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1. UvOD

Ribe su najbrojnija, a ujedno i najslabije istraZzena skupina kraljeZnjaka koja danas obitava na
Zemlji. Zbog osjetljivosti vodenih ekosustava te uslijed velikog antropogenog pritiska na njihova stanista
smatra se kako su ribe, bez obzira na svoju brojnost, najugrozenija skupina kraljeznjaka (Maitland 2000).

Akusti¢na komunikacija u Zivotinjskom carstvu detaljno se pocela istraZivati posljednjih pedeset
godina 20. st., te se takav trend nastavio i u 21. st., prvenstveno zahvaljuju¢i razvoju tehnologije i
znanosti. Zvukovi su neophodno komunikacijsko sredstvo u Zivotinjskom svijetu po$to omogucuju inter-
i intraspecijsku komunikaciju, ¢ime pospjesuju kompeticiju i daju jedinkama reproduktivnu prednost
(Miller 2004, Malavasi i sur. 2008).

Filogenetska stabla razli¢itih grupa Zivotinja (kukci, Zabe, ptice, sisavci) rekonstruirana na temelju
akusti¢nih signala podudaraju se sa stablima utemeljenim na morfoloskim i molekularnim podacima, ¢ime
se potvrduje vaznost zvukova U filogenetskim analizama (Oates i Trocco 1983, Cocroft i Ryan 1995,
McCracken i Sheldon 1997, Conner 1999). Ribe produciraju zvukove tijekom reproduktivne sezone, za
vrijeme hranjenja, ali i u drugim raznim situacijama radi medusobne komunikacije te su zvukovi vrlo
vazan dio njihova ponasanja (Fine i sur. 1977b), §to ih ¢ini savrSenim modelnim organizmima koji se
mogu koristiti u brojnim istrazivanjima i eksperimentima. Metodom “pasivne akustike” znanstvenici
identificiraju, snimaju i istraZuju ponasanje riba, ali i ostalih podvodnih organizama. Medu brojnim
vokalnim vrstama riba, glavoéi (porodica Gobiidae) su jedna od danas najistrazivanijih grupa, unutar koje
se agresivni i reproduktivni zvukovi produciraju od strane muzjaka i ponekad zenki (Torricelli i sur. 1990,
Lugli i sur. 1997, Lugli i Torricelli 1999, Malavasi i sur. 2003, Myrberg i Lugli 2006, Amorim i Neves
2007). Glavo¢i su ujedno i jedna od najbrojnijih porodica modernih kostunjaca, &iji predstavnici
naseljavaju morska, slatkovodna i bo¢ata vodena staniSta u umjerenom i tropskom pojasu (Hoese 1984,
Miller 1986).

Mediteransko podrucje naseljava otprilike 60 vrsta glavoc¢a (Thacker i Roje 2011). Navedeni
znanstvenici su temeljem molekularnih analiza ustanovili postojanje dviju grupa, od kojih jedna naseljava
isto¢ni Atlantski ocean i podrucje Mediterana, te je sestrinska drugoj grupi glavoca koja naseljava Crno i
Azovsko more te Kaspijsko i Aralsko jezero (tzv. ponto-kaspijski glavoci). Istrazivanjem varijabilnosti
gena citokroma b (Medvedev i sur. 2013) takoder je potvrdeno postojanje dvaju kladusa, koji se sastoje od
gore navedenih vrsta. lako je produkcija zvukova zabiljeZzena za otprilike 20 vrsta glavoca, podaci za
zanimljivu grupu ponto-kaspijskih glavo¢a nedostaju te su od neprocjenjive vaznosti.

Rije¢ni glavoci¢ (Neogobius fluviatilis (Pallas, 1814)) naseljava slatkovodna i bocata staniSta
ponto-kaspijskog zaljeva, gdje je jedna od najbrojnijih vrsta glavoc¢a (Miller 2004). U zadnjih dvadesetak
godina, vrsta migrira uzvodno rijekama i potocima prema sjeveru Europe, gdje je zabiljeZena daleko izvan
svojega areala, Sto potvrduje nalazak jedinki u rijeci Visli (Poljska). Podaci o akusticnim karakteristikama
rije¢nog glavoci¢a nedostaju, prvenstveno zato §to nikada do sada zvukovi za navedenu vrstu nisu
snimljeni u eksperimentalnim uvjetima.

Stoga, glavni je cilj diplomskog rada bio snimiti zvukove rije¢nog glavocic¢a u eksperimentalnim
uvjetima te istraziti njegovu filogenetsku srodnost s mediteranskim glavo¢ima koristeéi akusti¢ne podatke
i bazirajuéi se na postoje¢e molekularne analize.



CARSTVO Animalia (Zivotinje)
PODCARSTVO Eumetazoa
KOLJENO Chordata (Svitkovci)
PODKOLJENO Vertebrata (Kraljeznjaci)
MEBPUKOLJENO Gnathostomata (Celjustouste)
RAZRED Actinopterygii (Zrakoperke)
PODRAZRED Neopterygii (Novozrakoperke)
NADRED Teleostei (Prave kostunjace)
RED Perciformes (Grgecke)
PODRED Gobioidei
PORODICA Gobiidae (Glavoci)

ROD Neogobius
VRSTA Neogobius fluviatilis (Rije¢ni glavocic)

Taksonomski polozaj rijeénog glavocic¢a prilagoden prema Kottelat i Freyhof (2007).

1.1. OPCE KARAKTERISTIKE DANASNJIH RIBA

1.11. RAZRED ACTINOPTERYGII (ZRAKOPERKE)

Zrakoperke (gré. actino = zraka, ptero = krilo ili peraja), zajedno s mesoperkama (Sarcopterygii),
se u uzem smislu smatraju ribama, te se prema starijoj literaturi klasificiraju kao jedan od podrazreda
unutar kostunjaca (Osteichthyes). Zrakoperke i mesoperke su kasnije podignute na visu taksonomsku
razinu te se smatraju zasebnim razredima (Nelson 2006). Do danas je zadrZana navedena taksonomska
podjela, te se zrakoperke i mesoperke smatraju formalnim skupinama, odnosno razredima, dok se ribe,
odnosno kostunjade smatraju neformalnim skupinama. Sirom svijeta opisano je oko 27 000 vrsta
zrakoperki, Sto ih ¢ini najbrojnijim razredom kraljeznjaka na svijetu, uzimajuci u obzir da se godisnje
opise otprilike 150 do sada nepoznatih vrsta. Cjeloviti fosilizirani kosturi izumrlih zrakoperki datiraju jos$
iz razdoblja srednjeg i kasnog Devona, geoloskog perioda koji je zavrSio prije otprilike 350 milijuna
godina. Od tada, zahvaljuju¢i intenzivnoj evoluciji te adaptivnoj radijaciji, naselile su slatke i slane
ekosustave. U pocetku su zrakoperke bile male ribe (od 5 do 25 cm duZine) s jednom dorzalnom perajom
te heterocerkalnom, ra¢vastom repnom perajom. Parne peraje bile su prisutne, iako su postojale vrste koje
Su u svojim prsnim perajama imale razvijen miSi¢ni sustav. Krajem Paleozoika, zrakoperke se pocinju
morfoloski mijenjati, §to se najviSe moze uociti u razvoju sustava za pokretanje i hranjenje. Gornji i donji
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reznjevi repne peraje postaju simetricni, te se koStane perajne SipCice pocinju razvijati unutar peraja, tako
da je svaka peraja bila poduprta s nekoliko njih. Navedene promjene dovele su do vece fleksibilnosti
samih peraja, $to im je olakSalo kretanje kroz vodeni medij. Pokrovni §tit paleozojskih zrakoperki takoder
se reducirao, Sto je zajedno sa pokretnim perajama, uvelike doprinijelo ve¢oj pokretljivosti i fleksibilnosti,
ali 1 izbjegavanju predatora. Takoder, gubitkom pokrovnog Stita, zrakoperke su postale znatno lakse, $to je
vjerojatno potaknulo evolucijski razvoj plivaceg mjehura, glavnog hidrostatskog organa (Pough 2005).

Zrakoperke su vazna komponenta cjelokupne bioraznolikosti naSega svijeta. Danasnje zrakoperke
se dijele na StitonoSe (Chondrostei) koje broje oko 35 vrsta i predstavljaju neke od najranijih oblika
prvobitnih koStunja¢a te novozrakoperke (Neopterygii), moderne zrakoperke, unutar koje prave
kostunjace (Teleostei) obuhvacaju ve¢inu danasnjih ko§tunjaca, najraznolikijih oblika i veli¢ina. Razvoj i
kostunja¢ama visok stupanj specijalizacije za hranjenje i plivanje u svojemu stani$tu. Prave koStunjace u
danasnje vrijeme zauzimaju gotovo svaku slobodnu ekolosku niSu u vodenim stanistima, dok neke vrste
povremeno naseljavaju i kopnena stanista izloZzena dnevnim promjenama u vodenoj razini (Pough 2005).

