Stopa rasta H 31.54 <0.001 H/L <0.001
(masa/larvalni L H/H+CORT <0.001
period) H+CORT H/L+MET <0.01
L+MET H+CORT/L+MET <0.001
L/H+CORT 0.049
L/L+MET 0.018
Kondicioni indeks H 4.08 <0.01 H/L 0.826
(SMI) IL H/H+CORT <0.05
H+CORT H/L+MET 0.971
L+MET H+CORT/L+MET 0.100
L/H+CORT 0.224
L/L+MET 0.972
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Slika 25. Osobine zivotne istorije (duzina tela, masa, larvalni period) zutotrbog mukaca u
metamorfoznom klimaksu (GS 42). Jedinke su iz razli¢itth vodenih uslova: H - konstantno visok nivo
vode; L - konstantno nizak nivo vode; H+CORT - konstantno visok nivo vode sa egzogenim
kortikosteronom; L+MET - konstantno nizak nivo vode sa metiraponom. Centralni kvadrati u box-plot
graficima prikazuju srednje vrednosti; gornje 1 donje granice predstavljaju standardne devijacije. Zvezdica
[*¥] oznacava znacajnu razliku u larvalnom periodu izmedu H i H+CORT tretmana. Detaljan prikaz
rezultata sa svim statistickim znacajnostima dat je u Tabeli 25.
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4.3.1.2 Preziviljavanje jedinki od pocetka eksperimenta (GS 35) do metamorfoznog

klimaksa (GS 42)

Razliciti vodeni uslovi sa manipulacijom CORT-a su uticali na prezivljavanje jedinki. Eksperiment
je zapoceo sal04 punoglavca u GS 35, pri cemu je 11,54% jedinki uginulo pre GS 42. Najveca smrtnost
je zabelezena u H+CORT tretmanu (7 od 26 jedinki; 26,92%), zatim u L tretmanu (3 od 26 jedinki;
11,53%), dok su H i L+ MET tretmani imali isti procenat uginulih jedinki (1 od 26 jedinki; 3,84%). Ove
razlike bile su statisticki znacajne samo kada se uporede H+CORT/H i H+CORT/L+MET tretmani
(H+CORT/H i H+CORT/L+MET: 2 = 5,88, df = 1, p = 0,015; za oba poredenja).

4.3.2 FizioloSke osobine

4.3.2.1 Uticaj razlicitih vodenih uslova 1 manipulacija kortikosteronom na nivo
kortikosterona u prometamorfozi (GS 35) i metamorfoznom klimaksu

(GS 42)

Deskriptivna statistika za nivoe kortikosterona u prometamorfozi (GS 35) i metamorfoznom
klimaksu (GS 42) je data u Tabeli 26.

Tabela 26. Deskriptivna statistika za nivoe kortikosterona u prometamorfozi (a) i metamorfoznom
klimaksu (b). Jedinke su iz razlicitih vodenih uslova: H - konstantno visok nivo vode; L. - konstantno
nizak nivo vode; H+CORT - konstantno visok nivo vode sa egzogenim kortikosteronom; L+MET -
konstantno nizak nivo vode sa metiraponom. SV - srednja vrednost; SD - standardna devijacija.

a) CORT u prometamorfozi (GS 35)

Tretman SV SD

H 2.13 0.26

L 2.06 0.20
L+MET 2.31 0.22

b) CORT u metamorfoznom klimaksu (GS 42)
Tretman SV SD

L 3.18 0.01
H+CORT 3.37 0.15
L+MET 3.23 0.20

Rezultati ANOVA testa su pokazali da razlic¢iti nivoi vode uz manipulaciju CORT-om nisu imali
znacajan efekat na sadrzaj CORT-a ni na jednom od stadijuma (GS 351 GS 42) (Tabela 27., Slika 26., a
1 b). HXCORT tretman je iskljucen iz analize nivoa CORT-a u GS 35, a H tretman u GS 42, jer su
izmereni nivoi CORT-a bili izvan RIA standardne krive. Nivoi CORT-a su ostali nepromenjeni i kod
jedinki gajenih u konstantno niskim vodenim uslovima (L tretman) u GS 35, i vrednosti su bile uporedive
sa vrednostima CORT-a jedinki iz H tretmana. Posto se nivo CORT-a nije razlikovao izmedu tretmana
ni na jednom od dva stadijuma, stadijumu su objedinjeni i uraden je t test kako bi se uocile razlike u
nivoima CORT-a izmedu stadijuma. Ova analiza je pokazala da jedinke u metamorfoznom klimaksu (GS
42) imaju vise nivoe CORT-a nego jedinke u prometamorfozi (GS 35) (t test: p < 0.001).

78



Tabela 27. Rezultati ANOVA testa za nivo CORT-a u prometamorfozi (a) i metamorfoznom klimaksu
(b) zutotrbog mukaca. SV - srednja vrednost; SD - standardna devijacija.

a) CORT u prometamorfozi (GS 35)

Tretman F p
H
L 1.63 0.2292
L+MET
b) CORT u metamorfoznom klimaksu (GS 42)
Tretman F p
L
H+CORT 1.37 0.2903
L+MET

Nivoi CORT-a u prometamotfozi (GS 35)

a)
3.6
3.3
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g 3.0
S~
a0
E 27
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Slika 26. Nivoi kortikosterona u prometamorfozi (GS 35) (a) i metamorfoznom klimaksu (GS 42) (b)
zutotrbog mukaca. Jedinke su iz razlic¢itih vodenih uslova: H - konstantno visok nivo vode; L - konstantno
nizak nivo vode; H+CORT - konstantno visok nivo vode sa egzogenim kortikosteronom; L+MET -
konstantno nizak nivo vode sa metiraponom. Centralni kvadrati u box-plot graficima prikazuju srednje

vrednosti; gornje i donje granice predstavljaju standardne devijacije; krug predstavlja autlajere.
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4.3.2.2 Uticaj razIli¢itih vodenih uslova 1 manipulacija kortikosteronom na

parametre oksidacionog stresa u prometamorfozi (GS 35) 1 metamorfoznom

klimaksu (GS 42)

Deskriptivna — statistikaparametara  oksidacionog
metamorfoznom klimaksu (GS 42) data je u Tabeli 28.

stresa  u  prometamorfozi

(GS  35)

i

Tabela 28. Deskriptivna statistika parametara oksidacionog stresa u prometamorfozi (GS 35) (a) i
metamorfoznom klimaksu (GS 42) (b). CAT - katalaza; GSH-Px - glutation peroksidaza; GSH - glutation;
LPO - proces lipidne peroksidacije. Jedinke su iz razlicitih vodenih uslova: H - konstantno visok nivo

vode; L - konstantno nizak nivo vode; H+CORT - konstantno visok nivo vode sa egzogenim

kortikosteronom; L+MET - konstantno nizak nivo vode sa metiraponom. SV - srednja vrednost; SD -

standardna devijacija.

a) GS 35
sV SD
CAT H 58.08 3.45
L 59.42 425
H+CORT 56.55 428
L+MET 54.13 2.18
GSH-Px H 1.99 0.33
L 2.19 0.36
H+CORT 2.26 0.46
L+MET 1.93 0.38
GSH H 58.75 22.47
L 88.03 8.87
H+CORT 136.24 26.86
L+MET 80.30 41.79
LPO H 459 1.38
L 5.41 3.36
H+CORT 9.73 3.79
L+MET 4.41 0.99

b) GS 42
sV SD
59.36 2.51
53.16 2.89
57.35 410
55.32 5.04
3.17 0.43
3.99 0.85
3.92 0.87
456 1.28
255.32 93.92
216.16 30.08
197.74 67.60
229.45 49.74
3.48 1.16
2.45 1.28
3.52 0.91
3.46 1.82

Dvofaktorska MANOVA je pokazala da su razli¢iti vodeni uslovi sa manipulacijom CORT-a i
stadijum razviéa (GS 35 1 GS 42), kao i njihova interakcija (tretman*stadijum) imali znacajan uticaj na

zajednicku varijabilnost izmedu parametara oksidacionog stresa (Tabela 29.).

Tabela 29. Rezultati dvofaktorske multivarijantne analize varijanse (dvofaktorska MANOVA) za
parametre oksidacionog stresa. Statisticki znacajne razlike su istaknute podebljanim p vrednostima.

Dvofaktorska MANOVA Wilks value

F

Parametri oksidacionog stresa

Tretman 0.5116 2.23
stadijum 0.2116 32.59
Tretman*stadijum 0.4043 3.16

dfl df2
12 92.9
4 35.0
12 92.9
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Dvofaktorska ANOVA je zatim pokazala da je tretman imao znacajne efekte na lipidnu
peroksidaciju (LPO), dok je stadijum razviéa znacajno uticao na glutation peroksidazu (GSH-Px),
glutation (GSH) i LPO. Pored toga, znacajne interakcije su pronadene za sve parametre oksidacionog
stresa osim za GSH-Px (Tabela 30., Slika 27.).

Tabela 30. Dvofaktorska ANOVA analiza za parametre oksidacionog stresa u prometamorfozi (GS 35)
i metamorfoznom klimaksu (GS 42) Zutotrbog mukaca. Statisticki znacajne razlike su istaknute
podebljanim p vrednostima. Rezultati Tukijevog post-hoc testa (gde je relevantno) su dati u tekstu.

Dvofaktorska SS Stepeni MS F p
ANOVA slobode
CAT
Tretman 98.6 3 32.9 2.39 0.082
stadijum 6.7 1 6.7 0.49 0.487
Tretman*stadijum 122.2 3 40.7 2.96 <0.05
GSH-Px
Tretman 3.0331 3 1.0110 2.0747 0.118
stadijum 39.6740 1 39.6740  81.4133 <0.001
Tretman*stadijum  3.2419 3 1.0806 2.2175 0.100
GSH
Tretman 1513 3 504 0.2036 0.893
stadijum 214938 1 214938 86.7471 <0.001
Tretman*stadijum 283006 3 9435 3.8080 <0.05
LPO
Tretman 62.5979 3 20.8660 4.7989 <0.01
stadijum 90.3125 1 90.3125  20.7706 <0.001
Tretman*stadijum  52.9707 3 17.6569 4.0608 <0.05

Tretman egzogenim CORT-om je doveo do visih nivoa LPO u poredenju sa svim drugim
tretmanima u oba stadijuma (Slika 27., p < 0.01 za sva poredenja). Poredenja tretmana izmedu stadijuma
pokazala su statisticki znacajno vise nivoe GSH-Px 1 GSH u GS 42, osim za LPO (Slika 27., p < 0.01 za
sva poredenja).
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Slika 27. Parametri oksidacionog stresa u prometamorfozi (GS 35) (a) i metamorfoznom klimaksu (GS
42) (b) zutotrbog mukaca. Jedinke su iz razli¢itih vodenih uslova: H - konstantno visok nivo vode; L -

konstantno nizak nivo vode; H+CORT - konstantno visok nivo vode sa egzogenim kortikosteronom;

L+MET - konstantno nizak nivo vode sa metiraponom. Centralni kvadrati u box-plot graficima prikazuju

srednje vrednosti; gornje i donje granice predstavljaju standardne devijacije; krug predstavlja autlajere;
zvezdica oznacava ekstremne vrednosti. CAT, katalaza; GSH, glutation; GSH-Px, glutation peroksidaza;
LPO, proces lipidne peroksidacije.
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4.3.3 MorfolosSke osobine

4.3.3.1 Morfoloske osobine jedinki pod uticajem razlicitih vodenih uslova i

manipulacijom kortikosterona u metamorfoznom klimaksu (GS 42)

Deskriptivna statistika morfoloskih osobina u metamorfoznom klimaksu data je u Tabeli 31.

Tabela 31. Deskriptivna statistika morfoloskih osobina u metamorfoznom klimaksu (GS 42). Jedinke su
iz razli¢itih vodenih uslova: H - konstantno visok nivo vode; L - konstantno nizak nivo vode; H+CORT
- konstantno visok nivo vode sa egzogenim kortikosteronom; L+MET - konstantno nizak nivo vode sa
metiraponom. SV -srednja vrednost; SD - standardna devijacija.

Motrfoloske osobine u GS 42 Tretman SV
DuzZina trupa H 13.50
L 12.14

H+CORT 12.02
L+MET 12.92

DuZina repa H 23.89
L 21.41

H+CORT 14.42

L+MET 22.58

SD

0.49
0.64
0.57
0.63

1.37
1.83
2.33
1.87

Rezultatt MANCOVA analize su pokazali da su razliciti vodeni uslovi i manipulacija
kortikosteronom znacajno uticali na zajednicku varijabilnost izmedu duzina trupa i repa (Tabela 32.).

Tabela 32. Rezultati multivarijantne analize kovarijanse (MANCOVA) za morfoloske osobine (duzine
trupa i repa) u metamorfoznom klimaksu (GS 42) Zzutotrbog mukaca. Statisticki znacajne razlike su

istaknute podebljanim p vrednostima.

MANCOVA Wilks F dfl df2 P
value
GS 42: duZina trupa+duZina repa
DuZina tela 0.0000 15166104 2 86 <0.001
Tretman 0.4416 14 6 172 <0.001

ANCOVA analiza je pokazala da najduzi trup imaju punoglavci u H tretmanu, dok su jedinke iz
H+CORT i L tretmana imale najkradi trup, a trup jedinki iz L+MET tretmana je bio izmedu vrednosti
H i H+CORT/L tretmana (Tabela 33.). Duzina repa bila je statisticki razlicita u svim tretmanima, sa
najduzim repovima kod jedinki iz H tretmana i najkra¢im repovima kod jedinki gajenih u H+CORT

tretmanu (Tabela 33., Slika 28.).
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a) Jedinka iz H tretmana

Slika 28. Jedinke Zutotrbog mukaca odgajane u (a) visokom nivou vode (H tretman) i (b) visokom nivou
vode sa kortikosteronom (H+CORT tretman).

Tabela 33. Jednofaktorska analiza kovarijanse (ANCOVA) za morfoloske osobine (duzina trupa i repa)
u metamorfoznom klimaksu (GS 42) zutotrbog mukaca. Statisticki znacajne razlike su istaknute

podebljanim p vrednostima.

ANCOVA Tretman F P Poredenja izmedu post-hoc p
tretmana
DuZina trupa H H/L <0.001
L 34.37 <0.001 H/H+CORT <0.001
H+CORT H/L+MET <0.001
L+MET H+CORT/L+MET <0.001
L/H+CORT 0.662
L/L+MET <0.001
DuZina repa H 34.55 <0.001 H/L <0.001
L H/H+CORT <0.001
H+CORT H/L+MET <0.001
L+MET H+CORT/L+MET <0.001
L/H+CORT <0.001
L/L+MET <0.001

Analiza glavnih komponenti (PCA) je pokazala da postoje razlike u obliku repa medu tretmanima.
Prve dve ose glavnih komponenti opisale su 71,31% ukupne varijabilnosti u obliku repa i pokazale veliko
preklapanje izmedu H, L i L+ MET tretmana, dok je H+CORT tretman bio jasno odvojen od svih drugih
grupa po prvoj osi (MANOVA test na Prokrustovim koordinatama, p < 0.001) zbog najkracih repova i
najsireg misicnog dela repa (Slika 29.).
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Slika 29. Analiza glavnih komponenti (PCA). Polozaj metamorfa u morfoprostoru definisanim sa prve
dve ose glavnih komponenti. Crvene isprekidane linije predstavljaju prosecan oblik repa; crne pune linije
predstavljaju svaki oblik repa na ekstremnim vrednostima na PCA osi. Kod boja: zeleno - H tretman;
crveno - L tretman; plavo - H+CORT tretman; zuto - L+MET tretman.
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5. DISKUSIJA

Rezultati ove disertacije su pokazali da isusivanje stanista nije dovelo do ispoljavanja adaptivne
fenotipske plasticnosti u brzini razviéa kao §to se ocekivalo po Vilbur-Kolinsovom modelu. Jedinke
zutotrbog mukaca nisu ubrzale svoje razvice u isusujuéim vodenim uslovima ve¢ je njihovo vreme do
dostizanja metamorfoze bilo znacajno duze (eksperiment br. 1) ili nepromenjeno (eksperimenti br. 2 1 3)
u odnosu na jedinke gajene u konstantnim vodenim uslovima. Nepovoljni vodeni uslovi u kojima su
jedinke odgajene su doveli do negativnih promena u drugim osobinama Zivotne istorije kao i morfoloskim
osobinama jedinki. Jedinke iz isuSujucih tretmana su imale manju duzinu tela i manju masu sto se
negativno odrazilo i na stopu rasta (u sva tri eksperimenta) 1 kondicioni indeks (eksperiment br. 1) na
pocetku (GS 42) 1 na kraju metamorfoze (GS 46). Iako su isusujuéi uslovi negativno uticali na duzinu
trupa jedinki, to se nije odrazilo na duzinu 1 oblik repa. Takode, isusujuci uslovi nisu uticali na skakacke
performanse juvenilnih jedinki iako su ove jedinke imale kradi stilpodijalni i zeugopodijalni deo zadnjih
ekstremiteta. Suprotno od ocekivanog, u eksperimentu br. 3 konstantno niski vodeni uslovi nisu doveli
do promena ni u nivou kortikosterona ni u antioksidacionom sistemu, dok su oksidaciona ostecenja bila
povisena u prometamorfozi u tretmanu sa egzogeno dodatim CORT-om, ali ne i u GS 42. Nepromenjen
ili produzen larvalni period u isuSuju¢im vodenim uslovima, kao i nepromenjen nivo kortikosterona i
parametara antioksidacionog sistema, sugerisu da je kod jedinki Zutotrbog mukaca iz populacije sa Fruske
gore potencijalno doslo do modifikacija HPI ose. Ove promene su verovatno dovele do lokalne
adaptacije brzine razvi¢a na hidroloski rezim Fruske gore putem geneticke asimilacije.

5.1 Uticaj isuSivanja staniSta na osobine Zivotne istorije Zutotrbog
mukaca

Performanse jedinki kao i njthov fitnes su rezultat slozenih interakcija izmedu njihovog genotipa 1
sredine u kojoj se nalaze. Smatra se da jedinke sa visokim relativnim fitnesom imaju odgovarajuéi sklad
izmedu svog fenotipa i sredine. Fenotip, kao manifestacija genotipa oblikovana uticajem sredinskih
faktora, moze se dodatno prilagodavati trenutnim uslovima putem fenotipske plasti¢nosti, pri cemu
organizmi menjaju svoj fenotip tokom razvi¢a kao odgovor na signale iz sredine. Odavno je poznato da
plasticnost moze predstavljati adaptaciju koja omogucava jedinkama da prilagode svoj fenotip lokalnoj
sredini, pod uslovom da su dostupni pouzdani signali koji ukazuju na uslove u toj sredini (npr. Stearns,
1989; West-Eberhard, 2003).

Rezultati sva tri eksperimenta su pokazali da ni jedinke uzgajane u postepeno isusujuéem tretmanu
kao ni one iz konstantno niskih vodenih uslova nisu ubrzale svoje razvi¢e. Suprotno ocekivanjima po
Vilbur-Kolinsovom modelu, jedinke iz oba tretmana isusivanja su produzile svoje razvice ili je duzina
larvalnog perioda ostala nepromenjena. Tretmani isusivanja su uticali i na druge osobine zivotne istorije
prilikom metamorfoznog klimaksa i metamorfoze, kao $to su duzina tela jedinki, masa, stopa rasta i
kondicioni indeks, ali i na morfoloske osobine jedinki na oba stadijuma (GS 42 1 GS 40).

Modeli optimalnog vremena za metamorfozu (Wilbur i Collins, 1973; Werner, 1986) pretpostavljaju
da su stopa rasta 1 duzina tela jedinki klju¢ni faktori koji odreduju proces metamorfoze. Jedinka mora
dosti¢i minimalnu duzinu tela kako bi otpoceo proces metamorfoze, odnosno, postoji donja granica
duzine tela ispod koje metamorfoza nije moguca. Ova granica proistice iz morfoloskih i fizioloskih
ogranicenja, kao $to su sposobnost hvatanja plena i velicina dostupnog plena, osetljivosti na isusivanje
(zbog veceg odnosa povrsine i zapremine kod manjih jedinki) i osetljivosti na predatore (Denver, 2002).
Jasno je da postoji znacajna varijabilnost u donjoj granici duzine tela za metamorfozu kod vodozemaca
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(Werner, 1986) kao i varijabilnost medu vrstama u vremenu koje protekne od stadijuma izvaljivanja do
prve pojave zacetaka ekstremiteta (premetamorfoza), a zatim od pojave zacetaka ekstremiteta do trenutka
kada su zadnji ekstremiteti potpuno razvijeni (kasna prometamorfoza). Verovatno na obe faze deluje
selekcija nezavisno. Tokom premetamorfoznog perioda, selekcija moze najvise favorizovati brzinu rasta.
Plasti¢nost u trajanju ove faze zavisi prvenstveno od dostupnih moguénosti za rast, a punoglavci nemaju
izbora osim da se prilagode uslovima u staniStu i dostignu minimalnu duzinu tela potrebnu za
metamorfozu. Tokom prometamorfoznog perioda, selekcija verovatno najvise deluje na endokrini
sistem. U ovoj fazi, endokrini sistem punoglavca je dovoljno razvijen da mu omogudi tranziciju iz
akvati¢ne sredine u terestricnu (Denver, 2002). Kada su uslovi u stanistu povoljni za rast i razvoj jedinki,
produkcija tiroidnih hormona ostaje niska, $to omogucava nastavak rasta odnosno odlaganje
metamorfoze kako bi se u larvalnoj fazi usvojilo $to vise resursa i kao rezultat toga jedinke imale vecu
duzinu tela u metamorfozi (Wilbur i Collins, 1973; Werner, 1986). Medutim, ¢ak i ako se punoglavci drze
u laboratoriji pod konstantno povoljnim uslovima, oni ¢e na kraju ipak metamorfozirati—nece rasti
neograni¢eno. Moguce je da postepeno povecanje aktivnosti tiroidne Zzlezde dostigne prag potreban da
se inicira metamorfozni klimaks. Sto su uslovi bolji, to je aktivnost tiroidne zlezde niza, ali na kraju dostize
nivo na kojem se pokreée pozitivna povratna sprega. Alternativno, aktivacija endokrinog sistema moze
biti posledica dostizanja gornje granice duzine tela (Denver, 2002). Kada se uslovi u stanistu promene i
imaju negativne efekte na rast jedinki, dolazi do kompromisa izmedu rasta i razvica i aktivacije endokrinog
sistema kako bi zapoceo proces metamorfoze koji omogucava prelazak iz vodenog u kopneno staniste.
Odnosno, brzina razvica se ubrzava tokom stresnog perioda kao adaptivni odgovor na izmenjene uslove,
omogucavajuéi jedinkama da napuste nepovoljne uslove, $to rezultira smanjenim rastom i manjom
duzinom tela u metamorfozi. To znaci da jedinke ubrzavaju brzinu razvica po cenu smanjenja rasta. Na
ovaj nacin se izbegava i smanjuje izloZenost stresnim uslovima $to povecava stopu prezivljavanja i
ostavljanje potomstva u buduénosti. Ovo je opsta strategija prilagodavanja razvojnih procesa
vodozemaca u odgovoru na promene razlicitih abiotickih i1 biotickih sredinskih faktora kao $to su
temperaturne promene (npr. Walsh i sar., 2008; O'Regan i sar., 2014), isusivanje stanista (npr. Crump,
1989; Denver i sar., 1998; Lind i Johansson, 2007; Gémez Mestre i sar., 2013; Lent i Babbitt, 2020),
promene u kvalitetu hrane (npr. Stoler i Relyea, 2013) i vode (npr. Katzenberger i sar., 2014), promene u
intenzitetu kompeticije (npr. Relyea 1 Auld, 2004) i predatora (npr. Orizaola i sar., 2012).