1.1.2. RED PERCIFORMES (GRGECKE)

Grgecke (gré. perka = grgec, lat. forma = oblik ili forma) su najraznolikiji i najbrojniji red
zrakoperki, $to ih ujedno €ini i najbrojnijim redom kraljeznjaka na svijetu. Dominiraju u oceanima Sirom
naSega planeta, te su dominantna skupina riba u slatkovodnim ekosustavima umjerenih i tropskih pojasa
na Zemlji. Johnson i Patterson (1993) i Nelson (1994) istaknuli su kako je red grgecki monofiletskog
podrijetla jedino ako se u grupu uklju¢e recentni predstavnici redova Skarpina (Scorpaeniformes),
plosnatica (Pleuronectiformes) i Cetverozupki (Tetraodontiformes). Istaknuli su kako bi navedena tri
zadnja reda mogli predstavljati odvedenije redove u odnosu na grgecke, ali takoder Springer i Johnson
(2004) navode da je red ¢etverozupki stariji od samog reda grgecki (Nelson 2006).

Red grgecki obuhvaéa oko 20 podredova, 160 porodica, 1 539 rodova i oko 10 033 recentnih
vrsta. Osam najbrojnijih porodica (Gobiidae, Cichlidae, Serranidae, Labridae, Blenniidae, Pomacentridae,
Apogonidae i Sciaenidae) sa skoro 5 479 opisanih vrsta, sacinjava oko 55 % recentnih grgecki. Vecina
vrsta obitava u plitkim obalnim podruc¢jima i oceanskim dubinama, dok otprilike 2 040 vrsta naseljava
slatkovodna ekosustave. Grgecke se medusobno uvelike razlikuju s obzirom na veli¢inu tijela, te su
zabiljezene ujedno i najmanje vrste (Pandaka pygmaea), ali i neke od najvecih riba na svijetu (plavi
merlin (Makaira indica), iglun (Xiphias gladius), plavoperajna tuna (Thunnus thynnus)). S obzirom da su
rasprostranjene Sirom svijeta, grgecke se smatraju iznimno uspjeSnom i prilagodljivom skupinom riba,
koja naseljava najraznolikija staniSta, od koraljnih grebena u tropskom pojasu, ledenih mora u blizini
Antarkike, do slatkovodnih ekosustava u Sjevernoj i Juznoj Americi, Europi i Africi (Nelson 2006).

Razvojem ljudskoga roda, rijeke i oceani pruzali su im mnoge izvore hrane, medu kojima je
prednjacila riba. Ribolov se smatra jednim od najstarijih zanata, kojim se osiguravala hrana. Arheoloski
nalazi diljem svijeta (Skotska, Japan, dolina rijeke Nila, itd..) ukazuju kako je upravo riba predstavljala
najvazniju komponentu ljudske ishrane kroz povijest, osiguravajué¢i im visoko-proteinsku hranu. Takoder,
grgecke predstavljaju jednu od najvazniji skupina riba koja se koristi u rekreativnom i sportskom ribolovu,
ali i u sklopu akvakulture, te samim time pruza ljudima brojne koristi (Nelson 2006).



Morfoloski se grgecke razliku od ostalih skupina po svojim specificnim karakteristikama. Tijelo
im je vretenastog oblika, prilagodeno za brze i rapidne pokrete, te je pokriveno hrapavim, na kraju
nazubljenim ljuskama (ktenoidne ljuske). Prsne, ledne i podrepne peraje odlikuju se nazubljenom
SipCicom (bodljama), koja ih $titi od napada predatora, te pet mekanih rasperjanih Sip¢ica. Takoder, na
Skrznom poklopcu postoje nazupcane bodlje. Od dviju lednih, prednja peraja je s tvrdim i o$trim
Sip¢icama, a straznja s mekanim Sip¢icama, dok se masna (adipozna) peraja ne razvija niti u jednom dijelu
zivota. Trbus$ne peraje su smjestene ispod samih prsnih, dok im repna peraja ne sadrzi vise od sedamnaest
mekanih Sip¢ica. Grgecke su bezzrakovodnice (Physoclista) posto nemaju zrakovod spojen s jednjakom,
Sto ih odvaja od ostalih riba koje imaju zrakovod (Nelson 2006).

1.1.3. PORODICA GOBIIDAE (GLAVOCI)

Porodica glavoca jedna je od najbrojnijih porodica zrakoperki, $to ih ujedno ¢ini i jednom od
najbrojnijih porodica kraljeznjaka. Porodica obuhvaca oko 2000, ve¢inom morskih, vrsta rasprostranjenih
diljem svijeta, a pogotovo brojnih u tropskim obalnim podru¢jima. Glavoci su rasprostranjeni u morskim i
bocatim vodenim ekosustavima, dok ih se nekolicina moZe pronaci i u slatkovodnim staniStima. Vecina
slatkovodnih vrsta rasprostranjena je diljem Sredozemlja te Ponto-kaspijskog zaljeva. Vecéinom su to
izrazito male benti¢ke ribe (npr. Economidichthys trichonis s 25 mm jedan je od najmanjih kraljeznjaka
uopc¢e), kratkog zivotnog vijeka. Ono $to morfoloski odvaja glavoce od ostalih porodica su trbusne peraje
spojene u tzv. ,,trbusni disk®, odnosno prianjaljku pomocu koje jedinke stvaraju podtlak za odrzavanje u
stupcu vode. Disk na svojem anteriornom dijelu ima razvijenu poprecnu membranu, $to nekada moze biti
vazno svojstvo prilikom determinacije vrsta. Takoder, ledna peraja je dvodijelna te se sastoji od dvije
peraje, dok je trbusni disk (preobrazene trbusne peraje) smjesten neposredno uz baze prsnih peraja,
odnosno nalazi se torakalno u odnosu na njih. Taksonomski status porodice glavoca kao i vrsta unutar nje,
prilicno je kompliciran te u buducnosti preostaje mnogo posla u smislu njegova rjeSavanja. Rod
Neogobius podijeljen je na nekoliko grupa zbog svojega odnosa s ostalim Ponto-kaspijskim vrstama
(Proterorhinus i Mesogobius). Molekularnim analizama potvrdeno je kako neki rodovi (Padogobius,
Knipowitschia i Pomatoschistus), nisu u bliskoj srodnosti s obzirom na ostale rodove unutar porodice
glavoca (Miller 2004).

Nekoliko vrsta Ponto-kaspijskih glavoca, autohtonih za Crno more i Kaspijsko jezero, u zadnjih
dvadeset godina prosirili su svoj teritorij, odnosno areal rasprostranjenosti, ukazuju¢i na izrazito
migratorni karakter. Kod nekih vrsta (Proterorhinus semilunaris), navedeno Sirenje rezultat je aktivne
uzvodne migracije rijekama i potocima, dok je kod drugih vrsta (Neogobius fluviatilis, N. melanostomus,
N. kessleri, N. gymnotrahelus) Sirenje areala posljedica slucajne pasivne introdukcije balastnim vodama,
prilikom koje se jaja ili li¢inke prenesu brodovima izvan autohtonog areala same vrste. Jedinke N.
melanostomus i N. gymnotrahelus pronadeni su u Austriji, dok je N. kessleri pronaden uzvodno u gornjem
toku rijeke Dunav, u Njemackoj. lako je naveden primjer slu¢ajne invazije prisutan ve¢ stolje¢ima, utjecaj
Ponto-kaspijskih glavoca pojacao se u zadnjih dvadeset godina, §to moze potvrditi ¢injenicu kako je
antropogeni utjecaj (brane, hidroakumulacije, oneciS¢enje rijeka, kanalizacija) izrazito zasluzan za to
(Miller 2003, 2004). Ponto-kaspijski glavoc¢i Neogobius melanostomus i Proterorhinus semilunaris
dospjeli su ¢ak do Velikih jezera u Americi balastnim vodama te tamo Stete sveukupnoj bioraznolikosti
(Thacker i Roje 2011).



Osnovno determinacijsko svojstvo za razlikovanje rodova i vrsta glavoca je raspored i smjestaj
kanala, pora i senzornih papila bo¢ne pruge na glavi, koji pruzaju vazne i korisne informacije. Navedena
svojstva mogu biti uocena prilikom mikroskopske disekcije glave, uz koriStenje kosog prigusenog
osvjetljenja. Ponekad, kanali i papile mogu biti prekriveni sluzi, stoga neki znanstvenici koriste kromatske
boje, zeljezove spojeve, ili kalijev permanganat radi boljega zapazanja, §to na kraju dovodi do propadanja
tkivnog materijala. Neovisno o kojoj metodi se radilo, identifikacija vrsta glavoca i dalje ostaje teska, ¢ak i
ponajboljim struénjacima (Sanzo 1911, Miller u Whitehead i sur. 1986).

1.14. ROD NEOGOBIUS

1.1.4.1. Srodstveni odnosi s mediteranskim glavo¢ima

Rije¢ni glavoci¢ (Neogobius fluviatilis (Pallas, 1814)) (Slika 1) pripada grupi tzv. “popre¢nih”
glavoca, s obzirom na raspored infraorbitalnih glavenih kanala i senzornih papilla, koji su karakteristi¢no
poredani kod ove grupe glavoca. Navedena grupa obuhvaca vrste iz pojedinih rodova, kao npr.
mediteranski eurihalinski rod Zosterisessor, iskljucivo slatkovodni rod Padogobius ¢ije su vrste
rasprostranjene u Mediteranu, te dvije Ponto-kaspijske grupe Mesogobius, Neogobius, Proterorhinus,
Chasar i tzv. "glavoce-punoglavce” (Miller 2004).