Kao sto je i ocekivano u stresnim uslovima, u sva tri eksperimenta su jedinke iz dva isusujuca
tretmana imale nize stope rasta, ali to nije izazvalo ubrzanje razvica kao $to se ocekuje u teoriji. Naprotiv,
jedinkama iz oba isusujuca tretmana je larvalni period (j. vreme do dostizanja metamorfoze) bio znacajno
duzi ili nepromenjen u poredenju sa jedinkama iz tretmana sa konstantnim nivoom vode. Dobro je
poznato da je plasti¢nost u stopi rasta univerzalna karakteristika zivotinja i da se pomocu nje jedinke brzo
prilagodavaju ogranicenjima koja se javljaju za vreme razviéa (Dmitriew, 2011). Stopa rasta oznacava
brzinu poveéanja telesne mase ili duzine tela tokom razviéa i ima klju¢nu ulogu u prezivljavanju,
reproduktivnom uspehu ali i interakciji sa abiotickim i biotickim faktorima. Rast zavisi od dostupnosti
energije 1 resursa (nutrijenata), a fizioloska i ekoloska ogranicenja tokom razvi¢a mogu usporiti ili ubrzati
rast. Takva ogranicenja ¢esto dovode do kompromisa u drugim osobinama zivotne istorije, zbog ¢ega
stabilizaciona selekcija favorizuje umerene stope rasta koje optimizuju balans izmedu rasta i drugih
osobina koje direktno uticu na fitnes jedinki (Dmitriew, 2011). Kod vodozemaca tokom razvi¢a postoje
razlicita ogranicenja koja zavise od tipa stanista koje naseljavaju. Jedinke koje Zive u stalnim vodama
razvijaju se u stabilnim uslovima, gde je dostupnost vode konstantna i rizik od isusivanja nizak. Njihovo
razvice moze biti sporije 1 viSe usmereno ka optimizaciji rasta i postizanju vecih duzina tela u
metamorfozi. Nasuprot tome, jedinke koje se razvijaju u privremenim vodama, s periodi¢nim oscilacijama
nivoa vode i koje su neprekidno pod rizikom od potpunog isusivanja, suocene su sa vremenskim
ogranic¢enjem. Njihov zivotni ciklus mora biti prilagoden nepredvidivim uslova i razlicite strategije mogu
biti favorizovane kod vrsta koje ih naseljavaju kako bi fitnes jedinki u ovakvim uslovima bio maksimalan
(Richter-Boix i sar., 2011). Richter-Boix i saradnici (2011) su uporedili plasticnost u stopama razvoja,
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prosecnim stopama rasta 1 masi tela prilikom metamorfoze razlicitth vrsta zaba koje su podlozne
razlicitim rizicima od isuSivanja stanista (visoki rizik naspram niskog rizika). Autori su jasno definisali
stanista visokog 1 niskog rizika na osnovu trajnosti vodenih tela i ucestalosti njihovog isusivanja. Stanista
visokog rizika od isusivanja obuhvataju privremene bare koje zadrzavaju vodu samo nekoliko nedelja ili
meseci i redovno se isusuju svake godine, ponekad i viSe puta tokom jedne sezone. Stanista niskog rizika
od isusivanja obuhvataju stalne bare koje zadrzavaju vodu tokom cele godine u vecini godina, s retkim
slucajevima isusivanja. Duzina larvalnog perioda odrazava karakteristike prvobitnog staniSta vrste,
ukljucujudi njegovu trajnost 1 predvidljivost, dostupnost resursa i nivo kompeticije, temperaturne uslove,
prisustvo predatora itd. Najvaznije je trajanje stanista, buduci da razvoj i rast larvi vodozemaca zavise od
vodenog okruzenja (Denver, 2002). Vrste koje naseljavaju vode koje povremeno isusuju u uslovima
stalno visokog nivoa vode rastu sporije nego jedinke iste vrste koje naseljavaju stalna vodena stanista.
Povecani pritisci na prezivljavanje larvi kod ovih vrsta dovode do maksimizacije razvica po cenu rasta,
$to sugerise da one primarno vrse alokaciju resursa ka razvi¢u a ne rastu (Wilbur i Collins, 1973). Ova
¢injenica ukazuje na to da vrste koje naseljavaju privremena vodena stanista ne mogu dodatno povecati
prosecnu stopu rasta u uslovima isusivanja, $to je oc¢ekivano ako su prosecne stope rasta u uslovima stalno
visokog nivoa vode blizu fizioloskog maksimuma (Richter-Boix 1 sar., 2011). I u nasem eksperimentu su
jedinke zutotrbog mukaca iz ispitane populacije verovatno dostigle maksimalne stope rasta u uslovima
stalno visokog nivoa vode. To je onemogucilo dodatno povecanje stope rasta u isusujucim uslovima a
kao rezultat toga ove jedinke imaju nizu stopu rasta a posledicno i manju masu 1 duzinu tela u sva tri
cksperimenta. Nemoguénost povecanja stope rasta kod jedinki iz stresnih uslova odlaze dostizanje
minimalne duzine tela koja je neophodna za otpocinjanje metamorfoze (Day i Rowe, 2002) $to je razlog
za$to su jedinke iz isusujucih tretmana imale produzeno razvice u eksperimentu br. 1 ili nepromenjeno u
eksperimentima br. 21 3.

Razlicite vrste poput Pseudacris regilla, Rana aurora (Adams, 2000), Pelophylax lessonae (Semlitsch 1
Reyer, 1992), pokazuju slicne obrasce promena osobina zivotne istorije pod rizikom od isusivanja kao i
Bombina variegata. Takode, produzen ili nepromenjen larvalni period je zabelezen kod razli¢itih populacija
zutotrbog mukaca poreklom iz Nemacke i Svajcarske (Boll, 2002; Sinsch i sar., 2020) &iji je larvalni period
bio slican kao kod jedinki iz prirodnih populacija sa Fruske gore (licna zapazanja). Sa druge strane, vrste
Melanophryniscus rubriventris (Goldberg 1 sar., 2022), Acris blanchardi (Gordon 1 sar., 2016), Lithobates
catesbeianus (Cook i sar., 2013), Pseudacris macnlata (Amburgey i sar., 2012) takode nisu ubrzale svoje razvice
kao odgovor na isusivanje stanista, ali, za razliku od nasih rezultata, kod ovih vrsta isusivanje stanista nije
uticalo na duzinu tela i masu pri metamorfozi zahvaljuju¢i moguénosti da modifikuju svoje stope rasta,
kako bi dostigli slichu duzinu 1 masu tela u uslovima isusivanja stanista kao 1 u nepromenjenim vodenim
uslovima.

Kljucni resurs za rast punoglavaca je akumulacija masti tokom ranih larvalnih stadijuma, $to je
neophodno za pokretanje kasnijih faza u metamorfozi ali i za zivot u terestri¢nim uslovima (Bender i sar.,
2018). Primarno masno tkivo kod punoglavaca su masna tela, koja imaju najvise lipida u odnosu na bilo
koje drugo tkivo (Brown, 1964) 1 nalaze se ispred gonada (Duellman i Trueb, 1994). Masna tela pocinju
da se razvijaju nakon izvaljivanja i pocetka ishrane (Gramapurohit i sar., 1998). Lipidi se akumuliraju kako
se punoglavci priblizavaju metamorfozi, a velicina masnih tela raste tokom metamorfoze, dostizuci
maksimum neposredno pre metamorfoznog klimaksa (Wright i sar., 2011). Koli¢ina masnog tkiva
korelisana je sa duzinom telai kondicionim indeksom (Gramapurohit i sar., 1998), koji su kljucni faktori
za odredivanje vremena pocetka i toka metamorfoze. Lipidi igraju klju¢nu ulogu u obezbedivanju energije
za metabolicke zahteve metamorfoze (Frieden 1 Naile, 1955).

U nasim eksperimentima nemogucnost jedinkiiz isusujucih tretmana da dostignu iste stope rasta
kao jedinke iz tretmana sa konstantno visokim nivoom vode (iako su u svim tretmanima jedinke hranjene
ad libitum), moze biti povezana sa nedostatkom unutrasnjih resursa za rast i razvoj, sto s druge strane
ukazuje na fiziolosku nemogucnost vrste za plasti¢ni odgovor (plasticnost osobina moze se smanjiti ili
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c¢ak izgubiti ako su organizmi dovoljno dugo izlozeni stabilnim uslovima). Kao rezultat pretpostavljenog
nedostatka unutrasnjih resursa, jedinke iz oba isusujuca tretmana u svim eksperimentima imaju smanjene
stope rasta. Istrazivaci su proucavali vrstu Scaphiopus couchii, koja ima najkraci larvalni period medu
bezrepim vodozemcima i kanalisano razvice u isuSujué¢im uslovima (tj. neporemenjen larvalni period) kod
koje su dokazali odsustvo masnih tela, bez obzira na nivo vode u kojem su jedinke gajene (Kulkarni i sar.,
2011, 2017). Srodne vrste S. couchii koje imaju sposobnost ubrzanja razvica u isusujuéim uslovima stanista
sadrze i masna tela u kolic¢ini koja je korelisana sa njthovom plasticnoscu u larvalnom periodu u ovim
uslovima. Ova korelacija sugeriSe da su masna tela vazna za omogucavanje fleksibilnosti u larvalnom
periodu, verovatno pruzajuci energetske rezerve potrebne za prilagodavanje razlicitim ekoloskim
uslovima (Kulkarnii sar., 2011). U nasim eksperimentima nismo ispitali sadrzaj masnih tela kod zutotrbog
mukaca kako bi se izbeglo Zrtvovanje jedinki, ali smo zabelezili nize vrednosti kondicionog indeksa u oba
tretmana isuSivanja u eksperimentu br. 1 na oba stadijuma. Kondicioni indeks izmedu tretmana u
eksperimentu br. 2 se razlikovao samo u GS 46 a u eksperimentu br. 3 nisu postojale razlike u ovoj
osobini. Ovakvi rezultati mogu ukazivati na to da su najstresniji eksperimentalni uslovi bili u
eksperimentu br. 1 te se to odrazilo na kondicioni indeks na oba stadijuma, iako su ostale osobine zivotne
istorije imale isti odgovor u sva tri eksperimenta. Kondicioni indeks predstavlja meru telesne kondicije
jedinke, najcesce izrazen kao odnos mase i duzine tela, 1 ¢esto se koristi kao pokazatelj energetske rezerve
organizma, odnosno njegove sposobnosti da se nosi sa stresom ili da uspesno zavrsi razvojne faze. Kod
larvi vodozemaca, posebno u uslovima stresa kao $to je isusivanje kondicioni indeks moze reflektovati
kompromis izmedu investiranja u ubrzanje razvica i odrzavanje osnovne fizioloske stabilnosti (Ruthsatz
1 sar., 2023a). Takode, u kasnijim fazama razviéa, lo$ kondicioni status moze uticati i na uspesnost
metamorfoze i pocetnu spremnost juvenilnih jedinki za kopneni nacin Zivota. Nizi kondicioni indeks
povezan sa manjom masom i duzinom tela moze biti posledica nedostatka masnih tela tokom
metamorfoze (Zhu 1 sar., 2021) u svim isusuju¢im tretmanima u svim eksperimentima $to moze imati
direktne posledice po prezivljavanje, brzinu rasta i sposobnost jedinke da ude u naredne faze razvica.
Nedostatak masnih tela otezava dostizanje specificnog razvojnog praga, koji predstavlja minimalnu
duzinu tela ili stanje koje organizam u razvoju mora dostiéi kako bi se metamorfoza dogodila (Lind i
Johansson, 2007), $to rezultira produzenjem larvalnog perioda jedinki u eksperimentu br. 1, ili
nepromenjenim larvalnim periodom u eksperimentima br. 2 1 3 koji bi u prirodnim uslovima doveli do
smrtnog ishoda jedinki usled nemoguénosti ubrzanja razvica.

5.1.1 Nepostojanje razvojnog prozora za ubrzanje razvi¢a Zutotrbog mukaca u
isusujucim uslovima

S obzirom na to da je prvi eksperiment pokazao da jedinke Zutotrbog mukaca ne ubrzavaju razvice
u isusujucim uslovima, pitanje koje smo postavili je da li je rezultat koji je dobijen u prvom eksperimentu
mozda vezan za uski razvojni prozor za ubrzanje razvica pri isusivanju pa zato nismo mogli da uocimo
promene u brzini razviéa zutotrbog mukaca. Shodno nasim pocetnim hipotezama, simulirali smo
isusujuce uslove u tri perioda prometamorfoze koji se jasno morfoloski razlikuju: kada su vidljivi zaceci
zadnjih ekstremiteta (GS 30-32), kada zaceci zadnjih ekstremiteta imaju oblik vesla (GS 32-34) 1 kada se
na zadnjim ekstremitetima uocava razmak izmedu prstiju (GS 35-37).

Razvojni prozor se definise kao vremenski prozor tokom ontogeneze nekog organizma kada
organizam moze ispoljiti odredeni fenotip kao odgovor na promene u sredini. Sirok razvojni prozor
podrazumeva da se neki fenotip moze indukovati tokom duzeg ontogenetskog perioda. Medutim, ako
organizmi nisu sposobni da odgovore na ceste promene u sredini tokom svog ontogenetskog razvica (tj.
imaju uske razvojne prozore), i ako postoje velika cena usled ispoljavanja suboptimalnog fenotipa,
prirodna selekcija moze delovati protiv favorizovanja prilagodavanja fenotipa ovim sredinskim
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promenema. Nemogucénost reagovanja na promene u sredini tokom razli¢itih ontogenetskih faza moze
nastati usled razvojnih ogranic¢enja i neodgovarajucih senzornih sistema (Newman, 1992; Leips 1 Travis,
1994; Emerson, 2000; Hoverman i Relyea, 2007).

Iako je izloZenost niskim vodenim uslovima u razli¢itim fazama razvi¢a dovela do smanjenja stope
rasta kod svih L tretmana, to nije dovelo do ubrzanja razviéa ni u jednom L tretmanu. Drugim re¢ima,
odgovor jedinki na niske vodene uslove nije zavisio od Gosnerove faze u kojoj su jedinke izlozene
ovakvim uslovima. Sve jedinke su metamorfozirale u isto vreme kao i jedinke iz konstantno visokog nivoa
vode. Ovakvi rezultati ne podrzavaju Travisov model (Leips i Travis, 1994) dinamicke alokacije resursa,
ali dodatno potvrduju nase rezultate 1 hipoteze iz eksperimenta br. 1. Ispitana populacija zutotrbog
mukaca nema sposobnost ubrzanja razvica u isusuju¢im uslovima i ovaj izostanak plasticnog odgovora u
larvalnom periodu ne zavisi od faze razvica u kojoj su jedinke izlozene isusuju¢im uslovima. Jedinke
zutotrbog mukaca iz ispitane populacije imaju fiksni odgovor na isusujuce uslove. Nasi rezultati su u
skladu sa rezultatima Boll (2002) koja je ispitivala razvojni prozor za isuSivanje zutotrbog mukaca na
Gosnerovim fazama GS 32, GS 36 1 GS 39 izlagajuci punoglavce poboljsanim ili pogor§anim vodenim
uslovima na ovim stadijumima. Najmanju duzinu tela i masu su imale jedinke iz konstantno niskih
vodenih uslova u GS 32, kao i u nasem eksperimentu. Nemogucénost ubrzanja razvica i fiksnu razvojnu
stopu koja je nezavisna od vodenih uslova u kojima su jedinke odgajane, autorka je objasnila moguc¢noscu
postojanja geneticke kanalisanosti s obzirom na to da je postojala mogucnost da su jedinke poreklom iz
istog paketica jaja. Geneticka kanalisanost razvia podrazumeva stabilan fenotipski ishod uprkos
varijacijama u sredinskim uslovima, $to implicira da geneticki mehanizmi amortizuju uticaje spoljasnje
sredine i ogranicavaju fenotipsku plasticnost. U ovom kontekstu, to znaci da postoji nizak kapacitet za
prilagodavanje razvica nepovoljnim hidroloskim uslovima. Takva razvojna stabilnost moze biti rezultat
selekcije tokom evolucije u predvidljivim sredinama, gde je fiksiran obrazac razvi¢a bio adaptivan, ali
istovremeno moze predstavljati ogranicenje u uslovima u kojima je ubrzano razvice neophodno za
prezivljavanje (West-Eberhard, 2003; Takahashi, 2019).

U prethodnim istrazivanjima za ispitivanje Travisovog modela i postojanja razvojnog prozora
tokom ontogenije vodozemaca koris¢ena je samo razlicita kolicina hrane kao faktor (Travis, 1984; Alford
1 Harris, 1988; Leips i Travis, 1994; Touchon i sar., 2015; Nilsson-Ortman i Rowe, 2021) osim naseg
cksperimenta i eksperimenta Boll (2002) gde je faktor isusivanje stanista sa ad /ibitum kolicinom hrane.
Prethodne studije su dosle do slicnih zakljuc¢aka koji su u skladu sa Travisovim modelom: punoglavci koji
su izlozeni promenljivim koli¢inama hrane tokom rane ili srednje faze ontogenije plasticno odgovaraju
promenama i u brzini razvica i u duzini tela. Male koli¢ine hrane kojima su jedinke izloZene u ranim
ontogenetskim fazama dovode do sporijeg razvi¢a i manje duzine tela dok povecane koli¢ine hrane
ubrzavaju razvie i pozitivho uticu na duzinu tela metamorfoziranih jedinki. Medutim, ako se
punoglavcima smanji kolicina hrane u kasnijim fazama razvica, ovo smanjenje hrane vise nece uticati na
brzinu razvica nego samo na rast jedinki odnosno na duzinu tela u metamorfozi. Autori su zakljucili da
do fiksiranja duzine razvica dolazi u kasnijim ontogenetskim fazama. Medutim, do sada jo$ ni jedan
eksperiment nije precizno utvrdio u kojoj razvojnoj (Gosnerovoj) fazi dolazi do fiksacije brzine razvica.
Audo i sar. (1995) su pokazali da se kod punoglavaca vrste Hyla chrysoscelis fiksacija razvi¢a dogodila negde
izmedu stadijuma GS 33 1 GS 38, dok je Hensley (1993) za Pseudacris crucifer utvrdio da se fiksacija desava
pocetkom prometamorfoze (GS 35-GS 37). Beachy i sar. (1999) su naveli da su punoglavci Hyla versicolor
pri kasnoj promeni uslova ve¢ dostigli stadijum GS 34, kada je brzina razvica ve¢ bila fiksirana.
Istrazivanja pokazuju da, kada se kolicina hrane naglo smanji u prometamorfozi, punoglavci obi¢no
ubrzavaju razvice i metamorfoziraju ranije, iako napustaju vodu s manjom masom. Nasuprot tome, ako
se kolicina hrane smanji pre tog kriticnog stadijuma, odnosno u fazama premetamorfoze, razvi¢e se
zaustavlja 1 jedinke najcesce uginu. Ta prelomna tacka izmedu razlicitih faza metamorfoze se javlja ranije
kod vrsta koje zive u ekstremno susnim stani$tima, jer su evolutivho prilagodene brzem zavrsetku
larvalnog perioda. Ipak, u nekim slucajevima — na primer pri vrlo jakom stresu ili kada je koli¢ina hrane
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smanjena isuviSe rano tokom razvi¢a — ubrzanje izostane, sto je praceno i manjim rastom. Ukratko,
intenzitet i faza ontogenetskog razvica kada je uveden nutritivni stres presudno odreduju da li ce
punoglavac ubrzati metamorfozu ili ée potpuno zaustaviti svoje razvice (D'Angelo i sar., 1941; Denver i
sar., 1998; Morey i1 Reznick, 2000; Spieler, 2000, 2003).

Fiksna razvojna stopa otporna na isusujue vodene uslove potvrduje izostanak adaptivne
fenotipske plasti¢nosti u larvalnom periodu zutotrbog mukaca. Organizmi sa fiksnom razvojnom stopom
razvijaju odredeni fenotip 1 prolaze kroz razvojne faze istim tempom, bez obzira na promene u sredinskim
uslovima $to je odraz niskog stepena fenotipske plasticnosti. Iako niski vodeni uslovi nisu uticali na
larvalni period, imali su negativan efekat na klju¢ne osobine Zivotne istorije jedinki iz svih L tretmana,
odnosno doveli su do neadaptivnih plasticnih promena sto se ogleda u manjoj duzini tela, masi i stopi
rasta. Neadaptivne plasticne promene se najcesce vidaju u sredinama koje predstavljaju nov selekcioni
pritisak za datu populaciju i gde selekcija nije oblikovala geneticku varijabilnost za plasticnost (Ghalambor
1 sar., 2007). Kao rezultat ispoljavanja neadaptivnih fenotipova moze doci do lokalnog izumiranja ili do
lokalne adaptacije ukoliko direkciona selekcija deluje na postojecu ili skrivenu geneticku i fenotipsku
varijabilnost (Albecker i McCoy, 2019). S obzirom na to da je populacija zutotrbog mukaca sa Fruske
gore izolovana na ovom lokalitetu, moguce je da je doslo do lokalne adaptacije i kanalisanja brzine razvica
u stresnim vodenim uslovima putem geneticke asimilacije. Fleksibilne razvojne stope su metabolicki
skupe 1 energetski zahtevne jer brzina razviéa moze da se prilagodava spoljasnjim uslovima usled visokog
stepena fenotipske plasticnosti. Ovo bi, sa druge strane, ogranicavalo organizme koji su konstantno
izlozeni stresnim vodenim uslovima na ispoljavanje adaptivnog plasticnog odgovora. Medutim, zbog sve
ekstremnijih klimatskih promena poput visokih temperatura i suse, ova nemogucnost ubrzanja razvica
zutotrbog mukaca na Fruskoj gori moze dovesti do velike smrtnosti jaja 1 larvi a vremenom 1 do
izumiranja cele ove populacije.

5.2 Uticaj isuSivanja staniSta na morfoloske osobine punoglavaca i
prenosni efekti (carry-over effects) na juvenilne jedinke Zutotrbog
mukaca

Ekoloski faktori igraju znacajnu ulogu u oblikovanju morfoloske raznovrsnosti punoglavaca
(Sherratt i sar., 2017), ali se smatra da je osnovni oblik tela kod razli¢itih vrsta zaba prvenstveno pod
genetskom kontrolom i da se uspostavlja u ranoj fazi razvica (Strauss i Altig, 1992). Morfoloske osobine
punoglavaca su povezane sa fitnesom jedinki tokom larvalnih faza (Pujol-Bux6 i sar., 2017) 1 mogu imati
dugorocne efekte na morfologiju i fitnes juvenilnih jedinki (Tejedo i sar., 2010; Johansson i Richter-Boix,
2013). Medu spoljasnjim faktorima koji najvise oblikuju populacije punoglavaca izdvajaju se prisustvo
predatora i tip vodenog stanista, bilo da je ono efemerno ili permanentno (Pujol-Bux6 i sar., 2017).

Prethodne studije su pokazale da isusujuéi vodeni uslovi dovode do izmenjene morfologije repnog
peraja punoglavaca $to moze uticati na njihove plivacke sposobnosti. Punoglavci iz isusujucih vodenih
uslova imaju uza i kraca repna peraja u odnosu na jedinke gajene u konstantnim vodenim uslovima $to
moze ukazivati na adaptaciju za efikasnije plivanje u plitkim vodama ili ubrzanu resorpciju tokom
metamorfoze (Richter-Boix i sar. 2006a, 2006b; Van Buskirk, 2009; Gémez i Kehr, 2019). Iako takva
morfologija generalno smanjuje potisak i efikasnost kretanja kroz vodu, ona moze predstavljati adaptaciju
na specificne uslove plitkih, nestabilnih stanista (Van Buskirk, 2009). Smatra se da morfologija repnog
peraja zavisi od dela vodenog stuba u kojem se punoglavci krecu. S obzirom na to da punoglavci koji
naseljavaju stalne vode provode viSe vremena na razlicitim dubinama, njihovo repno peraje im pomaze

da zadrze stabilnost prednjeg dela tela. S druge strane, u vodama koje cesto isusuju i gde je kretanje
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ograniceno, manji otpor koji pruza uze repno peraje moze omogucditi brze, nagle pokrete pri izbegavanju
predatora (Van Buskirk, 2009). Osim toga, kra¢e repno peraje sadrzi manje tkiva koje mora biti
resorbovano tokom metamorfoze, §to moze doprineti skracenju trajanja ove razvojne faze u uslovima
kada je brzina prelaska u kopnenu fazu kljucna za prezivljavanje. Medutim, u studiji Johansson i sar.
(2010) punoglavci koji su ubrzali razvice u isusujué¢im uslovima su imali takode uze repno peraje i manju
visinu trupa ali im je to omogucilo da imaju bolje plivacke performanse, ukljuc¢ujuéi vecu brzinu i ubrzanje
u poredenju sa punoglavcima odgajanim u konstantnim vodenim uslovima. Iako su isusujuci uslovi uticali
negativno na duzinu tela ovih punoglavaca, njihova sposobnost plivanja bila je poboljsana, $to sugerise
da odredene morfoloske adaptacije mogu kompenzovati smanjenu duzinu tela u stresnim uslovima
(Johansson i sar., 2010).

Isusujuci vodeni uslovi u eksperimentima br. 1 1 2 nisu uticali na morfologiju repa jedinki, dok su
u eksperimentu br. 3 jedinke iz isusujuceg tretmana imale krac¢i rep. Odsustvo specificne morfologije repa
moze biti posledica drugih faktora. Razliciti vodeni uslovi takode nisu uticali na oblik repa kod
punoglavaca vrste Odontophrynus americanus, a Boelter 1 sar. (2020) su zakljucili da drugi faktori, poput
pokrivenosti bare razlicitom vegetacijom, sastava akvaticnih predatora i dubine vode, mogu objasniti
odsustvo promene oblika repa u razli¢itim vodenim uslovima. Iako razliciti vodeni uslovi nisu doveli do
promena u obliku i duzini repa punoglavaca u eksperimentima br. 1 i 2, punoglavci odgajani u
isususujucim vodenim uslovima su imali kraci rep i trup u eksperimentu br. 3. Skracena duzina trupa i
repa moze biti posledica negativnog uticaja isusivanja na telesnu masu i stopu rasta. U drugim studijama,
hroni¢na izlozenost hemijskim signalima predatora dovodi do relativno kraceg trupa (Benard, 2004), ali
nasi rezultati pokazuju slican obrazac u uslovima hroni¢nog isusivanja kod zutotrbog mukaca.