Miller (1986) napominje kako, s obzirom na polozaj slobodnih neuromastnih organa (senzornih
papilla) na glavi, ali i broj kraljeZaka, Ponto-kaspijski glavoci (Neogobius) dijele odredene sli¢nosti sa
Atlantsko-mediteranskim rodom Gobius. Navedeni rodovi zajedno s rodom Zosterisessor dijele jednak
raspored infraorbitalnih papilla na glavi, dok su rod Neogobius i Padogobius, sinapomorfni s obzirom na
veliki broj kraljezaka (32-36) u odnosu na druge vrste, koje obi¢no posjeduju 28 kraljezaka (Simonovi¢ i
sur. 1996). Takoder, zanimljivo je napomenuti te je od vaznog evolucijskog interesa, ¢injenica kako rod
Zosterisessor (predstavljen samo s jednom vrstom, Z.ophiocephalus) posjeduje pliva¢i mjehur tijekom
cijeloga zivota, dok vrste iz rodova Neogobius, Padogobius, Proterorhinus i Mesogobius ne posjeduju
pliva¢i mjehur niti u jednom stadiju Zivota (Miller 2004).

1.15. NEOGOBIUS FLUVIATILIS (RIJECNI GLAVOCIC)

Rije¢ni glavoci¢ je izrazito eurihalina vrsta, autohtona za rijeke i estuarije Crnog i Azovskog mora

te Kaspijsko jezero (Slika 1) Posljednjih dvadeset godina, vrsta migrira uzvodno, te je zabiljeZzena u
Zapadnom Bugu, pritoku rijeke Visle u Poljskoj, ali je brojna i u ve¢im pritocima Dunava (Tisa u
Madarskoj, Sava u Hrvatskoj). Smatra se da je upravo tamo rijecni glavoCi¢ postao brojan zahvaljujuéi
antropogenim promjenama i zahvatima na vodotocima, ali i svojem invazivnom karakteru. Nastanjuje
slatkovodne ekosustave, kao npr. u Madarskoj gdje je migrirao uzvodno, ali i polihaline ekosustave u
sjevernom dijelu Crnog mora, gdje je zasi¢enost kisika izmedu 50-60 %. Jedinke ove vrste nadene su ¢ak i
u hipersalinim stanistima, gdje je zasi¢enost prelazila preko 40 PSU. Podruéje danasnje rasprostranjenosti
ove vrste prikazana je na Slici 2. Vrsta preferira staniSta sa pjesanim supstratom, pogotovo u mladim
zivotnim stadijima, kada se jedinke mogu zakopati u sediment. Rijecni glavoci¢ je veci dio Zivota
karnivorna vrsta, te mu najveéi dio prehrane ¢ine upravo mekusci, iako s promjenom geografske Sirine,
odnosno stanista i ontogenetski tijekom Zzivota, moze se javiti odreden stupanj omnivornosti, te se tada
pocinje hraniti raznim beskraljeZnjacima. Za razliku od ostalih vrsta iz roda Neogobius, rije¢ni glavocic¢ je
izrazito svijetlog obojenja, te se ponekad jedinke doimaju prozirnima, s teSko uoéljivim ljuskama.
Prevladavajuca boja je sivkasto-smeda s bijelim uzorcima, te crno-smedim nepravilnim tockama iznad
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bocne pruge. Priblizavanjem reproduktivne sezone, dolazi do izrazenog spolnog dvoli¢ja, kada muzjaci
postaju kompletno tamnog obojenja, vitkijeg tijela, te sami vrhovi dorzalne i kaudalne peraje poprimaju
zuckasto-naran¢asto obojenje. Reproduktivna sezona zapocinje krajem travnja, kada se temperatura vode,
kao glavni ekoloSki faktor poikilotermnih Zivotinja, dosegne vrijednosti iznad 13 °C. Vrhunac
reproduktivne sezone nastupa polovicom svibnja, kada je temperatura vode izmedu 18 i 19 °C. Sezona

zavr$ava krajem lipnja, a samo u nekim dijelovima, ovisno o sezoni i temeperaturi vode, moze se produziti
do srpnja (Miller 2004).

Slika 1. Rije¢ni glavoci¢ (Neogobius fluviatilis) u svom prirodnom okruzenju. Preuzeto s Photo Gallery Wildlife
Pictures (http://www.hlasek.com/neogobius_fluviatilislen.html)
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1.1.6. GEOLOSKA POVIJEST SREDOZEMNOG MORA

Uzimajuéi u obzir navedene sli¢nosti, Penzo (1998) je na temelju 12S i 16S mitohondrijskih gena
rekonstruirao filogenetsko stablo te pokusSao razrijeSiti srodstvene odnose izmedu pojedinih vrsta.
Dobiveni rezultati svrstali su vrstu Padogobius bonelli kao sestrinsku grupi koja je obuhvacala vrste P.
nigricans i Gobius paganellus, dok su ostale mediteranske vrste iz roda Zosterisessor i Gobius bile
smjestene kao sestrinske cijeloj navedenoj skupini. Diferencijacija i specijacija vjerojatno je u proslosti
bila uzrokovana postepenim odvajanjem Tethys od Paratethys oceana, ¢ime je doslo, prije otprilike 15
milijuna godina (sredina Miocena) do formiranja Sredozemnog bazena. Prije 6 milijuna godina dolazi do
intenzivnih oledbi u antarktiCkom podru¢ju zbog Cega pada globalna morska razina u prostoru
Sredozemlja ¢ime dolazi do intenzivnog opli¢avanja i zapocinje tzv. “Mesinska kriza saliniteta” (MSC).
Prije oko 5.5 milijuna godina, Paratethys se raspao na niz manjih bazen, dok je istovremeno zapocelo
ispunjavanje Sredozemnog prostora morem iz Atlanskog oceana. Bazeni nastali raspadom Paratethysa
najve¢im dijelom su se isusili, ili su od njih pak zaostala zaslanjena jezera, kao $to je Kaspijsko jezero
(more) (Buckovi¢ 2006). Smatra se kako je upravo na prijelazu iz Miocena u Pliocen, za vrijeme
Mesinske krize, doslo do rapidne evolucije te adaptivnog Sirenja glavoca koji su naseljavali Mediteransko
podrucje (Miller 2003).

1.2.UVOD U BIOAKUSTIKU

Akusti¢ni signali prenose klju¢ne informacije 0 jedinki koja ih producira, ukazujuci na njen spol,
identitet, fizicko stanje, ali i spremnost na reprodukciju (Bradbury i Vehrencamp 1998). Sistem
prepoznavanja partnera u zivotinjskom carstvu ima izrazito vaznu ulogu kao dio cjelokupnog ponasanja
Zivotinja, poSto promjene u karakteristikama signala, ali i odgovora na njih, moze dovesti do
reproduktivne barijere, i na kraju izolacije medu pojedinim populacijama, te stoga ima veliki utjecaj na
proces nastanka novih vrsta (Dobzhansky 1951, Coyne i Orr 1989, 1997). Stupanj sli¢nosti akusti¢nih
signala medu grupom bliskih, odnosno srodnih vrsta, moze posluziti u utvrdivanju filogenetskih odnosa,
kao $to je to ve¢ ucinjeno sa vodozemcima, kukcima, pticama i sisavcima (Robillard i sur. 2006, Tavares i
sur. 2006, Cap i sur. 2008, Gingras i sur. 2013). Biolozi su tijekom stolje¢a postali izrazito skepti¢ni kada
je u pitanju upotreba etologije, odnosno ponasanja, prilikom rekonstrukcije filogenetskih odnosa,
prvenstveno zbog velike plasti¢nosti, ali i visokog stupnja homoplazije (De Queiroz i Wimberger 1993).
Tinbergen (1959) je dokazao kako su upravo etoloSka  svojstva jednako relevantna prilikom
rekonstrukcije filogenetskin odnosa kao i drugi biljezi (geni, morfoloska svojstva, itd..). Veéina
istrazivanja, koja su ukljucivala etoloske podatke u rjeSavanju sistematskih odnosa, i dalje ostaju vezana
uz kukce, za koje se informacije o akusti¢nim svojstvima dodaju morfoloskim istrazivanjima (Proctor
1992, Wenzel 1992, Desutter-Grandcolas 1997, Crespi i sur. 1998, Carpenter 1999). Filogenetska
relevantnost (vokalnog) ponasanja intenzivnije se istrazivala medu pojedinim grupama kraljeZnjaka,
prvenstveno ribama (McLennan i sur. 1988, McLennan 1994). Hipoteza zamjene svojstva nalaze kako
prirodna selekcija djeluje na producenta signala, primatelja ili obojicu kako bi uklonila moguce pogreske u
identifikaciji signala emitiranih od iste vrste (Dobzhansky 1951, Butlin 1987, 1989).

Ribe su najraznolikija skupina kraljeznjaka. Takoder, ribe su razvile najbrojnije i najraznolikije
mehanizme za produkciju zvukova usporedujuci sve ostale kraljeznjake (Myrberg i Lugli 2006). Posto ne
posjeduju kompleksne slusne aparate za primanje akusticnih signala, ribe mogu producirate samo
relativno jednostavne zvukove, za razliku od ostalih tetrapoda (Rice i Bass 2009). Medu recentnim
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vrstama kostunjaca, prepoznata su dva osnovna mehanizama pomocu kojih dolazi do produkcije zvukova.
NajraSireniji mehanizam zasniva se na produkciji zvukova pomocu pliva¢eg mjehura. Kontrakcijom i
relaksacijom miSi¢a pliva¢eg mjehura, kao jednih od ,,najbrzih“ misic¢a kraljeZnjaka, dolazi do stvaranja
akusti¢nih signala (Kastberger 1981, Fine i sur. 2001, Connaughton 2004, Rice i Bass 2009, Millot i sur.
2011, Parmentier i sur. 2011a). Ostali mehanizmi ukljucuju struganje kosti jednu uz drugu (Tavolga
1971), vibraciju kosti (Barber i Mowbray 1956, Ladich 1989, Fine i sur. 1997, Parmentier i sur. 2010a),
sudaranje zuba (Parmentier i sur. 2007) te vibraciju tetiva (Kratochvil 1985). Produkcija zvukova kod
kostunjaca detaljno se istrazuje zadnjih dvadesetak godina, te su zvukovi zabiljezeni za otprilike 800 vrsta
iz 109 porodica (Kasumyan 2008). S obzirom na tako veliki broj istrazivanih vrsta, filogeneticke analize
na temelju akusti¢nih signala i dalje nedostaju ili su pak u ranom stadiju uzimajuéi u obzir postojetu
literaturu. Takoder, kod koStunjaca kao i kod vodozemaca, akusti¢ni signali iznimno su vazni i kKorisni za
rekonstrukciju filogenetskih odnosa, upravo zbog svoje instinktivne naravi i stereotipi¢ne strukture, ali i
doprinosa samoj reprodukciji, tijekom koje oni sluze kao osnovno Sredstvo privlacenja ili odbijanja
partnera (Malavasi i sur. 2008).

Istrazivanja akusti¢nih signala kao i rekonstrukcija filogenetickih odnosa do sada su provedena za
tri porodice zrakoperki (Pomacentridae, Batrachoididae i Gobiidae) (Malavasi i sur. 2008, Parmentier i
sur. 2009, Rice i Bass 2009). Glavoci (Perciformes; Gobiidae) kao jedna od najbrojnija porodica recentnih
zrakoperki, najistrazivanija su grupa vokalnih riba, unutar koje je produkcija zvukova zabiljeZena za
otprilike 20 vrsta iz 10 porodica (Bass i Mckibben 2003, Polgar i sur. 2011). Glavoci prikazuju
spektakularnu morfolosku, ekolosku te etolosku raznolikost (Patzner i sur. 2011), stoga se intenzivno
koriste kao modeli u raznim komparativnim istrazivanjima koja za cilj imaju rjeSavanje i razumijevanje
brojnih evolucijskih procesa (Nakatsuji i sur. 1997, Sayer 2005, Gracey 2008, Ruber i Agorreta 2011).
Muzjaci produciraju zvukove tijekom reproduktivnih i agresivnih interakcija, te se mogu podijeliti, uz
nekoliko iznimki, u tri kategorije (Slika 3.):

(1.) pulsatilni zvukovi; niz pulseva ponovljenih tijekom duzeg vremenskog perioda sporijim tempom s
visom frekvencijom,

(2.) tonalni zvukovi; brza stopa ponavljanja pulseva, prilikom ¢ega nastaje kratki zvuk koji formira
sinusoidalni val,

(3.) kompleksni zvukovi; nastaju kombinacijom ranije spomenutih tipova zvuka (Lugli i sur. 1997,
Parmentier i sur. 2013).

Agorreta i sur. (2013) po prvi puta pokusali su razrijesiti filogenetske odnose izmedu vrsta unutar
podreda Gobioidei. Filogenetska analiza temeljila se na istrazivanju molekularnih markera (dvije
mitohondrijske i tri nuklearne sekvence gena) za 222 vrste. Unutar podreda Gobioidei, za Europui su
autohtone otp. 150 vrste unutar 36 rodova. Tijekom istrazivanja, Agorreta se oslanjala na podatke iz 2009
(Thacker 2009) gdje se, na temelju molekularnih analiza nuklearne DNA, glavoéi dijele na dvije
potporodice ,,Gobiine* i ,,Gobioneline*. Rezultati Agorretinog istraZivanja potvrdili su postojanje tih dviju
grupa. Takoder, rezultati filogenetskog istrazivanja potvrdili su monofiletsko podrijetlo grupe koja se
sastoji od sljede¢ih porodica Odontobutidae, Eleotrididae, Butidae, i Gobiidae. Njihova srodnost bila
maksimalno poduprta ML (Maximum Likelihood) i Bl (Bayesian Inference) metodama, standardnim
metodama za razluCivanje i istrazivanje filogenetskih odnosa na temelju molekularnih markera. Treba
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napomenuti kako je upravo porodica Gobiidae (glavoéi) najbrojnija unutar podreda Gobioidei,
obuhvacajuéi skoro 1800 recentnih vrsta.

Dostupnost zivotinjskih materijala (molekularni marker) omogucilo je opseZno istraZivanje
filogenetskih odnosa koje je ukljucilo 28 od 36 autohtonih rodova europskih glavoca. Rezultati su
pokazali kako su svi rodovi svrstani u tri odvojene grupe: Pomatoschistus-, Aphia- i Gobius-.
Pomatoschistus- grupa spada u “Gobionelline” glavoce, dok su zadnje dvije (Aphia- i Gobius-) dio
“Gobiine” glavoca. Pomatoschistus- grupa obuhvata rodove iz skupine “glavoda pijeska”
(Economidichthys, Gobiusculus, Knipowitschia, Pomatoschistus), ali i druge atlantsko-mediteranske
rodove glavoca (Buenia, Deltentosteus, Lebetus, Speleogobius) koji su i ranije, na temelju morfoloskih te
izozimskih analiza, ukazali na srodnost s navedenom grupom (Agorreta i sur. 2013). Vrste iz
Pomatoschistus- grupe produciraju samo pulsatilne zvukove (Malavasi i sur. 2008, Polgar i sur. 2011,
Amorim i sur. 2013). Veéina europskih glavoca (17 od 28 uklju¢enih rodova) bilo je smjeSteno unutar
Gobius- grupe. Vrste unutar navedene grupe produciraju samo tonalne zvukove (Ladich i Kratochvil 1989,
Rollo i sur. 2007, Malavasi i sur. 2008, Sebastianutto i sur. 2008, Polgar i sur. 2011, Parmentier i sur.
2013). Nadalje, Thacker i Roje (2011) dokazali su kako svi europski glavoci (izuzev roda Pomatoschistus)
imaju monofiletsko podrijetlo, unutar kojega se mogu razlikovati tri komponente: ponto-kaspijski glavoc¢i
i mediternski glavo¢i kao sestrinske grupe, te africki glavo¢i. Vazno je napomenuti da je navedena
molekularna analiza potvrdila monofiletsko podrijetlo ponto-kaspijskih glavoca, koji su se duboko usadili
unutar Gobius- grupe (Agorreta i sur. 2013), te samim time potvrdili srodnost sa atlansko-mediteranskim
glavo¢ima (Slika 4).
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Slika 3. Sonogram pulsatilog (gore) i tonalnog (dolje) zvuka produciranog od strane glavo¢a mrkulja (Gobius
paganellus). Preuzeto i prilagodeno iz Parmentier i sur. (2013).
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Slika 4. Filogenetsko stablo koje prikazuje polozaj ponto-kaspijskih glavoc¢a (oznaceno crvenom bojom) u odnosu na
mediteranske vrste iz Gobius- grupe te naglasava njihovu medusobnu srodnost na temelju molekularnih markera.
Preuzeto iz Agorreta i sur. (2013).

Uzevsi u obzir kompleksne geoloske prilike koje su vladale krajem Miocena i pocetkom Pliocena,
a imale su utjecaj na evoluciju i specijaciju glavoca (razdvajanje Tethys i Paratethys oceana, Mesinska
kriza saliniteta, naknadno punjenje isuSenog Mediteranskog bazena morem iz Atlantika) (Penzo i sur.
1998, Huyse i sur. 2004, Miller i sur. 2004, Malavasi i sur. 2008, Vanhove i sur. 2012, Malavasi i sur.
2012), jasno je kako je utvrdivanje filogenetske srodnosti od posebnog interesa, prvenstveno zbog buducih
istrazivanja akusticnih svojstva.