Nekada se smatralo da su larvalna i juvenilna faza vodozemaca nezavisne 1 da uslovi koji vladaju u
larvalnoj (akvaticnoj) fazi ni na koji na¢in ne uticu na osobine Zivotne istotije i/ili motfoloske osobine u
juvenilnoj (terestricnoj) fazi (Moran, 1994). Nasi rezultati pokazuju da sredina u kojoj su punoglavci
odgajani tokom larvalnog perioda uti¢e na osobine zivotne istorije, a te promene imaju dugorocne efekte
na morfologiju juvenilnih jedinki. Iako je metamorfoza kod vodozemaca proces koji ukljucuje drasticne
fizioloske, biohemijske i motfoloske transformacije, larvalne i juvenilne/adultne osobine nisu potpuno
nezavisne u evolutivhom smislu (Richter-Boix i sar., 2006a). Mnoge studije su potvrdile da je duzina tela
u metamorfozi osobina zivotne istorije koja je direktno povezana sa fithesom nakon prelaska jedinki u
terestricne uslove (npr. Sinsch 1 sar., 2020), jer jedinke sa manjom duzinom tela kasnije dostizu polnu
zrelost 1 imaju manji reproduktivni potencijal u poredenju sa jedinkama koje su vece u metamorfozi (npr.
Semlitsch i sar., 1988). Dugoroc¢ni efekti povezani sa isuSivanjem staniSta pokazuju da isusivanje
negativno utice na duzinu tela, masu i stopu rasta metamotfa, sto dovodi do promenjene morfologije. U
nasem eksperimentu od svih ispitanih delova prednjih i zadnjih ekstremiteta, jedino su se stilopodijalni i
zeugopodijalni deo zadnjeg ekstremiteta razlikovali kod jedinki iz isuSujucih tretmana u odnosu na jedinke
odgajane u konstantno visokom nivou vode, nezavisno od duzine tela. Metamorfi iz tretmana isusivanja
su imali kradi stilopodijalni i zeugopodijalni deo zadnjeg ekstremiteta. Ovakvi rezultati su prisutni u
eksperimentima isudivanja gde su vrste imale sposobnost da ubrzaju svoje razvice kao odgovor na
isusujuce uslove (npr. Charbonnier i Vonesh, 2015; Enriquez-Urzelai i sar., 2013; Johansson i sar., 2016;
Johansson i Richter-Boix, 2013; Marquez-Garcia 1 sar., 2009; Richter-Boix i sar., 2006a). Nasi rezultati 1
podaci iz literature ukazuju da je skracivanje ekstremiteta ocekivano u uslovima isusivanja, bez obzira na
sposobnost vrste da ubrza razvice. Slican obrazac variranja ekstremiteta pod uticajem isusivanja pronaden
je kod Agalychnis moreletii Hernandez-Herrera i sar., 2019), vrste sa produzenim razvicem koja ne pokazuje
povecanu stopu rasta niti skracenje larvalnog perioda. Generalno, literatura o uticaju isusivanja na
morfologiju kod vrsta koje ne ubrzavaju razvice nije brojna. Promene u duzinama stilopodijalnog i
zeugopodijalnog dela zadnjih ekstremiteta nisu bile dovoljne da izazovu merljive posledice na skakacke
sposobnosti zutotrbog mukaca. Drugim recima, varijabilnost u duzini ekstremiteta se ne odrazava na
varijabilnost u skakackim sposobnostima, $to je u skladu sa drugim studijama (npr. Sinsch i sar., 2020;
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Székely i sar., 2020; Tejedo 1 sar., 2000; Van Buskirk 1 Saxer, 2001). Skakacke sposobnosti su direktno
povezane sa individualnim fitnesom, jer omogucavaju izbegavanje predatora (Ward-Fear i sar., 2010),
hvatanje plena (Walton, 1988) i disperziju (Phillips i sar., 2000). Istrazivanja su pokazala da razliciti faktori
poput predatora, temperature i ishrane u larvalnom periodu imaju prenosne efekte na postmetamorfne
performanse juvenilnih jedinki, ali rezultati nisu uvek dosledni medu vrstama (Tejedo 1 sar., 2010). Na
primer, punoglavci odgajani u prisustvu predatora ili na razlicitim temperaturama razvijaju duze ili krace
zadnje ekstremitete kada metamorfoziraju (Blouin i Brown, 2000; Van Buskirk i Saxer, 2001; Nicieza i
sar., 2000; Gomez Mestre i sar., 2010). Medutim, plasticnost u duzini ekstremiteta nakon metamorfoze
nije uvek povezana sa promenama u performansama kretanja kod nekih vrsta (Relyea, 2001; Van Buskirk
i Saxer, 2001; Nicieza i sar., 2006) dok kod drugih negativno uti¢e na skakacke performanse juvenilnih
jedinki (Beck 1 Congdon, 2000; Alvarez i Nicieza, 2002; Relyea i Hoverman, 2003; Gémez Mestre i sar.,
2010).

Duzina tela u metamorfozi je kljucna osobina zivotne istorije koja odrazava dugoroc¢ne efekte pri
prelasku iz larvalne u juvenilnu fazu jedinki i ima znacajan uticaj na prezivljavanje. Iako podaci iz literature
ukazuju na jasnu vezu izmedu manje duzine tela i nize stope prezivljavanja juvenilnih jedinki, slabijeg
imuniteta, smanjene otpornosti na parazite, nize tolerancije na dehidrataciju, slabijith lokomotornih
sposobnosti, veceg rizika od predacije 1 nizeg reproduktivnog uspeha (Amburgey i sar., 2012; Gervasi 1
Foufopoulos, 2008; Goater, 1994; Gordon i sar., 2016; Hernandez-Herrera i sar., 2019; Semlitsch i sar.,
1988), druge studije ukazuju na mogucnost kompenzatornog rasta tokom ranog kopnenog zivota
metamorfa. Székely i sar. (2020) su analizirali postojanje kompenzatornog rasta kod tropske vrste
Ceratophrys stolzmanni 1 potvrdili da juvenilne jedinke koje metamorfoziraju pri manjoj duzini mogu
povecati svoju stopu rasta u poredenju sa vecim jedinkama, ¢ime se tokom vremena smanjuje razlika u
duzini tela. Kompenzatorni rast potvrden je 1 u studiji sa zutotrbim mukacem, u kojoj su tretmani
isusivanja kombinovani sa gladovanjem (Prokic i sar., 2021).

5.3 Uticaj razli¢itih vodenih uslova i manipulacija kortikosteronom na
nivo kortikosterona i parametre oksidacionog stresa

Hormonska regulacija metamorfoze kod bezrepih vodozemaca u stresnim uslovima predstavlja
dinamican proces koji ukljucuje medusobnu interakciju HPT i HPI ose, koje zajedno koordiniraju
vremenski tok i fizioloske promene tokom prelaska iz larvalne u juvenilnu/adultnu fazu. Aktivacija HPI
ose dovodi do pojacanog lucenja CORT-a, glavnog glukokortikoidnog hormona kod vodozemaca. U
stresnim uslovima poput isusivanja stanista, kod vrsta koje imaju adaptivan plastican odgovor, CORT
deluje sinergisticki sa TH i ubrzava metamorfozu kako bi omogucio brzi prelazak u kopnenu sredinu pre
nego §to voda presusi (Denver, 2002, 2009; Gomez Mestre i sar., 2013; Kulkarni i sar., 2017). Proizvodnja
kortikosteroida se menja tokom razvica i verovatno odrazava funkcionalno sazrevanje HPI ose (Denver,
2002). Koncentracije CORT-a u krvnoj plazmi su najnize u fazama premetamorfoze (GS 26-30), rastu u
fazama prometamorfoze (GS 31-41) i dostizu svoj vrhunac u metamorfnom klimaksu (GS 42) (Krug i
sar., 1983; Kikuyama i sar., 1986; Niinuma i sar., 1989).

Rezultati naseg eksperimenta su pokazali da isusujuci vodeni uslovi nisu doveli do promena u
bazalnim nivoima CORT-a iako su jedinke izlozene stresnim uslovima u GS 35 kada se ocekuje da je
njthov neuroendokrini sistem dovoljno razvijen za pokretanje adaptivnog odgovora. Nije bilo izvodljivo
izmeriti nivoe CORT-a za H tretman a samim tim ni direktno uporediti nivoe CORT-a izmedu L 1 H
tretmana u metamorfoznom klimaksu, ali ostaje neosporna ¢injenica da jedinke iz ova dva tretmana imaju
istu duzinu razvica nezavisno od uslova vode u kojima su odgajani. Medutim, vazno je napomenuti da su

koncentracije CORT-a bile razli¢ite tokom prometamorfoze i metamorfoznog klimaksa, predstavljajuci
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suprotan obrazac od onog ustanovljenog kod vrsta koje takode ne mogu ubrzati razvice u isusivanju
stanista. Nepromenjen nivo CORT-a medu tretmanima unutar iste Gosnerove faze i jednaka duzina
larvalnog perioda pod uslovima isusivanja ukazuje na prisustvo modifikacije u aktivnosti HPI ose kod
zutotrbog mukaca. Nazalost, malo je literature o vrstama koje nisu u stanju da ubrzaju svoje razvice pod
isusivanjem (Goldberg 1 sar., 2022; Gordon 1 sar., 2016; Hernandez-Herrera i sar., 2019; Kulkarni i sar.,
2011, 2017; Sinsch 1 sar., 2020; Kijanovi¢ i sar., 2023), a znanje o fizioloskim mehanizmima koji leze u
osnovi ovog fenomena je oskudno. Zbog nedostatka literature i objasnjenja o mehanizmima odgovornim
za nemogucnost ubrzanja razvi¢a pod uslovima isusivanja kod drugih vrsta, uporedili smo nase rezultate
iz ove studije sa proucavanim mehanizmima kod Scaphiopus conchii. Kao odgovor na isusivanje stanista,
dve blisko srodne vrste S. couchii - Pelobates cultripes i Spea multiplicata ubrzavaju svoje razvice, povecavaju
standardnu metabolicku stopu i poveéavaju nivo TH 1 CORT-a. Nasuprot tome, S. couchii koji ima najkraci
larvalni period, ima i najvisi nivo TH 1 CORT-a u celom telu, kao 1 najvisu standardnu metaboli¢ku stopu,
pti ¢emu su ove osobine najmanje podlozne uticaju isusivanja stanista u poredenju sa druge dve vrste.
Opve tri srodne vrste su se adaptirale na zivot u vodama razli¢itog trajanja: P. cultripes polaze jaja u stalne
vode i ima najduzi larvalni period od tri proucavane vrste, S. couchi polaze jaja u efemerne vode i ima
najkradi larvalni period od svih poznatih vrsta zaba, dok S. multiplicata zauzima stanista izmedu stalnih i
efemernih voda i njen larvalni period je takode izmedu larvalnog perioda dve srodne vrste. Kratak larvalni
period sa gubitkom plasticnosti u ovoj osobini kod §. couchii predstavlja izvedeno i kanalisano razvojno
stanje. Divergencija normi reakcija izmedu ove tri srodne vrste je u skladu s evolucijom vremena
metamorfoze putem geneticke akomodacije, $to je bilo favorizovano selekcijom u stanistima sa razlicitim
hidroperiodima. Kod . couchii nivo CORT-a ostaje konstantan i nepromenjen tokom razvic¢a, odnosno
nema razlike u CORT-u izmedu prometamorfoze (GS 35) i metamorfoznog klimaksa (GS 42) (Kulkarni
i sar., 2017). Medutim, nasi rezultati su pokazali da se kod Zutotrbog mukaca nivo CORT-a menja i
povecava od GS 35 do GS 42, §to je generalni obrazac povecanja CORT-a tipic¢an za sve vodozemce
(Chambers i sar., 2011; Regueira i sar., 2022; Ruthsatz i sar., 2023b). Nazalost, nemamo rezultate nivoa
CORT-a za H tretman u metamorfoznom klimaksu, i iako se nivoi CORT-a kod zutotrbog mukaca
povecavaju tokom razvi¢a u drugim tretmanima, uslovi isusivanja nemaju nikakav dodatni efekat na nivoe
CORT-a. Potencijalno objasnjenje za proucavanu populaciju zutotrbog mukaca je da su se, zbog
konstantne izlozenosti stresu isusivanja tokom generacija, jedinke adaptirale na promene nivoa vode 1
tokom evolucije skracivale svoj larvalni period do fizioloskog maksimuma. Ovo se moze videti kroz
odsustvo stresnog odgovora (odnosno kroz nivoe CORT-a) 1 nemoguénost skraéivanja larvalnog perioda
pod uslovima isusivanja. U revijalnom radu Davis i Maney (2018) su pokazali kod razli¢itih grupa
ki¢menjaka da glukokortikoidni odgovor ima tendenciju smanjenja tokom vremena kod zivotinja koje su
izlozene ponovljenom stresu ili hroni¢nom stresu iz okoline. Shodno tome, nivoi CORT-a su nepouzdan
biomarker za procenu stresa pod uslovima isusivanja kod ove vrste (Davis i Maney, 2018).

U radu Buchholz i Hayes (2005) ispitana je uloga TH u odredivanju brzine metamorfoze kod
porodice Scaphiopodidae. Autori su pokazali da varijacije u osetljivosti tkiva na TH (npr. ekspresija TH
receptora 1 dejstvo dejonidaza) doprinose razlikama izmedu vrsta u vremenu metamorfoze nezavisno od
samih nivoa hormona. Studija je pokazala da su vrste sa kra¢im larvalnim periodom imale visi nivo TH u
tkivima i vecu osetljivost tkiva na TH, §to je rezultiralo brzom metamorfozom. Od tri ispitane vrste S.
conchii je imao najvece nivoe TH i najkraci larvalni period (Buchholz i Hayes, 2005). Analogno rezultatima
u ovoj studiji sa TH, moguce je da kod zutotrbog mukaca postoji varijacija u tkivnoj osetljivosti na nivoe
CORT-a $to odreduje da li ¢e se ubrzanje razvica manifestovati kao odgovor na isusujuce uslove. Ako
cilina tkiva na koje deluje CORT ne odgovaraju adekvatno na prisutni hormon, onda ni visoki nivoi
CORT-a nece proizvesti ocekivane efekte u susnim uslovima.

Treée moguce objasnjenje za nase rezultate je da nepromenjeni nivoi CORT-a u uslovima isusivanja
kod zutotrbog mukaca mogu biti posledica promena u lu¢enju hormona koji se nalaze uzvodno u HPI
osi, poput adrenokortikotropnog hormona (ACTH) i kortikotropin-oslobadaju¢eg hormona (CRH). U
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svojoj studiji, Denver (1997) je ubrizgao CRH sli¢ne proteine (engl. CRH-/ike peptides) punoglavcima Spea
hammondii 1 to je dovelo do ubrzanja metamorfoze. Nasuprot tome, ubrzanje razvica ove vrste izazvano
isusivanjem stanista oslabljeno je kada su punoglavci tretirani antagonistom CRH receptora ili pasivhom
imunizacijom antiserumom protiv. CRH. Punoglavci su pokazali povisene koncentracije CRH u
hipotalamusu kada su reagovali (morfoloski i endokrinoloski) na smanjenje nivoa vode. Osim toga,
punoglavci izlozeni isusuju¢im vodenim uslovima su ispoljili porast TH i CORT-a. Kombinovanjem ovih
rezultata sa nalazima da se ubrizgavanjem CRH moze ubrzati metamorfoza kod vise vrsta vodozemaca,
Denver je dosao do zakljucka da je CRH kljucan za adaptivne razvojne odgovore na ekoloski stres, jer
ovaj hormon reguliSe 1 HPT i HPI osu. Kod zutotrbog mukaca, zbog potencijalne modifikovane
proizvodnje CRH, nivo CORT-a mozda ne dostize odredeni prag, koji moze biti specifican za vrstu
(Davis 1 Maney, 2018), ¢ime se sprecavaju morfoloske i histoloske promene karakteristicne za
metamorfozu.