Kao $to je ranije navedeno, posSto je mehanizam koji precizno objasnjava produkciju zvukova i
dalje nepoznat, usvojena je teorija predlozena od strane Parmentier i sur. (2013), koji je predlozio, na
temelju elektromiografskih analiza, da se zvukovi kod glavoc¢a mrkulja (Gobius paganellus) stvaraju
kranio-pektoralnim mehanizmom, odnosno kontrakcijom i relaksacijom levator pectoralis misi¢a koji se
nalazi na posteriornom dijelu lubanje, te se veze na dorzalni dio 0s cleithrum, odnosno grlenjace (Slika 5).
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Slika 5. Prikaz kranio-pektoralnog mehanizma (A- lateralni pogleda na neurocranium, levator pectoralis miSi¢ i
prsni pojas, B-shematski prikaz mehanizma, C- dorzalni pogleda na neurocranium, levator pectoralis misi¢ i prsni
pojas) pomocu kojeg dolazi do produkcije zvukova kod glavo¢a mrkulja (G. paganellus). Preuzeto iz Parmentier i
sur. (2013).
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1.3. CILJ ISTRAZIVANJA

Unato¢ nekoliko zvukova snimljenih za mramorastog glavoca (Proterorhinus marmoratus)
(Ladich i Kratochvil 1989) i glavoéa okrugljaka (Neogobius melanostomus) (Rollo i sur. 2007) vokalni
repertoar ponto-kaspijskih vrsta i dalje ostaje nepoznat.

Stoga je osnovni cilj istrazivanja bio istraziti i opisati vokalni repertoar ponto-kaspijskog rije¢nog
glavoci¢a Neogobius fluviatilis (Pallas, 1814), te usporediti njegove akusti¢ne signale sa signalima
vokalnih mediteranskih vrsta koje prema Agorreta i sur. (2013) pripadaju neformalnoj Gobius- grupi.

Koriste¢i rezultate akusti¢nih analiza, ali i postojece literaturne podatke (Penzo i sur. 1998,
Malavasi i sur. 2008, Agorreta i sur. 2013), sekundarni cilj istraZivanja bio je procijeniti stupanj srodnosti
rijeénog glavoc¢i¢a s mediteranskim vrstama. Tijekom istraZivanja Koristili smo talijanskog glavocica
Padogobius nigricans (Canestrini, 1867) kao komparativhu vrstu iz Gobius- grupe, ¢&ije je zvukove
zabiljezio Lugli i sur. (1995), te ih klasificirao tonalnim. Posto obje navedene vrste dijele niz morfoloskih
karakteristika, za ocekivati je bilo kako ¢e i akusti¢ni signali biti slicni. Navedena sli¢nost dodatno bi
poduprijela nasu pretpostavku kako su ponto-kaspijski i mediteranski glavo¢i srodni bez obzira na
geografsku odvojenost.

Posljednji cilj istrazivanja bio je uz pomo¢ dobivenih rezultata, objasniti paleoklimatske i
paleogeoloske uvijeta za vrijeme kojih je doslo do specijacije pojedinih vrsta.

12



2. MATERIJALI | METODE

2.1. UZORKOVANJE I SMJESTAJ RIBA

Istrazivanje vokalnog repertoara rije¢nog glavocica provedeno je tijekom 2014. godine, te se s
obzirom na lokacije i obujam rada, moze podijeliti u dva dijela: terenski i eksperimentalni dio. Terenski
dio istrazivanja proveden je tijekom ozujka i travnja 2014. godine u Hrvatskoj. Glavni cilj terenskog
istrazivanje je bilo skupljanje jedinki koje bi se kasnije koristile u eksperimentalnom dijelu istrazivanja.
Sve jedinke (N=62) uhvacene su na lokaciji u blizini umjetno stvorenog Kupa-Kup¢ina kanalnog sustava
(GPS koordinate: ¢= 45 31 53.7 N, A= 15 47 18.5 E, z- 93.2 m). Rije¢ni glavoci¢ je u Hrvatskoj alohtona
(strana) vrsta, te kao takav nije autohton za srediS$nji i juzni dio Europe, ukljucujuéi Italiju. U svrhu
prikupljanja jedinki istrazivanje je provedeno uz pomo¢ agregata za elektroribolov, izlazne snage 7.5 kW.
Tijekom uzorkovanja jedinke nisu ozlijedene ili ubijene. Ovakva metoda uzorkovanja je prihvatljiva
prvenstveno zbog svoje neselektivnosti, ali i mogucnosti vracanja neozlijedenih jedinki natrag u vodu.

Eksperimentalni dio istrazivanja proveden je u Italiji u razdoblju od kraja ozujka do pocetka lipnja
2014. godine, Sto se podudara s reprodukcijskom sezonom istrazivane vrste, kada jedinke produciraju
zvukove. Nakon §to su bile uhvacene, jedinke su iz Hrvatske transportirane u laboratorij koji se nalazi u
sklopu “Ca Foscari” SveuciliSta u Veneciji , gdje su bile smjestene u odgovarajuce akvarije. Kako je
terenski dio istrazivanja proveden dva puta tijekom ozujka i travnja, svaki put kada bi jedinke dospjele u
laboratorij u Italiji bile bi razdvojene po spolu na temelju urogenitalne papile (Miller 1984). Vece jedinke
(> 10 cm) koje su se koristile u eksperimentu, bile su smjestene pojedinacno u manje staklene akvarije
kapaciteta 120 litara, dok su manje jedinke (< 10 cm) bile smjestene u vece akvarije kapaciteta 300 litara.
Posto je za glavoce karakteristi¢no teritorijalni ponasanje za vrijeme reprodukcijske sezone (muzjak ¢uva
gnijezdo ili mjesto na koje Zenka polaze jaja) u svaki akvarij postavili smo “skloniste” na¢injeno od PVC
cijevi, ili komada crijepa, prerezanih na pola.

Akvariji su bili zvuéno izolirani plasti¢cnim materijalom od okolne buke, koja je potencijalno
mogla narusiti snimanje zvukova. Svaki akvarij bio je opremljen sustavom za filtriranje vode, slojem
pjeScanog supstrata debljine 5-10 cm, te aeratorima koji su odrzavali zadovoljavajucu razinu otopljenog
kisika u vodi. Kako bi uvjeti u akvarijima Sto vise sli¢ili uvjetima u okolisu u kojemu jedinke Zive,
temperatura (raspon 19-21°C) i salinitet (0,05 PSU) su bili konstantni tijekom cijelog eksperimenta.
Jedinke su bile izolirane 5-7 dana u akvariju kako bi se aklimatizirale na nove uvijete, te kako bi se
oporavile od prozivljenog stresa. Tijekom istrazivanja jedinke su hranjene larvama trzalaca
(Chironomidae) te mediteranskim dagnjama (Mytilus galloprovincialis) ad libitum.

2.2.SNIMANJE ZVUKOVA

Eksperiment je bio proveden metodom pasivne akustike, koja se posljednjih pedeset godina koristi
u istrazivanju biologije riba, ali i u akvakulturi i marikulturi (Fish i sur. 1952, Fish i Mowbray 1970). Od
tada, takva metoda pokazala se izrazito korisnom za utvrdivanje ugrozenih staniSta, monitoring i zaStitu
staniSta vaznih za reprodukciju riba, ali i za proucavanje njihovog ponasanja (Hawkins 1986, Rountree i
sur. 2003a, 2003b). Pokusali smo snimiti zvukove tijekom agresivnih interakcije muzjaka s drugim
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muzjakom i zenke s drugom Zenkom, te tijekom interakcije muzjaka sa Zenkom, koja bi potaknula
potencijalnog partnera na udvaranje te na kraju i mrijest, prilikom ¢ega bi on producirao zvukove. Prateci
protokol (Malavasi i sur. 2008), jedinka (muzjak ili Zenka) za koju se prethodno utvrdilo da ¢e biti
koristena u eksperimentu kao ,,domacin“ (,,resident), izolirala se na nekoliko dana u manji akvarij (120
litara) kako bi uspostavila teritorijalno ponaSanje. Svaki akvarij s izoliranom jedinkom bio je opremljen
skloniStem od plastike (10 x 20 cm). Neposredno prije po¢etka snimanja zvukova, ispred ulaza u skloniste,
druga jedinka tzv. ,nametljivac” (,intruder”) bila je smjeStena u metalni kavez kako ne bi doslo do
fizickog kontakta, ali ujedno kako bi inducirala produkciju zvukova ,,domacina®. Takoder, svakoj jedinki
je prije eksperimenta kaliperom izmjerena ukupna duZina tijela. Sva svijetla u laboratoriju su ugasena 10-
15 minuta prije poCetka snimanja radi uklanjanja buke, te je temperature vode izmjerena, radi
standardizacije podataka.

Zvukovi su snimani pomo¢u hidrofona izradenog prema narudzbi (Gulton industries; osjetljivost:
-164 dB, odgovor na frekvencije = 3dB od 30 Hz do 2 kHz), koji je tijekom eksperimenta bio smjesten
ispred ulaza u skloniste, na udaljenosti od 20 cm prateci protokol (Malavasi i sur. 2008). Hidrofon je bio
spojen na pojacava¢ struje (B&K 2626), koji se nastavljao na prijenos digitalnog audio rekordera
(TASCAM LINEAR PCM RECORDER; wav 16/44,1 k mono). Zvukovi su se tijekom eksperimenta
pohranjivali na memorijsku karticu audio rekordera, nakon ¢ega se ona ubacila u osobno rac¢unalo zbog
statisticke i audio obrade zvukova. KRAUN slusalice bile su spojene na audio rekorder zbog shimanja
kvalitetnijih zvukova tijekom eksperimenta. Ukupno gledajuci, zvukovi su snimljeni za 13 jedinki, od
kojih je 8 bilo muzjaka i 5 Zzenki. Od 8 muZjaka koristenih tijekom eksperimenta, njih 4 je produciralo
zvukove tijekom agresivnih interakcija s drugim muzjakom, dok ih je 4 produciralo zvukove tijekom
reproduktivnih interakcija s gravidnom zenkom. Standardno vrijeme snimanja bilo je 30 minuta od
produkcije prvoga zvuka.