Iako merenje osnovnog nivoa CORT-a u H tretmanu nije bilo moguce, ocigledno je da je egzogeni
CORT u H+CORT tretmanu imao negativan uticaj na sve osobine zivotne istorije i morfoloske osobine.
Tretirani metamorfi pokazuju manju duzinu tela, manju masu i spotiji rast, kao 1 izmenjen oblik repa.
Dokumentovano je da egzogeni CORT moze izazvati znacajne promene u morfologiji repa punoglavaca,
ukljucujudi varijabilnost u duzini repa, razvoju repnih misica i strukturi repnog peraja (npr. Belden i sar.,
2005; Glennemeier i Denver, 2002a, 2002b) zbog smanjene regulacije hormona rasta tokom razvica kod
nekih vrsta (Denver, 2009). Tretman sa metiraponom nije smanjio nivoe CORT-a ali je delimi¢no
ponistio negativne efekte niskih vodenih uslova na osobine Zivotne istorije. Metamorfi iz niskog nivoa
vode sa metiraponom su imali srednju duzinu tela, masu 1 stopu rasta izmedu metamorfa iz H 1 LL
tretmana.

Nasi rezultati su pokazali da isusujuéi uslovi nisu doveli do povecanja bazalnog nivoa
kortikosterona. Studije su utvrdile da produzeno lucenje CORT-a moze promeniti ¢elijski metabolizam i
na kraju ostetiti biomolekule kao sto su lipidi, proteini ili DNK (Therond, 2006). Konkretno, pojacan
Celijski metabolizam ukljucuje povecan transport metabolita 1 intenziviran katabolizam, $to dovodi do
povecane proizvodnje reaktivnih kiseonickih vrsta (ROS). Prekomerna kolicina ROS-a je toksicna za
celije. Medutim, povecana aktivnost specificnih antioksidacionih enzima moze ublaziti efekat ROS-a
detoksikacijom ovih molekula, ¢ime se stabilizuju metabolicke funkcije delije. Slicno aktivnosti
antioksidacionih enzima, Celije mogu povecati proizvodnju molekula koje sluze kao hvataci slobodnih
radikala, poput redukovanog glutationa, kako bi sprecile oksidaciona oStecenja. Ovi molekuli
predstavljaju prvu liniju odbrane od reaktivnih vrsta (Masella i sar., 2005). Nasi rezultati su pokazali da
isusujuci uslovi nisu doveli do promena u antioksidacionom sistemu, aktivnosti katalaze, glutation
peroksidaze 1 koncentracije glutationa, dok su oksidaciona osteéenja, lipidna peroksidacija bila povisena
u GS 35 u H+CORT tretmanu ali ne i u GS 42, $to potvrduje efekat CORT-a na proizvodnju ROS-a i
oksidacioni status (Costantini i sar., 2011). Izlozenost egzogenom CORT-u koji je doveo do oksidacionog
ostecenja lipida u GS 35 dovodi do strukturno-funkcionalnih promena na celijskoj membrani poput
smanjenja hidrofobnosti lipidnog dvosloja, promena u afinitetu 1 interakciji proteina i lipida, remecenja
homeostaze $to dovodi do disfunkcije celijskih procesa kao $to su deljenje, endocitoza, egzocitoza,
fagocitoza, prijema i prenosa signala. LPO dovodi i do opadanja vrednosti membranskog potencijala kao
1 poveéane propustljivosti za H+ 1 druge jone (Halliwell i Gutteridge, 1999; Proki¢, 2016). Medutim, LPO
nije bio povec¢an u GS 42. Odustvo znacajnih promena u oksidacionom statusu u ovom stadijumu moze
se povezati i sa znacajem ROS-a u samom procesu metamorfoze, odnosno njihovom ulogom signalnih
molekula u procesima Celijske apoptoze i deobe. Petrovic i sar. (2021) takode nisu uocili znacajne razlike
izmedu jedinki Zutotrbog mukaca na pocetku metamorfoze. Razlike u razvojnim stadijumima su imale
najvedi uticaj na ispitivane parametre. Nepostojanje oksidacionog ostecenja lipida u GS 42 sugerise da je
postojeci antioksidacioni odgovor u populaciji zutotrbog mukaca dovoljan da neutralise negativne efekte
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slobodnih radikala izazvanih isusujuéim uslovima. Ovo navodi na zakljucak da je ispitana populacija
adaptirana na isuujuce uslove koji vladaju u stanistu.

Glavni i najvazniji rezultat ove disertacije je da smo utvrdili da analizirana populacija Zutotrbog
mukaca sa Fruske gore nije ubrzala razvice u uslovima isusivanja ni u jednom od tri sprovedena
cksperimenta. Plasticnost osobina jedinki u isusuju¢im uslovima moze biti izgubljena u relativno stabilnim
okruzenjima, posebno kada je populacija duzi vremenski period izlozena fluktuiraju¢im ali predvidljivim
niskim nivoima vode. Ovakvi uslovi u stanistu dovode do smanjene sredinske osetljivosti uz istovremeno
povecanje razvojne rigidnosti putem geneticke asimilacije. Geneticka asimilacija predstavlja specifi¢an
oblik geneticke akomodacije, evolutivhog mehanizma u kojem se novi fenotip, nastao usled mutacije ili
ekoloske perturbacije, prilagodava kroz seriju kvantitativnih genetickih promena dok ne postane
adaptivan (West-Eberhard, 2003). U slucaju geneticke asimilacije, plasticnost osobine se smanjuje do
tacke u kojoj osobina postaje konstitutivno izrazena, odnosno fiksna (Waddington, 1953) kao sto je slucaj
sa brzinom razvica zutotrbog mukaca u isusuju¢im uslovima. Kod geneticke asimilacije, nastanak nove,
kanalisane osobine ne zahteva prisustvo novih gena; umesto toga, selekcija moze podstaci evoluciju nove
osobine deluju¢i na postojecu geneticku i epigeneticku varijabilnost unutar populacije (Schlichting 1
Pigliucci, 1998; Aubret i Shine, 2009; Pfennig i Martin, 2009, 2010). Drugim rec¢ima, plasti¢cna osobina
moze postati kanalisana kroz evolutivne promene u regulaciji njene ekspresije.

S obzirom na to da je populacija zutotrbog mukaca sa Fruske gore izolovana na ovom lokalitetu,
koijt je sluzio kao refugijum nakon poslednjeg ledenog doba, pretpostavlja se da su populacije ove vrste
koja naseljava mala, vodena stanista koja povremeno isusuju, bile izlozene predvidljivim obrascima
isusivanja tokom mnogih generacija. Takvi uslovi mogli su doprineti lokalnoj adaptaciji brzine razvi¢a na
specifi¢cne hidroloske rezime, nezavisno od geografske lokacije. Iako ne postoje podaci o obrascima
razvi¢a zutotrbog mukaca u isusujuéim stanistima na drugim lokalitetima u Srbiji, isti obrazac koji je
uocen u nasim eksperimentima primecen je i kod razli¢itih populacija u Nemackoj (Kapfberger, 1984;
Boll, 2002; Sinsch i sar., 2020). Ovo ilustruje kako populacije mogu postati "specijalizovane" za svoje
specificne ekoloske nise, ¢ak i unutar iste vrste (Johansson 1 Richter-Boix, 2013). Konstantna izlozenost
niskim nivoima vode tokom generacija dovela je do kanalisanja brzine razvica bez moguénosti ubrzanja
nevezano za ontogenetski stadijum u kome se jedinke izlazu ovim stresnim uslovima. Mehanizmi
odgovorni za nepostojanje plasti¢nosti u brzini razvica kod zutotrbog mukaca jos uvek nisu potpuno
jasni. Jedna mogucnost je da se kanalisano razvice razvilo kroz modifikaciju endokrinih signalnih puteva.
Adaptacija na isusujuce uslove u stanistu moze se manifestovati kroz izostanak tipicnog stresnog
odgovora, §to se u nasim rezultatima vidi kroz neizmenjene nivoe kortikosterona i parametre
oksidacionog stresa, iako je plasticnost u drugim osobinama zivotne istorije ocuvana. Gubljenje
plasticnosti u jednim a zadrzavanje plasticnosti u drugim osobinama, podrzava koncept da plasticnost
nije "sve ili niSta" karakteristika, ve¢ moze biti modularno regulisana (Stojkovi¢ i Tuci¢, 2012).
Nepromenjeni nivoi CORT-a kod Zutotrbog mukaca u uslovima isusivanja mogu biti posledica promena
u sekreciji uzvodnih hormona HPI ose, prvenstveno ACTH i CRH. Denver (1999) je pokazao da je CRH
esencijalan za adaptivne razvojne odgovore na sredinski stres.

Iako nasa studija ne moze direktno dokazati ulogu uzvodnih hormona u regulaciji produkcije
CORT-a pri isusivanju stanista, dobijeni rezultati ukazuju na potrebu za daljim istrazivanjima mehanizama
koji stoje iza gubitka plasti¢nosti u brzini razvica kod ove vrste. Stavise, nasi nalazi naglagavaju vaznost
istovremenog pracenja vise parametara stresa, s obzirom na to da CORT nije uvek pouzdan biomarker
stresa u nekim populacijama. Dodatna istrazivanja geneticke asimilacije mogla bi obuhvatati
komparativnu analizu populacija iz razli¢itih ekoloskih nisa, poput privremenih i stalnih vodenih stanista,
kako bi se identifikovali obrasci varijabilnosti u razvi¢u. Geneticke analize usmerene na gene ukljucene u
funkcionisanje HPI ose i odgovor na stres mogle bi pruziti uvid u molekularne osnove ove pojave.
Eksperimentalno testiranje razvic¢a u razli¢itim vodenim rezimima kroz nekoliko generacija omogucilo bi
procenu naslednosti plasticnih i kanalisanih osobina, dok bi epigeneticke analize mogle otkriti
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potencijalne mehanizme geneticke asimilacije. Pored toga, histoloske analize Stitne 1 adrenalnih Zlezda
bile bi korisne za procenu endokrinih modifikacija koje prate ovu evolutivhu promenu. Razumevanje
ovog procesa kod vrsta koje ne mogu ubrzati svoje razvi¢e u susnim uslovima ne samo da bi obogatilo
evoluciono-razvojnu biologiju, ve¢ bi i pruzilo dublji uvid u nacine na koje organizmi evoluiraju kao
odgovor na specifi¢ne sredinske izazove. Pored fundamentalnog znacaja za evolucionu biologiju, ovakva
istrazivanja imaju i snazne konzervacione implikacije. Vrste koje naseljavaju privremena vodena stanista,
kao §to je zutotrbi mukaé, posebno su ranjive na promene hidroloskih rezima koje nastaju usled
klimatskih promena, ukljucujuéi ucestalije i duze periode suse. Nedostatak plasti¢nosti u brzini razvica
moze povecati rizik od lokalnih izumiranja u uslovima sve veée nepredvidivosti padavina i smanjenja
dostupnosti vodenih stanista. Stoga, razumevanje evolutivnih ogranicenja i sposobnosti prilagodavanja
ovih vrsta klju¢no je za predvidanje njihovog opstanka u buduc¢im uslovima. Ovi podaci mogu doprineti
identifikaciji populacija sa visokim konzervacionim prioritetom i oblikovanju strategija ocuvanja koje
ukljucuju ocuvanje i restauraciju postojecih vodenih stanista, kao i potencijalno upravljanje populacijama
kroz ocuvanje geneticke i fenotipske raznovrsnosti koja omogucava adaptaciju na promenljive uslove
sredine.
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6. ZAKLJUCCI

Na osnovu dobijenih rezultata iz sva tri eksperimenta, mogu se izvesti sledeéi zakljuéci:

1.

IsuSivanje staniSta ne dovodi do ispoljavanja adaptivne fenotipske plasti¢nosti u
brzini razvi¢a kod ispitane populacije Zutotrbog mukaca, $to nije u skladu sa Vilbur-
Kolinsovim modelom.

Iako niski vodeni uslovi nisu uticali na duZinu larvalnog perioda Zutotrbog
mukaca, negativno su uticali na ostale osobine Zivotne istorije. Manja duZina tela,
manja masa, stopa rasta i nizi kondicioni indeks punoglavaca u tretmanima isusivanja su
imali negativne prenosne efekte na juvenilnu fazu.

Isusivanje stanista je dovelo do varijabilnosti u morfoloskim strukturama jedinki.
Jedinke iz isuSujucih tretmana su imale krac¢i trup i rep ali je oblik repa ostao
nepromenjen. Promene u morfologiji punoglavaca su imale negativne prenosne efekte
na morfologiju juvenilnih jedinki. Jedinke iz isusujuéih tretmana su imale kraci
stilopodijalni i zeugopodijalni deo zadnjih ekstremiteta ali se to nije odrazilo na skakacke
performanse metamorfoziranih jedinki.