2.3. OBRADA AKUSTICNIH SIGNALA

Akusti¢ni signali analizirani su koriste¢i Avisoft-SASLab Pro softver. Signali su digitalizirani na
1500 Hz te filtrirani u rasponu od 50 do 500 Hz kako bi se uklonili okolna buka ili zvukovi antropogenog
podrijetla, koji su mogli narusiti izgled zvu¢nog vala pojedinog signala. Kako bi se §to bolje prikazala
akusti¢na svojstva pojedinog zvuka, istrazili smo te graficki prikazali spektrogram, sonogram i spektar
snage pojedinog zvuka, §to nam je omogucio sam softver (vrsta prozora: hamming; FFT: 256; okvir: 100;
Sirina vrpce: 8Hz; rezolucija: 5 Hz; preklapanje: 93,75 %).

Sljedeca akusti¢na svojstva bila su izmjerena kako bi se $to preciznije odredio tip akusti¢nih
signala te okarakterizirao sam zvuk (Malavasi i sur. 2008):
1. Trajanje zvuka izrazeno u milisekundama (DUR);
2. Broj pulseva (NP);
3. Stopa ponavljanja pulseva izrazen u hercim (PRR; dobiven dijeljenjem broja pulseva s
trajanjem zvuka);
4. Maksimalna vrijednost frekvencije (PF; o¢itavanje vrijednosti iz spektra snage);
5. Modulacija frekvencije izrazena u hercima (FM; izraunata kao razlika izmedu krajnje i
pocetne PRR vrijednosti zvuka).
Navedena akusti¢na svojstva izmjerena su i za talijanskog glavoéi¢a (Padogobius nigricans) kako
bi mogli usporediti njegove vrijednosti s vrijednostima akusti¢nih svojstva rije¢nog glavocica.
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2.4. STATISTICKA ANALIZA PODATAKA

Kako bi odredili stupanj varijabilnosti zvukova (tj. stupanj stereotipnosti), izracunali smo
koeficijent varijabilnosti (CV=(SD/X) x 1000) za navedena akusti¢no svojstva, koriste¢i netransformirane
podatke. Koeficijent varijabilnosti ukazuje na stupanj varijabilnosti zvukova (razlikuju li se zvukovi u
svojim karakteristikama ovisno o pojedinoj jedinci ili izmedu samih jedinki), uzimajuéi u obzir standardan
broj zvukova za svaku jedinku (N=10). Kako bi odredili koeficijent varijabilnosti, za sva istraZena
akusti¢na svojstva pojedinih jedinki (N=13) izra¢unata je srednja vrijednost, nakon Cega je izraCunat
koeficijent varijabilnosti zvukova unutar samih jedinki (CVw- “within”) te koeficijent varijabilnosti
izmedu jedinki (CVb- “between”). Nakon toga, CVb/CVwW omjer izracunat je u svrhu odredivanja
koeficijenta varijabilnosti, tj. stupnja stereotipnosti zvukova. Prema teoriji, zvuk je stereotipan ukoliko je
vrijednost omjera veca od 1,0. Kako bi dokazali postoje li razlike u akusti¢nim svojstvima muZzjaka i Zenki
tijekom reproduktivnih i agresivnih interakcija, primijenili smo T-test, nakon logaritamske transformacije
podataka. Takoder, kako bi istrazili ovisnost fizikalnih svojstava (veli¢ina tijela i temperatura) O
akusti¢nim karakteristikama pojedinih jedinki, primijenili smo i izracunali Pearson-ovu korelaciju pomocu
STATISTICA softvera.

Srodnost rijenog glavoci¢a s ostalim vokalnim vrstama iz rodova Gobius, Padogobius i
Zosterisessor iz tzv. Gobius- grupe, (sensu Agorreta i sur. 2013), pokusali smo odrediti koriste¢i podatke
(snimke zvukova) dobivene od Malavasi i sur. (2008). Kako bi istrazili srodnost rije¢nog glavoci¢a s
ostalim vrstama, na temelju akustiénih svojstva, primijenili smo multivarijatni pristup. Faktorijalnom
diskriminantnom funkcijskom analizom (Discriminant Function Analysis; DFA), u koju smo ubacili
logaritamski transformirane podatke za tri akusti¢na svojstva (DUR, PRR, PF) koja su se pokazala
nezavisnima, odnosno nisu korelirala medusobno, pokusali smo odrediti kako ¢e jedinke navedenih vrsta
(Padogobius bonelli; podijeljen na dvije komponente, pulsatilnu i kompleksu, (Malavasi i sur. 2008)) biti
grupirane s obzirom na strukturu zvuka (. tip zvuka koji one produciraju). Statisti¢ki znacajne razlike
izmedu vrsta izracunate su pomo¢u Mahalanobis-ove udaljenosti.
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3. REZULTATI

Rije¢ni glavocié¢ producira niz kratkih zvukova tijekom agresivnih i reproduktivnih intraspecijskih
interakcija. S obzirom na fizi¢ka svojstva, svaki zvuk tipi¢ni je periodicki, longitudinalni (uzduzni) sinusni
val koji se sastoji od brzo-ponavljajucih pulseva, kojima se moze opisati amplituda i frekvencija (Slika 6)
Spektar snage pokazuje kako je vecina energije zvuka koncentrirana u uskom rasponu od 60 do 100 Hz, sa
prosje¢nom vrijednosti oko 80 Hz (Tablica 1). Navedene karakteristike ukazuju kako se radi o tonalnom
zvuku. Svaki zvuk dio je kontinuiranog niza, u kojem intra-zvuéni period (period izmedu zavrSetka jednog
i pocéetka drugog zvuka) traje izmedu 1,3 i 1,6 sekundu. Trajanje zvukova iznosi od 127 do 226
milisekundi (ms), s prosjeénom vrijednosti od 169,3 ms. Posto se zvuk moze podijeliti na tri dijela
(pocetni, srednji i krajnji), zabiljeZzeno je kako amplituda zvuka raste tijekom prve dvije trecine, te se
tijekom zadnje trec¢ine ona smanjuje (Slika 1) Prosje¢na vrijednost modulacije frekvencije (FM) iznosi od
2 do 13 Hz, $to ukazuje na neznatno poviSenje modulacije, odnosno ranije navedeno stanje prilikom
kojega amplitude raste, pa se drasti¢no smanjuje. Broj pulseva unutar svakoga zvuka varira izmedu 8 i 16,
sa srednjom vrijednosti od 12,3 (Tablica 1). Stopa ponavljanja pulseva krec¢e se u rasponu od 69 do 81 Hz,
S prosje¢nom vrijednosti od 73,6 Hz (Tablica 1) $to se poklapa sa srednjom vrijednosti najvise frekvencije
od 77 Hz. Takvo poklapanje vrijednosti jo§ jednom ukazuje na harmonicku i tonalnu strukturu zvukova.
Talijanski glavoci¢ (Padogobius nigricans) s obzirom na akusti¢na svojstva (Lugli i sur. 1995, Malavasi i
sur. 2008) ukazuje na blisku srodnost s rijecnim glavoc¢icem (Slika 8). Provedeno istrazivanje pokazuje
kako se trajanje zvuka, frekvencija, stereotipnost i akusti¢na struktura zvuka talijanskog glavocica
preklapaju s akusti¢nim svojstvima rije¢nog glavocica

Istrazujuéi strukturna svojstva zvukova, pokazalo se kako su oni izrazito nepromjenjivi
(nevarijantni) s obzirom na etoloski kontekst (reproduktivni/agresivni), ali i na spol jedinki, potvrdujuéi
time svoju stereotipnost, posto su jedinke tijekom eksperimenta emitirale samo jedan tip zvuka. Od svih
pet istrazivanih akusti¢nih svojstva, jedino su DUR i NP (tijekom reproduktivnih interakcija) i PRR
(tijekom agresivnih interakcija) imale CVb/CVw omjer veci od 1,0 (Tablica 2) potvrdujuci time veéu inter-
individualnu raznolikost. Sterotipna struktura zvukova, zajedno s informacijama koje oni nose, klju¢na je
za prepoznavanije jedinki. Do produkcije zvukova doslo je kada su jedinke plivale kroz vodeni medij ili za
vrijeme leZanja na dnu akvarija. Neposredno prije emisije zvukova, doslo je do naglog podizanje glave uz
dorzolateralne pokrete Skrznog poklopca. MuZjaci su, tijekom reproduktivnih interakcija, znacajno
promijenili obojenost tijela, te postepeno postali tamniji ili kompletno crne boje. Zenke su, za razliku od
muzjaka, zadrzale svijetlo, ponekad polu-prozirno obojenje. Morfoloske razlike izmedu muzjaka i zenki
kao 1 njihovo obojenje tijekom ekperimenta posluzili su nam kao pouzdani indikator o kojem se tipu
interakcija radi. T-test je pokazao kako nije postojala statisticki znacCajna razlika izmedu akusti¢nih
svojstva s obzirom na kontekst ponasanja, ali i spol jedinki (T-test, P> 0,05). Takoder, nije postojala
statisti¢ki znacajna povezanost (korelacija) izmedu akusti¢nih svojstva i fizikalnih svojstva (temperature i
veli¢ina tijela) (Pearson Correlation, n= 13, P > 0,05).

Koriste¢i vrste kao grupne varijable tijekom DFA analize, sve jedinke bile su pravilno
rasporedene u odgovarajuce vrste sa 88,46 % toc¢nosti klasifikacije. Prva diskriminantna funkcija (Faktor
1), doprinosi varijanci sa 65,4 %, te je odgovorna za varijabilnost medu vrstama na temelju koje se mogu
prepoznati tri grupe: 1) Gobius paganellus, Padogobius bonelli (tonalna komponenta), Padogobius
nigricans i Neogobius fluviatilis, smjeSteni unutar pozitivnih vrijednosti osi, 2) Gobius cobitis,
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Padogobius bonelli (pulsatilna komponenta) i Gobius niger na srediSnjem dijelu dijagrama i 3)
Zosterisessor ophiocephalus, karakteriziran produkcijom pulsatilnih zvukova, smjesteni unutar negativnih
vrijednosti osi (Slika 7) Kao $to je vidljivo iz Tablice 3, prva diskriminantna funkcija, na temelju
standardnih strukturnih koeficijenata (“standard structure coefficients®) razdvojila je vrste s visokim PRR
i niskim DUR i PF vrijednostima (desna strana dijagrama; vrste koje produciraju tonalne zvukove) od
vrsta s niskim PPR i visokim DUR i PF vrijednostima (lijeva strana dijagrama; vrste koje produciraju
pulsatilne zvukove) ukazujuci kako na varijabilnost izrazito utjece PRR.

Druga diskriminantna funkcija doprinosi varijanci sa 30,1 %, podupiru¢i razdvajanje vrsta s
obzirom na tip produciranog zvuka (tonalni/pulsatilni). Takoder, i u ovom slu¢aju stopa ponavljanja
pulseva (PRR) najvaznije je akusti¢no svojstvo koje doprinosi razdvajanju vrsta. PRR, PF i DUR snazno i
negativno doprinose varijanci (Tablica 3). Rije¢ni glavo¢i¢ smjesten je u gornjem desnom kutu dijagrama,
stoga njegove zvukove mozemo Karakterizirati kao zvukove visokih PRR i niskih PF vrijednosti.
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Slika 6. Sonogram (lijevo) i spektar snage (desno) zvuka rije¢nog glavoci¢a (Neogobius fluviatilis). Donja slika

prikazuje niz od dva uzastopna zvuka u stvarnom vremenu (sekunde) ¢iji su sonogrami takoder prikazani.
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Tablica 1. Srednje vrijednosti (+ s.d.) izraGunate za ukupnu veli¢inu tijela, temperature vode, i svih pet akusti¢nih
svojstva, tijekom agresivnih i reproduktivnih interakcija jedinki.

Muzjak Zenka

Interakcija (n=8) (n=5)

Veli¢ina tijela (mm) Agresivna 132,75 + 8,3 116,2+11,8
Reproduktivna 1285+ 11,2 -

Temp (°C) Agresivna 20,25+0,4 19,8 £0,4
Reproduktivna 200=£0 -

DUR (ms) Agresivna 179,05 £29,5 163,62 +20,5
Reproduktivna 161,075 £ 385 -

NP Agresivna 12,75+ 1,3 122+1,3
Reproduktivna 12,05+2,9 -

PRR (Hz) Agresivna 72,615+ 8,8 74,4 +£2,4
Reproduktivna 74,895 £1,0 -

PF (Hz) Agresivna 77,295 £ 6,6 784 +2.4
Reproduktivna 78,875 +3.,6 -

FM Agresivna 9,4075 £2,1 11,8 +3,5
Reproduktivna 8,375 £5.,6

Tablica 2. CV vrijednosti (CVb -izmedu i CVw -unutar jedinki) i njihov omjer izraGunat za svih pet akusti¢nih
svojstva, tijekom agresivnih i reproduktivnih interakcija.

Akusti¢na svojstva CVw CVb CVb/CVw
Agr. Repr. Agr. Repr. Agr. Repr.
DUR (ms) 0,2 0,15 0,16 0,23 0,81 151
NP 0,21 0,17 0,11 0,24 0,54 141
PRR (Hz) 0,06 0,06 0,08 0,01 1,25 0,21
PF (Hz) 0,09 0,47 0,06 0,34 0,63 0,71
FM 0,91 0,23 0,37 0,87 0,40 3,69
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Slika 7. Usporedba, 1. i 2. diskirmantne funkcije, gdje su jedinke oznacene kao vrste (razli¢iti simobli oznacavaju
razli¢ite vrste). Faktor 1 razdvaja vrste s obzirom na strukturu tj. tip produciranog zvuka, grupirajuci vrste sa niskom
stopom ponavljanja pulseva (lijeva strana dijagrama) od vrsta sa visokom stopom ponavljanja pulseva (desna strana

dijagrama).

Tablica 3. Rezultati Faktorijalne diskriminantne funkcijske analize. Vrste su oznaéene kao grupne varijable, dok su
tri nezavisna akusti¢na Svojstva oznacena kao zavisne varijable. Strukturni faktorski koeficijenti predstavljaju
korelaciju izmedu vrsta/jedinki kao zavisnih varijabli i rezultata diskiminantnih funkcija, te stoga doprinose u
klasificiranju pojedinih zavisnih varijabli.

AKusti¢na Standardizirani koeficjenti Faktorijalni strukturni koeficjenti
svojstva
DF1 DF2 DF1 DF2
DUR -0,39 -0,62 -0,11 -0,15
PRR 0,90 -0,55 - 0,67 0,20
PF -0,89 -0,77 -0,38 0,64
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Slika 8. Usporedba sonograma i spektra snage rije¢nog glavocica (lijevo, gore i dolje) sa sonogramom i spektrom snage
talijanskog glavociéa (desno, gore i dolje). Zvukovi navedenih vrsta poklapaju se svojom strukturom i akusti¢nim svojstvima.
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4. RASPRAVA

Vokalni repertoar ponto-kaspijskih vrsta i dalje je popriliéno neistrazen, s obzirom na broj vrsta
koje nastanjuju navedeno podru¢je. Rolo i sur. (2007) zabiljezili su nekoliko zvukova glavocic¢a
okrugljaka (Neogobius melanostomus) te ih kvalificirali pulsatilnima s obzirom na akusti¢na svojstva. Za
pretpostaviti je, s obzirom na postojecu literaturu (Medvedev i sur. 2013) kako glavo¢i¢ okrugljak, najblizi
srodnik rije¢nom glavocic¢u, takoder producira tonalne zvukove. Ladich i Kratochvil (1989) snimili su
zvukove mramorastog glavoca (Proterorhinus marmoratus), te ih prema strukturi i akusti¢nim svojstvima
klasificirali tonalnim. Zvukovi mramorastog glavoca slini su, s obzirom na akustiCna svojstva,
zvukovima rije¢nog glavocica, te je vazno za nadodati kako su muzjaci i Zenke mramorastog glavoca
tijekom agresivnih interakcija kao i muzjak tijekom reproduktivnih producirali zvukove, §to je tipi¢no za
ponto-kaspijske vrste. Zanimljivo je kako su sve navedene vrste izrazito migratorne, s obzirom da je
nekoliko vrsta (mramorasti glavo¢ i glavocCi¢ okrugljak) zabiljezeno u Velikim jezerima (Sjeverna
Amerika), gdje su vjerojatno dospjeli balastnim vodama. Rije¢ni glavoci¢ kontinuirano $iri svoj areal, $to
potvrduju nedavni primjerci uhvaceni u rijeci Kupi i Uni (Deli€ i sur. 2014).

Talijanski glavo¢i¢ endemska je vrsta izrazito ograni¢enog areala, koja naseljava iskljucivo
slatkovodne ekosustave zapadnog dijela talijanskog poluotoka (Miller 2004). Stoga, jasno je kako su obje
vrste poprilicno geografski odvojene. Kao §to je ranije navedeno, vrste iz roda Padogobius i ponto-
kaspijske vrste sinapomorfne su s obzirom na posjedovanje velikog broja kraljezaka, ali i zbog odsutnosti
plivaceg mjehura te modificiranog kostura. Talijanski glavo¢i¢ kao i rije¢ni ne posjeduju plivac¢i mjehur,
za razliku od mnogih drugih vrsta glavoca. Takoder, molekularna istrazivanja provedena u svrhu
odredivanja filogenetskih odnosa grupirala su ponto-kaspijske glavo¢e sa mediteranskim vrstama iz
rodova Gobius, Padogobius, Zosterisessor i Zebrus (Tacker i Roje 2011, Agorreta i sur. 2013). Rezultati
provedenog istrazivanja potvrduju blisku filogenetsku srodnost vrsta iz Gobius grupe s obzirom na
akusti¢na svojstva. Rije¢ni glavoci¢ grupiran je zajedno s vrstama iz roda Padogobius i glavo¢em
mrkuljem (Gobius paganellus), ¢iji su tonalni zvukovi takoder karakterizirani visokom stopom
ponavljanja pulseva (PRR). Zanimljivo je napomenuti kako obje vrste iz roda Padogobius, ali i glavo¢
mrkulj, naseljavaju slican tip staniSta kao i rijeCni glavo¢. Navedene vrste preferiraju staniSta sa
pijeskom/§ljunkom/kamenjem, na dnu rijeke ili unutar zone plime i oseke (Penzo i sur. 1998).