Ne postoji odredeni period (razvojni prozor) u razvic¢u Zutotrbog mukaca kada je
moguce ubrzanje razvica kao odgovor na isuSujuce uslove, sto ne podrzava
Travisov model dinamicke alokacije resursa. Izlaganje stresnim vodenim uslovima u tri
ontogenetske tacke je pokazalo da isusivanje stani$ta ima najnegativniji uticaj na osobine
zivotne istorije zutotrbog mukaca u ranim fazama razvica (GS 30-32; L1 tretman).
Ovakvi rezultati ukazuju na postojanje fiksne razvojne stope kod zutotrbog mukaca.
IsuSivanje stanista ne utiCe na nivo kortikosterona Zutotrbog mukaca sto ukazuje
na modifikaciju HPI ose.

Egzogeno dodat kortikosteron u visoke vodene uslove na stadijumu
prometamotfoze, nije doveo do ubrzanja razvic¢a jedinki Zutotrbog mukaca sto je
u suprotnosti sa teorijskim pretpostavkama.

IsuSivanje staniSta nije dovelo do promena u parametrima antioksidacionog
sistema niti do oksidacionog oStecenja lipida. Ovakvi rezultati navode na zakljucak
da je ispitana populacija adaptirana na isusujuce uslove koji vladaju u stanistu i da je
postojeca aktivnost ovog sistema u populaciji zutotrbog mukaca dovoljna da neutralise
negativne efekte slobodnih radikala izazvanih isusuju¢im uslovima.

Rezultati sva tri eksperimenta ukazuju da je populacija Zutotrbog mukaca sa
Fruske gore lokalno adaptirana na hidroloske uslove, i da je verovatno konstantna
izlozenost niskim nivoima vode tokom generacija dovela do kanalisanja brzine razvica
putem geneticke asimilacije.
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8. PRILOZI

PRILOG 1. Misljenje Etickog komiteta Instituta za bioloska istrazivanja ,,Sinisa Stankovi¢* za
sprovodenje eksperimenta br. 1.

HACTMTYT 3A BRUNOWKA HCTPAXUBAR!
»CHHMIIA CTAHKOBUR"

<y,
AT CHEHILA %
& CTAHKORHT %

[loTyM...,..,./ ﬁS 20/!.5.10&
SEOTPAL Byn. aecnora Crethana 69 147

Resenje broj: 04-5/19
Veza: 01-1066 (09.05.2019)

ETICKA KOMISIJA

Institut za bioloska istraZivanja "SiniSa Stankovic¢"

Eticka komisija IBISS razmotrila je zahtev o davanju misljenja za upotrebu
eksperimentalnih Zivotinja (Zutotrbi mukag) za potrebe istrazivanja vezanih za izradu doktorske
disertacije doktoranda Ane Kijanovié. [strazivanjima rukovodi dr NataSa Tomasevi¢-Kolarov,
nauéni saradnik IBISS. Istrazivanja pod naslovom: L Fenotipska plasti¢nost Zutotrbog mukaca
(Bombina variegata) u uslovima isuSivanja stanita“ realizovace se u Institutu za bioloSka
istrazivanja "SiniSa Stankovic".

Na osnovu sagledavanja prispele dokumentacije i neposrednog uvida u stanje, Eticka
komisija IBISS smatra da je eksperimentalni protokol u skladu sa propisanim eti¢kim normama i
daje pozitivno misljenje o neophodnosti upotrebe 15 muzjaka Bombina variegata i 15 zenki

Bombina variegata (adulti) u eksperimentu koji ¢e se realizovati od aprila do jula 2019. godine.

U Beogradu, 13.05.2019. Predsednik Etitke komisije

/ C '/'l(AJ(\_/‘.(’L(_\.l )7] (//A('L [L()

dr Ivana Bjelobaba
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PRILOG 2. Resenje Uprave za veterinu Ministarstva poljoprivrede, sumarstva i vodoprivrede za
sprovodenje eksperimenta br. 2.

ks UHCTATYT 34 BHOMCHUIKA HCTPAXUBAHA

{ SO LIEN CTAHKORY IR
Penyoaunka Cpouja s /C - J{ JG! i S )
MUHUCTAPCTBO ITOJOIIPUBPE/IE, i i fream. —j
INYMAPCTBA U BOJOTIPUBPE/E | I
Yupasa 3a BeTepHHy S TN I

Bpoj: 323-07-08393/2020-05/4
Jarym: 05.08.2020. roaune
beorpaan

MMUHHCTapCTBO TOJbONPUBpEIE, IIyMApCTBa M BOJOIPUBPE/E - YIIpaBa 3a BETCPHHY, HA OCHOBY
yana 34. 3akoHa 0 106po6HTH KuBOTUILA (,,CirykGenn raacuuk PC* 6poj 41/09), unana 136. 3akoHa
o ommTeM yrpasHom moctynky (,Cryx6enn rmacunk PC"  Gpoj 26/2018 u 95/18 - ayrentuuno
Tymauesse), unana 23. cras 2. 3akona o apxasHoj yupasu (,,CiyxkGeru rnacuuk PC* 6poj 79/05 u
101/07, 95/2010 u 99/2014, 47/18 u 30/18 u apyrn 3akon) u Pememwa o opnamhey MHHHCTPA
OJBONPUBpENie, lIymMapcTBa M Bojomnpuspene PemyGmuke CpOuje 6p:119-01-5/14/2017-09 oxn
30.06.2017. roamue, pemapajyhm mo 3axrteBy Mucruryra 3a OGmonmomika ucTpaxusarma "CHHHMIIA
Cranxouh", yn. Bynesap Jlecuora Credana 142, Beorpan, 3a usnasame Peumcmwa o o100pery
crpoBoljersa orieia Ha KUBOTHELAMA. JIMPEKTOP YTIpase 3a Betrepury, Emnna Muakapa, lonocu:

PEHWEDE

YCBAJA CE 3axrtes Mucruryra 3a Guonomka ucrpaxuBaa "Cunuma Cranxosuh', yi.
Bynesap Jlecniora Credana 142, Beorpan u usnaje ce Pememe o o100pety cripoBohema oryena Ha
JKUBOTHIbAMA, 110]1 HA3UBOM:

"MeHOTHNCKA ILUIACTHYHOCT KHTOTpOOor mykaua (Bombina variegata) y ciaosuma
HCYIIHBAba CTAHHINTA''

Ob6pa3zioxeme

UncruryT 3a 6uonomika ucrtpaxusama "Cunnina Crankosuh', yiu. Bynesap [lecriota Credana
142, Beorpan obparuo ce oBOM MuHucTapeTBy, sana 31.07.2020. rojmHe, 3aXTEBOM 32 H3/aBarbe
Pemera 0 0106pery criposolerba orve/ia Ha KUBOTHE-AMA, MO/ Ha3uBOM: "MEHOTUIICKA MITACTHYHOCT
xutoTpdor Mykaua (Bombina variegata) y ClIOBAMA HCYIIMBAbHa CTAHMIITA'".

[ojHocH Al TIpHjaBe j¢ MMHHCTApCTBY, Y3 3aXTeB, JOCTABHO M JOKYMCHTALH]y NPOIHCAHY
3akoHoM 0 106po6uTH KHBOTHEbA (,,CoryxGern rnacauk PC* 6poj 41/09) u lIpaBuiHAKOM 0 yCI0BUMA
3a YIIMC y perucTap 3a orjiejie Ha XXUBOTHE-AMA M CAZIPXKUHK 1 HaYMHy Bohera Tor Perucrpa, nporpamy
o0yke 0 JOGPOOHTH OIJIEIHAX JKUBOTHE:A, 0Opacily 3XaTeBa 3a ojlo0perbe crpoBoliersa oresa Ha
JKUBOTHH-AMA, HAUMHY HETe, IOCTYIarba | JIULIaBamky KUBOTA OrJIEIHNUX JKUBOTHIbA, KAO U CA[IPIKUHU U
HaunHy Boljera €BHJICHIM]jE O Ap)Karby, PENPOIYKIHjH, TIPOMETY, OJHOCHO CHpoBOherY Orieia Ha
xusotumama ("Ciyx6enn rmacuuk PC", 6p. 39/10) 1 To: 110J[aTKe 0 HA3MBY U CE/IMIITH TIPAOHBO JIHIA,
HOIYH-EH 3aXTeB 3a H3JaBame Pelnerna 0 000permby CIpoBohera orela Ha KUBOTHIAMA, CTPYIHO
MULUBeRe ETnuke KoMHCH]e 0 cripoBolerby IpeMeTHOT oriesia, Pemerse o ynucy y Perncrap 3a ornene
Ha )KUBOTHIHAMA.
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PRILOG 2. Nastavak.

ITopen Tora, nojHocual 3axTeBa je mojHeo 1 J[03Boiy 3a HCTPaKUBAKLE CTPOIo 3aTHHEHHX 1
3aLITHYCHUX [IMBJbUX BPCTA Y HAYYHOMCTPaKMBAUKE CBPXeE, M3/1aTy 0/ CTpaHe MUHMCTApCTBA 3alTHTE
KHBOTHE cpeaune, 6p. 353-01-2876/2019-04, o mana 14.02.2020. roaune.

[Tpunukom pemapama 110 3aXTeBY, YBUIOM Y IIPHIIOKEHY TOKyMeHTauujy, yTpheHo je ma cy
CTCKJIM YCIIOBH 3a JOHOIIEH:E PElICHha, Ka0 y JAUCIIO3UTUBY, CXOHO ojpedama wiana 136. 3akoHa o
onurem ynpasHoM mocTynky (,.CmyxOGenn rnacaux PC"  6poj 26/2018 u 95/18 - ayreHnTHuHO
TyMauerne).

y{lYTCTBO O INMPaAaBHOM CpPE/ICTBY:

OBo pemiemne je KOHAUHO y YHPABHOM MOCTYTIKY. [IpOTHB OBOT pelemna ce MOXKe MOKPEHYTH
YIPaBHU CHOP, NoaHoLEkeM Ty:x0e YrpasHoM cyiy CpOuje. y poxy ox 30 naua ox jaHa npujema

pelemna.
B JIMPEKTQP
[ A2kt *’{'4/
Emuna Munakapa
HocraBurn:
(17 WHetutyT 3a 6MOJ0LIKA uctpaxuBara "Cunuma Crankosuh", bynepap [lecnora Credana 142, 11060
beorpan

2. Pen. BerepuHapcka uHcnekuuja, Benucnasa Bynosuha 1A/4, 11000 Beorpan
3. Esugenuuja
4. Apxupa
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PRILOG 3. Resenje Uprave za veterinu Ministarstva poljoprivrede, Sumarstva i vodoprivrede za
sprovodenje eksperimenta br. 3.

T3 MHCTUTYT 3A BYONOIIA HOTP A
SCHHEERE A O 3%

Penyoaunka Cp6uja f -Z.?.é, Lol .
MUHUCTAPCTBO IIOJbOIIPUBPEJIE, ! fr ) =
IIYMAPCTBA ¥ BOJIOIIPUBPE/IE R,
Yupasa 3a Berepuny [ 03
Bpoj: 323-07-03971/2021-05
Hdartym: 19.04.2021. ronqune
bBeorpanpn

3pe,

MuHHCTapCTBO M0JKONPHBPEIE, IIyMAPCTBA U BOXOTIPUBPE/E - YIIpaBa 3a BETEPUHY, HA OCHOBY
unana 34. 3akona o no6pobuty KkuBoTHIBA (,,Ci1yxbenn riacuuk PC* 6poj 41/09), unana 136. 3akona
0 ommreM ynpasHOM noctynky (,,CiyxGenn rmacuux PC"  6poj 26/2018 u 95/18 - ayrentHuso
TyMauere), wiana 23. craB 2. 3akoHa 0 APKABHO] ynpasu (»-Cmyx6enu rmacuux PC“ 6poj 79/05 n
101/07, 95/2010 u 99/2014, 47/18 w 30/18 u npyru 3akon) u Pemema o opjaithermy MHUHHCTpa
HOJEONpUBpENe, IIymMapcTBa M Bojompuspene Pemybmuke Cpbuje 6p: 119-01-4/11/2020-09 ox
28.10.2020. rommme, pemasajyhu mo 3axreBy MucTHTyTa 3a GHONOMIKA ucTpakuBamwa "CHHHIIA
Cranxosuh", yin. Bynesap Jlecnora Credana 142, Beorpan, 3a msgasame Pemema o oz00pemy
crpoBolerba oriie/ia Ha KHBOTH-AMA. AUPEKTOP YTIpaBe 3a BerepuHy, EMuna Mnunakapa, nonocu:

PEINIEBE

YCBAJA CE 3axre Mucruryra 3a Guonomka wcTpakusama "CHHHIIA Cranxosuh", yi.
Bynesap Jlecnora Credana 142, Beorpan u m3maje ce Pememe o on00pemy crpoBoljersa oryeja Ha
JKUBOTHIbAMA, 10T HA3HBOM:

"HenuruBame QenorHincke mIACTHYHOCTH KyToTpGor Mmykaga (Bombina variegata,
Bombinatoridae, Anura, Amphibia) w3a3Banor HCYHNIMBAEM  BOJAEHOr CTAHHINTA: YTHIAj
KOPTHKOCTEPOHA H H:EroBOr HHXHOHTOpPA MeTupanona'',

Ob6paszunoxeme

Hucrutyr 3a Gronomka ucrpakusara "Cunnma Crankosuh", yir. Bynesap Jlecriora Credana
142, beorpax o6patHo ce oBOM MHHHCTApCTBY, JaHa 15.04.2021. roamuHe, 3aXTeBOM 3a W3jaBame
Pemersa 0 ox06pemy cuposoliersa oriesia Ha KUBOTHIbAMA, [10/] HA3HBOM: "VICTHTHBAE (enoruncke
TIACTUYHOCTH JKyTOTpOOr Mykaua (Bombina variegata, Bombinatoridae, Anura, Amphibia) usassanor
HCYLIHBALEM BOJICHOT CTAHHINTA: YTHIA] KOPTHKOCTEPOHA H HeroBOI HHXMOHTOpPa MeTHparioHa",

[lonuocunan npujase je MunnCTapcTBy, y3 3aXTeB, J0CTABHO W JIOKYMEHTAIM]y HPOIHCAHY
3akoHoM 0 106pobuTH KuBOTUILA (,,CityKOenn riacHuk PC 6poj 41/09) u TIpaBuinHUKOM O yCIOBHMA
34 YIAC y peructap 3a orje/ie Ha JKUBOTHIbAMA U CA/IP)XMHH U HaunHy Bohera Tor Peructpa, mporpamy
obyke 0 noOpobHTH OrJIe/HEX KUBOTHIA, OGpacIy 3xaTeBa 3a onobpeme cnposolera oriena Ha
KUBOTHI>aMa, HA9HHY HETe, IOCTyamka 1 JIMIIABAIbY KUBOTA OIVICJAHHX XHBOTHILA, KAO H CAJPIKHHH 1
HAuMHY BoDema eBU/IEHIMje O ApXKamby, PENPOAYKIHMjH, IPOMETY, OAHOCHO crpoBohemwy oriena Ha
xuBoTHbama ("Ciyxbenn riacuux PC", 6p. 39/10) u To: nojaTke 0 HA3HBY 1 CEMIITH IIPABHOT JIMIIA,
TOTYHCH 3aXTCB 3a M3/aBambe Pemera 0 0106permy crpoBoljema oriefa Ha KUBOTHH-AMA, CTPYUHO
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PRILOG 3. Nastavak.

mumbere Etuuke xomucuje o cnposohemy npeamernor orsmena, 6p. 01-35, ox mama 05.04.2021.
rozuse, Pememe o ynucy y Perucrap 3a ornezie Ha )KHBOTHEAMA.

Ilpuinkom pemasara 110 3aXTeBy, YBHIOM y NPUIOXKEHY JOKYMEHTALH]Y, yTBpheHo je na cy
CTEKIIH yCJIOBH 32 JIOHOLICHE Pelera, Kao y JAMCIO3HTHBY, CXOHO ojpenbaMa wiana 136. 3akona o
ommreM ynpasHom moctynky (,,Ciayxbenn rnacmuk PC" 6poj 26/2018 u 95/18 - ayrenTHumo
TyMayeme).

YH!TCTBO 0 IIPABHOM Cpe/ICTBY:

Ogo pemmerse je KOHAYHO y ynpaBHOM MOCTYIKY. [IpoTHB OBOT pemmersa ce Moske HOKPEHYTH
YIIPaBHU CHOp, HOAHOWICHEeM TYxOe YnpasHoM cyay Cpbwuje, y poky ox 30 mama ox jana npujeMa

perema.
B.A. JUPEKTOP
A2 B2 Crpslhrs
Emuna Munakapa
OCTABMTH: =~ 2
Wucrutyr 3a Ouonowka nctpaxupawa "Cunnwa Crankosuh, Bynesap Jlecniora Credana 142, 11060
) yT Tp
beorpan

2. Pen. Berepunapcka uncnekimja, Benncnasa Bynosuha 1A/4, 11000 Beorpan
3. Esunenuuja
4. Apxupa
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o6pasay usjase o aymopcmay

H3jaBa 0 ayTOopCcTBY

Wme 1 npe3umMe ayTopa Amna Panmuiosuh

bpoj nngexkca_ b3008/2018

H3jaB/byjem

Jla je JOKTOpPCKa JiucepTaliyja 1mojJ, HacJ0BOM

»PEHOTHIICKA IJIACTUYHOCT KyTOTpGor Mykada (Bombina variegata) y ycnoBuMa ucymmuBama

craHuamra“

e pe3yJITaT CONCTBEHOT UCTPAKHUBAYKOT Paja;

e Jla AucepTanyjay UeJUHHU HU Y 1eJIOBMMa HUje O1Jia Ipe/JIocKeHa 3a CTULIAbe JipyTe
JIUIJIOMe TTpeMa CTY/IUjCKUM MporpaMuMa APYrux BUCOKOIIKOJICKHUX YCTaHOBA;

® Jia Cy pe3yJTaTu KOPEKTHO HABEAEHHU U

e Jla HMCAM KpILIHO/Jia ayTOpCKa paBa U KOPUCTHO/J1a UHTEJIEKTYa/IHy CBOjUHY JIPyTUX
JINLA.

IloTiuc ayTopa

Y Beorpapy,




o6pasay usjase o ucMmogeMHOCMU WMAMNAHe U eJeKMpPOoHCKe gep3uje 0okmopckoz pada

H3jaBa 0 MICTOBETHOCTH LITAMINaHE U eJIEKTPOHCKE Bep3Hje JOKTOPCKOr
pajga

WMe v npe3uMe ayTopa __ Ana PagmunoBuh

bpoj ungekca _ b3008/2018

Ctyaujcku nporpaMm _ buonoruja

Hacsios paaa ,.PEHOTUINCKA IIACTUYHOCT )KVTOTD60F MyKada

(Bombina variegata) v yciioBuMa UCYIIMBAKHa CTAHUIINTA

MenTopu _np Harama Tomamesuh Konapos

1p Umpe Kpuzmanuh

M3jaBsbyjeM Aa je liTaMIlaHa Bep3uja MOT JOKTOPCKOT pajila UCTOBETHA eJIeKTPOHCKO] Bep3UjU
KOjy caM npejao/a paJiy noxpamwuBamwa y JIUruTaJHOM peno3uTopujymy YHUBep3UTETa y
Beorpapay.

ﬂO3BOJbaBaM Ada ce 06jaBe MOjI/I JIMYHHU ITIOoJallKM BE€3dHH 3a ILLO6I/I].{:II-be aKaJleMCKOI' Ha3MBa
AOKTOpPA HAYKaQ, Ka0 IITO Cy UMe U IIpe3rnuMe, rogrnHa U MeCTO pol')eHaa U JaTyM o,q6paHe pazaa.

OBM JIMYHHU NIOJALM MOTY Ce 00jaBUTH Ha MPEXHUM CTpaHHULlaMa JUTUTalHe OUOJINOTEKe, y
eJIEKTPOHCKOM KaTaJIory Uy nybJsiMkalnujaMa YHUBep3uTeTa y beorpagy.

IloTrniuc ayTopa

Y Beorpany,




obpasay usjase o kopuwherby

U3jaBa o kopumhemwy

OBsaamhyjeM YHUBep3UTETCKy 6uGaMOTEKY ,CBeTo3ap MapkoBuh“ ga y JlUrHTaNHU

penosutopujyMm YHuBep3utera y beorpasgy yHece MoOjy JAOKTOPCKY JUcCepTaLUjy IOJ
HaCJI0BOM:

. DEHOTHIICKA IIIACTHYHOCT KyTOTP6Or Mmykaua (Bombina variegata) v yeJioBHMA HCYHIMBAA
cTagumTa*

KOja je Moje ayTOpPCKO JeJ10.

JlucepTanujy ca CBUM NpUJI03MMa NpeJjao/1a caM y eJleKTPOHCKOM ¢opMaTy NOroJHoM 3a
TpajHO apXUBUpaHE.

Mojy JOKTOpPCKY AucepTalyjy noxpamweHy y JAUruTajHoM perno3suTopujyMy YHUBep3UTeTa y
Beorpasy u JOCTYyIIHY Yy OTBOPEHOM NPHUCTYIy MOTY Ja KOPUCTe CBU KOjH NOLUTYjy ofpenode
caZpkaHe y ofabpaHoM tuny JinneHne KpeatusHe 3ajegHunie (Creative Commons) 3a Kojy caMm
ce oJi/1y4uo/a.

1. AytopctBo (CC BY)

2. AytopcTtBo - HekoMepijaiaHo (CCBY-NC)
@AyTopCTBo - HekoMepIUjaaHo - 6e3 npepazga (CCBY-NC-ND)

4. AyTOpCTBO — HEKOMEPLHjaIHO — AeJUuTH nod uctum ycaoBuma (CCBY-NC-SA)
5. AytopcTBo - 6e3 npepaga (CCBY-ND)

6. AyTopcTBO - AesauTu noj uctuM ycaosuma (CCBY-SA)

(MosiiMo J1a 320KPYKUTE CaMo je/IHY O/ LeCT MOHYyHeHHUX JIULEHIIH.
KpaTak onuc JiMjeHLIU je cacTaBHU [le0 OBE U3jaBe).

IloTiuc ayTopa

Y Beorpagny,




1. AytopcTBo. /l0o3Bo/baBaTe YMHOXKaBake, JUCTPUOYIHMjy M jaBHO caollITaBame Jesa, U
npepajie, ako ce HaBeJle UMe ayTopa Ha HA4yMWH ojpeheH oJ] cTpaHe ayTopa WM JaBaola
JIUILEHIE, YaK U Y KoMepLujaiHe cBpxe. OBO je Hajc1060HUja O/ CBUX IUIEHIH.

2. AyTopcTBO - HeKOMepLuja/aHO. /l03Bo/baBaTe yYMHOXaBakbe, JUCTPUOYIH)Y U jaBHO
caonluTaBame Jlesla, U Ipepajie, ako ce HaBeJie MMe ayTopa Ha Ha4yuH ojapeheH ox cTpaHe
ayTopa WJH JlaBaolua juneHle. OBa Ml eHLa He [J03B0/baBa KOMepLHjaJHy yIOTpeby Aea.

3. AyTOopCcTBO - HeEKOMepuUjaJIHO - 6e3 mnpepaga. /lo3Bo/baBaTe yMHOXKaBame,
JWCTPUOYLM]jy U jaBHO caoNllITaBakme Jesia, 6e3 IpoMeHa, IpeobIrKoBamba UK ynoTpebe fesa
y CBOM /[ieJly, aKO Ce HaBeJle MMe ayTopa Ha HayWH ojpebeH o/ cTpaHe ayTopa UM JjaBaolia
squneHne. OBa iMLieHIa He [J03B0/baBa KOMepLMja/IHy YIIOTpeOy Aesa. Y 0JHOCY Ha CBe ocTaJjle
JIMLIeHLe, OBOM JIMLEHIIOM Ce OrpaHHYaBa Hajsehu 06MM npaBa kopuihemwa gena.

4. AyTOpCTBO - HEKOMepLHjaJJHO - [JeJIMTU MN0J HUCTUM ycaoBuma. /[o3BoJbaBaTe
YMHOXaBame, JUCTPUOYILIMjy U jaBHO CaollliTaBame Jesa, U Mpepajie, ako ce HaBeJe UMe
ayTopa Ha HayuH oJpebeH oJ cTpaHe ayTopa WJM JlaBaolia JIMIEHIIE U aKo ce mpepaja
JAUCTpUOyrpa 0O0J HCTOM WIA CJAMYHOM JuleHUoM. OBa JiMIeHLlA He [03BOJbaBa
KOMepLHjalHy ynoTpeoy AeJia U npepaja.

5. AytopcTtBo - 6e3 mpepaja. /lo3Bo/baBaTe YMHOXaBake, JUCTPUOYIHj)y W jaBHO
caomniITaBame Jiesa, 6e3 MpoMeHa, MPeoOJIMKOBakha UM YIIOTPeOe Jiesia y CBOM JieJly, aKo Ce
HaBeJie MMe ayTopa Ha HAaYMH oJipeheH o/ cTpaHe ayTopa WJIM JaBaolia iulieHIe. OBa vl eHLa
J103B0JbAaBa KOMePIUjaIHy YIIOTPeOy AeJa.

6. AyTOpPCTBO - Ae/INTH N0/, UCTHM yCJIOBUMA. /l03BO/baBaTe YMHOXKaBame, JUCTPUOYLIU]Y U
jaBHO caomIlTaBame Jies1a, U Ipepajie, ako ce HaBeJle MMe ayTopa Ha HayrH oZipeheH oz cTpaHe
ayTopa WJM JAaBaola JIMIeHIle U ako ce Ipepaja JUCTpUOyHpa MOJ UCTOM HJIHA CIUYHOM
suneHnoM. OBa JIMIeHLA 03B0/baBa KOMepLUjalHy yInoTpeby fAesa u npepaga. Ciudxa je
copTBEpPCKUM JIML|eHI]aMa, OJJHOCHO JIMIeHIIlaMa OTBOPEHOT KO/ia.