Nadalje, Penzo i sur. (1998) otkrili su kako dvije slatkovodne vrste iz roda Padogobius (P.
nigricans i P. bonelli), iako genetski bliske, nisu sestrinske posto se talijanski glavoc¢i¢ (P. nigricans)
pokazao kao sestrinska vrsta glavocu mrkulju, jednom od rijetkih morskih vrsta koja nastanjuje
Sljunkovito/kamenito staniste. Nasim istrazivanjem glavoc trava§ (Zosterisessor ophiocephalus) i glavo¢
blata$ (Gobius niger) gurpirani su zajedno, posto produciraju pulsatilne zvukove niskih PRR vrijednosti.
Navedeni odnos potvrduje rezultate prijaSnjih molekularnih i akusti¢nih analiza (Penzo i sur. 1998,
Malavasi i sur. 2008, Medvedev i sur. 2013). Buduéi da je odnos izmedu vrsta ukljuenih u naSe
istrazivanje (Neogobius, Padogobius, Zosterisessor, Gobius) potvrden ranijim molekularnim i akusti¢énim
analizama, smatramo kako je upravo stopa ponavljanja pulseva (PPR), najvaznije akusti¢no svojstvo
presudno u diskriminaciji i prepoznavanju vrsta. Stopa ponavljanja pulseva predstavlja stupanj do kojega
se pulsevi slazu jedan do drugoga, Cine¢i kontinuirani pulsatilni niz ili zbijeni tonalni zvuk. Stoga,
smatramo kako upravo navedeno svojstvo predstavlja odredeni informativni “filogenetski signal”. Ranijim
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istrazivanjima kao i1 na$im rezultatima (Malavasi i sur. 2008, Agorreta i sur. 2013) potvrdena je
povezanost izmedu akusti¢nih svojstva (stopa ponavljanja pulseva) i filogenetskog odnosa pojedinih vrsta.

Uzevsi u obzir postojecu literaturu i geografsku odvojenost dviju vrsta iz roda Padogobius, moze
se pretpostaviti kako je do razvoja slatkovodnog Zivota doslo nezavisno nekoliko puta tijekom evolucijske
povijesti. Rijecni glavocCi¢ pak, s obzirom na svoju eurihalinost, ali i migratorni karakter, moze pruziti
brojne odgovore vezane uz podrijetlo, migracije i danasnju rasprostranjenost glavoca diljem Mediterana.
Provedeno istrazivanje grupiralo je rije¢nog glavocica s ostalim tonalnim vrstama (Padogobius kompleks i
glavo¢ mrkulj). Time je potvrdeno kako navedene vrste dijele zajedni¢ko podrijetlo (Penzo i sur. 1998,
Huyse i sur. 2004).

Ukratko, ukoliko slijedimo postoje¢u literature, moguée je rekonstruirati paleoklimatske i
geoloske prilike koje su dovele do danasnje raznolikosti glavoca u Europi, ali i filogenetske srodnosti
navedenih vrsta. Za vrijeme ranog/srednjeg Miocena (24-15 milijun godina) doslo je do stvaranja
Panonskog kanala, koji je omoguc¢io ribama migraciju iz Ponto-kaspijskog bazena, tj. tadasnjeg
Paratethys-a u Mediteransko podru¢je. Moguce je kako je upravo zajednicki predak, koji je naseljavao
Ponto-kaspijsko podruéje (Paratethys) migrirao tim putem. Prije 5,5 milijuna godina, za vrijeme Mesinske
krize saliniteta (MSC), doslo je do potpunog isuSivanja Mediteranskog podrucja uslijed evaporacije, Cime
su se stvorila hiper i hipohalina jezera (Huyse i sur. 2004). Neka od tih hipohalinih jezera posluzila su kao
refugiji migratornim eurihalinim vrstama, koje su se zatekle u njima. Takve vrste morale su se prilagoditi
novim ekolo$klim uvjetima, tj. slatkoj vodi. Navedena izolacija vjerojatno je potaknula intenzivni razvoj
endema diljem Mediteranskog podruc¢ja (Padogobius kompleks) (Miller 1990). Nakon otvaranja
Gibraltarskih vrata (5,33 milijuna godina) i zavrSetkom Mesinske krize saliniteta doslo je do naknadnog
ispunjavanja Mediterana morskom vodom, te je navedeno podrucje ponovno postalo morsko staniste.
Uzimajudéi u obzir danasnju rasprostranjenost glavoca diljem Mediterana, moguce je kako se upravo tada
zajednicki predak morao prilagoditi na novonastalo staniste. Nastankom novih slobodnih ekoloskih niSa,
ponovno je doSlo do adaptivne radijacije, Sto je rezultiralo danasnjom raznoliko$¢u glavoca diljem
Mediteranskog bazena. S obzirom na migratorni karakter i svoju eurihalinost, ali i na navedenu
filogenetsku srodnost s mediteranskim vrstama, pretpostavljamo kako je upravo rije¢ni glavocié ili
ancestralna vrsta slicna njemu tijekom evolucijske povijesti bio sposoban naseliti nova stanista,
migrirajuci izvan ponto-kaspijskog bazena. Slicno Mesinsko i post-Mesinsko podrijetlo “glavoca pijeska”
predlozio je Malavasi i sur. (2012), koji je rekonstruirao filogenetske odnose na temelju etoloskih
obrazaca.

Mogu¢i problemi prilikom utvrdivanja filogenetskih odnosa mogu se pojaviti prvenstveno zbog
utjecaja konvergentne evolucije, koja znacajno utjeCe na glasanje zivotinja, kao §to je to zabiljezeno kod
vodozemaca, tj. bezrepaca (Robillard i sur. 2006, Tavares i sur. 2006, Cap i sur. 2008, Gingras i sur.
2013). Kako bi razdvojili doprinos akusti¢ne komunikacije od u¢inka konvergentne evolucije, potrebna su
budu¢a komparativna molekularna i akusti¢na istrazivanja, uz koja je potrebno istraziti mehanizme
kojima, kod riba dolazi do produkcije zvukova.
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. ZAKLJUCAK

Rezultati provedenog istrazivanja potvrduju kako su inter-i intra- spolne agresivne interakcije,
kao i muzjakovo udvaranje potencijalnoj zenki, popraceni produkcijom zvukova. Provedeno
istrazivanje po prvi put opisuje produkciju zvukova ponto-kaspijskog rijecnog glavocica, tijekom
koje dolazi do emisije kratkih (oko 200 ms) zvukova niskih frekvencija (izmedu 70-80 Hz). S
obzirom na navedena svojstva, zvukove mozemo Kklasificirati tonalnima, sa sterotipnom
strukturom. Stopa ponavljanja pulseva pokazala se kao najvaznije akusti¢no svojstvo, koje
doprinosi razlikovanju i grupiranju vrsta.

Rezultati provedenog istrazivanja potvrdili su filogenetsku srodnost rije¢nog glavocica s
mediteranskim vrstama iz Gobius grupe (Padogobius kompleks i glavo¢ mrkuljem). Navedene
vrste, s obzirom na akusti¢na svojstva, grupirane su zajedno tijekom analize, prvenstveno zato §to
produciraju tonalne zvukove visokih vrijednosti stope ponavljanja pulseva te kratkog trajanja
zvuka, ¢ime smo potvrdili rezultate prijas$njih molekularnih istrazivanja, koje takoder grupiraju
navedene vrste. Takoder, pokazalo se kako tonalni zvukovi rije¢nog glavoéi¢a, po svojim
akustiénim svojstvima, izrazito nalikuju zvukovima talijanskog glavoci¢a, s kojim dijeli niz
morfoloskih sli¢nosti.

Objasnili smo geoloske prilike koje su vladale tijekom Miocena, za vrijeme kojih je doslo do
postepenog isusivanja i ispunjavanja Mediteranskog bazena morskom vodom. Navedene prilike
pruzile su moguénost nekada$njim populacijma za rapidno Sirenje i brzu evoluciju. Takoder,
objasnili smo dana$nju brojnost i distribuciju glavo¢a u Europi.

Budu¢a molekularna istrazivanja ponto-kaspijskih vrsta zasigurno ¢e objasniti njihovu
filogenetsku srodnost s ostalim glavo¢ima, ali kako nase istrazivanje potvrduje, akusti¢na svojstva
zasigurno bi mogla znatno doprinjeti tim istraZivanjima, poSto se rezultati akusti¢nih i
molekularnih analiza poklapaju. Stoga, smatramo kako bi se akusti¢na svojstva trebali CeSce
koristi prilikom rekonstrukcije filogenetskih odnosa odredenih skupina zivotinja.
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